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RESUMO

Carneiro, M. P. P. Ocorréncia de infecgdes por Babesia spp. € Hepatozoon
spp. em gatos domésticos (Felis domesticus) do Estado de Sao Paulo e do
Distrito Federal. Botucatu, 2007. 64f. Mestrado, Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia da infeccao por parasitas dos
géneros Babesia e Hepatozoon em gatos domésticos, por meio da identificacao
em esfregacos sanguineos corados por Giemsa e pela Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Foram colhidas amostras de sangue de 144 animais, sendo
113 do Estado de Sao Paulo e 31 do Distrito Federal. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente e nao foram feitas distingdes quanto a raca, idade,
sexo ou estado de saude dos gatos. A maioria dos animais habitava areas
rurais (52,8%) e, quando urbanas (47,2%), eram animais com livre acesso a
rua. A extracdo do DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o
GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Para a realizacdo da PCR foram utilizados os oligonucleotideos
PiroA1 e PiroB para Babesia spp. € HepF e HepR para Hepatozoon spp. Pela
analise dos esfregacos sanglineos foram observadas estruturas
intraeritrocitarias semelhantes a piroplasmideos em cinco (3,47%) gatos,
porém, apenas um (0,69%) foi positivo pela PCR para Babesia sp., com banda
visualizada em 450pb. O seqtienciamento dessa amostra positiva demonstrou
100% de similaridade com Babesia canis vogeli ja caracterizada no Brasil.
Todas as amostras foram negativas para Hepatozoon spp., tanto pelo
esfregago quanto pela PCR. Por meio dos resultados obtidos neste estudo
pode-se concluir que a freqliéncia desses hemoparasitas em gatos domésticos
nessas regides € muito baixa e técnicas moleculares sdo necessarias para o

correto diagnéstico dessas hemoparasitoses nesses animais.



ABSTRACT

Carneiro, M. P. M. Occurrence of Babesia sp. and Hepatozoon sp. infection in
domestic cats (Felis domesticus) of Sao Paulo state and the Federal District.
Botucatu, 2007. 66f. Mestrado, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

The purpose of this study was to evaluate the occurrence of infection by
parasites of the genus Babesia and Hepatozoon in domestic cats. Infection was
identified using Giemsa stained blood smears and the Polymerase Chain
Reaction (PCR). The blood samples were collected from one hundred and forty
four (144) cats that resided in Sdo Paulo (113) state and the Federal District
(31). The DNA extraction of blood samples was performed with the GFX™
Genomic Blood DNA Purification Kit, according to the manufacturer’s
instructions. The PiroA1 and PiroB primers for Babesia spp. and the HepF and
HepF primers for Hepatozoon spp were used for PCR execution. Blood smear
examinations, demonstrated the presence of intraerythrocytic structures
resembling piroplasmids in five (3.47%) cats, however, only one (0.69%) was
positive for Babesia sp., by PCR, with a band visualized at 450 bp. The
sequencing of this positive sample demonstrated close identity with Babesia
canis vogeli, which has already been characterized in Brazil. All blood smear
and PCR samples were negative for Hepatozoon spp. The frequency of these
hemoparasites in domestic cats in Brazil is very low and molecular techniques
are necessary for the correct diagnostic of these hemoparasitosis in these

animals.
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1. INTRODUCAO

Dentre os hemoparasitas que acometem gatos domésticos e que sao
transmitidos por carrapatos, os de maior importancia sdo protozoarios dos
géneros Babesia spp., Cytauxzoon spp. € Hepatozoon spp., além de bactérias
gram negativas, como Mycoplasma spp.(hemoplasma) e Ehrlichia spp. (SHAW
et al., 2001).

Entre os piroplasmideos varias espécies ja foram descritas em felinos:
Babesia felis; Babesia cati; Babesia herpailuri; Babesia pantherae; Babesia leo;
Babesia canis e Cytauxzoon felis (BANETH et al., 2004; BOURDEAU, 1996).
Entretanto, devido a semelhanca dos estagios intraeritrocitarios torna-se dificil
a identificacéo e o diagnostico microscopico desses parasitas. No Brasil, com
excecao dos hemoplasmas, os hemoparasitas de gatos sao pouco conhecidos,
existindo somente relatos esporadicos de piroplasmideos de espécies nao
identificadas (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2004), de Ehrlichia sp. (ALMOSNY
et al., 1998) e, recentemente, de Hepatozoon sp. (PEREZ et al., 2004). Apesar
disso, sao poucos os relatos envolvendo biologia molecular no diagnéstico das
hemoparasitoses de felinos no mundo.

Sabe-se que os gatos parecem ser menos predispostos as infestacdes
por carrapatos e aos parasitas transmitidos por esses artrépodes do que os
caes (SHAW et al, 2001). Além disso, esses animais tém uma suposta
resisténcia inata ou adaptacdo as infeccées, o que limita o desenvolvimento
das doencas ou compromete a transmissdo de agentes infecciosos entre
carrapatos e gatos (SHAW et al., 2001).

A natureza inespecifica dos sinais clinicos em gatos infectados
associada a baixa sensibilidade e especificidade da técnica do esfregaco
sangliineo podem ter resultado no subdiagnéstico desses parasitas no Brasil.
Mas é necessario lembrar que, apesar da escassez de conhecimento sobre o
assunto, da falta de relatos e de realizacao do diagnéstico, a infeccdo em gatos
por Babesia spp. e Hepatozoon spp. existe no Brasil (MENDES-DE-ALMEIDA
et al., 2004, PEREZ et al., 2004) e estes agentes estdo presentes como
parasitas potenciais e que devem receber mais atencao por parte dos médicos

veterinarios e, mais ainda, pelos pesquisadores.
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Nos Uultimos anos houve um maior avanco no entendimento das
infeccdes transmitidas por carrapatos devido a aplicacdo de técnicas
moleculares, em particular a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizadas no diagnostico e identificacdo desses agentes. As recentes
pesquisas envolvendo biologia molecular e parasitas dos géneros Babesia e
Hepatozoon em gatos domésticos (CRIADO-FORNELIO et al., 2004; RUBINI et
al., 2006) confirmam a idéia de que esses parasitas estdo presentes nesses
animais e demonstram a necessidade de estudos mais detalhados sobre esses

agentes no Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Babesia spp. em gatos

2.1.1. HISTORICO E ETIOLOGIA

Parasitas do género Babesia sao piroplasmas intraeritrocitarios obrigatorios
transmitidos por carrapatos e sado encontrados em uma grande variedade de
animais domésticos e selvagens e seres humanos. Atualmente, seis espécies
desse protozoario sao reconhecidas como parasitas de felinos: B. felis; B. cati; B.
herpailuri, B. pantherae, B. leo e B. canis (BOURDEAU, 1996; SCHOEMAN et al.,
2001; BANETH et al., 2004). Dessas espécies, apenas quatro foram relatadas
acometendo gatos domésticos: B. felis, B. cati, B. canis e B. leo (BOURDEAU,
1996; CRIADO-FORNELIO et al., 2003; BANETH et al., 2004; BOSMAN et al.,
2006). Os piroplasmideos de gatos possuem formas muito similares, sendo dificil
sua identificacdo baseada somente nas formas intraeritrocitéarias (GLENN et al.,
1982). Babesia felis € um pequeno piroplasma que mede de 0,3 a 0,9 ym. Essa
espécie comumente forma tétrades. Babesia cati e B. leo medem de 0,5 a 2,5 uym
e apresentam predominantemente formas anelares e ovaladas. Babesia herpailuri
e B. canis sao grandes babesias, medindo em média 2,7 um, com o predominio de
formas bigeminadas (BOURDEAU, 1996).

A babesiose em gatos ndo tem recebido muita atencdo por parte dos
pesquisadores; talvez por ser esporadicamente relatada ou por ndo causar doenca
clinica significante. Sendo assim, pouco se sabe sobre os babesideos que
infectam gatos domésticos.

A ocorréncia de babesiose em felideos foi primeiramente relatada na india
por Lingard & Jennings em 1904 (como citado por MANGRULKAR, 1937). No
entanto, na ocasido, esses autores ndo descreveram e nem mesmo ilustraram o
parasita causador da doenga. Essa observacao nao foi confirmada até que DAVIS
(1929) estudou e descreveu as caracteristicas morfolégicas dos pequenos
piroplasmideos encontrados em gatos selvagens sudaneses (Felis ocreata syn.



Revisdo de Literatura 6

Felis sylvestris), denominando os parasitas de Babesia felis. O parasita foi
experimentalmente transmitido para gatos domésticos, mas, apesar desses
animais terem sido susceptiveis a infecgdo, ndo apresentaram qualquer sinal de
doenca clinica.

Em 1930, WENYON & HAMERTON descreveram um piroplasma em um
felino selvagem (Felis rufa) com caracteristicas semelhantes a B. felis descrita por
DAVIS. No entanto, a diferenga de tamanho e no numero de merozoitos
produzidos ndo eram motivos suficientes para o reconhecimento de uma nova
espécie.

Subsequientemente, CARPANO (1934) relatou o encontro de um novo
piroplasma em pumas (Felis concolor) semelhante a B. gibsoni e afirmou que o
organismo também poderia ser transmitido para outros felinos locais, incluindo
Felis domesticus e Felis ocreata, os quais eram infestados pelo carrapato
Rhipicephalus simus. Esse autor propbés o nome Babesiella felis para esse
parasita e sugeriu que o parasita encontrado por DAVIS fosse denominado
Nuttalia felis, talvez devido a presenca de tétrades, ou seja, de formas em cruz de
Malta.

JACKSON & DUNNING (1937) relataram pela primeira vez a ocorréncia de
uma forma patogénica de piroplasmideo em gatos domésticos que apresentavam
temperaturas elevadas e sintomas de “febre biliar". Os parasitas foram
considerados indistinguiveis da B. felis descrita por DAVIS em todos os aspectos
morfolégicos, incluindo a presenca de tétrades. Concordando com CARPANO
(1934), esses autores classificaram o parasita encontrado como Nuttallia felis;
entretanto, como o parasita foi encontrado em gato doméstico e com uma
patogenicidade marcante, o nome ‘Nuttallia felis var. domestica foi adaptado para
ele. Vale ressaltar que os géneros Babesiella e Nuttallia ndo sdo reconhecidos
como validos e foram incluidos no género Babesia (WENYON, 1926).

Em 1937, McNEIL, também na Africa do Sul, e MANGRULKAR, no norte da
india, publicaram seus achados sobre piroplasmose em gatos domésticos. Este
autor tinha a opinido de que os parasitas encontrados por ele ndo apresentavam

conformidade com aqueles descritos até entdo, mas, por ndo dispor de dados
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suficientes e de estudo mais aprofundado, decidiu por néo classifica-lo como uma
nova espécie. A classificagdo ocorreu na india em 1950, quando MUDALIAR et al.
encontraram em um gato selvagem indiano (Felis catus) organismos semelhantes
aos relatados por MANGRULKAR e tiveram a oportunidade de estuda-los mais
detalhadamente. Foi entdo proposta por eles uma nova espécie de Babesia:
Babesia cati n. sp. Mudaliar, Achary e Alwar, 1946.

SHORTT (1940) publicou a primeira descricdo de uma pequena Babesia
encontrada no esfregago sangliineo de um leopardo (Panthera pardus fusca) na
india, porém nao atribuiu nenhum nome ao parasita. Vinte e cinco anos depois,
BROCKLESBY et al. (1965), no Kenya, isolaram uma pequena e uma grande
Babesia (B. pantherae) de um leopardo. Os parasitas foram inoculados em gatos
domésticos esplenectomizados e posteriormente foram investigadas suas
caracteristicas através de microscopia eletrénica (DENNIG & HEBEL, 1969).

Uma grande Babesia, B. herpailuri, foi isolada de um jaguarundi
(Herpailurus yaguarundi) originario da América do Sul. O estudo desse novo
parasita foi relatado em diversas publicagdes (DENNIG, 1967a; DENNIG, 1967b;
DENNIG, 1967C; DENNIG, 1969; DENNIG & HEBEL, 1969; DENNIG & HEBEL,
1970). A investigacdo do parasita consistiu de suas caracteristicas morfoldgicas,
patogénese, especificidade do hospedeiro e quimioterapia.

Nao existem relatos de infecgdo natural por B. pantherae em gatos; no
entanto, DENNIG & BROCKLESBY (1972) e LEGER et al. (1992) através de seus
estudos com leopardos (Panthera pardus) afirmaram ser possivel a infecgéao
experimental dessa espécie de Babesia em gatos domésticos.

PENZHORN et al. (2001), baseando-se em estudos envolvendo biologia
molecular, descreveram uma nova espécie de um pequeno piroplasmideo
encontrado em ledes (Panthera leo): Babesia leo n. sp.

Em recente estudo no Reino Unido e Portugal, utilizando-se técnicas
moleculares, foi identificada B. canis no sangue de dois gatos com doenca clinica
(BANETH et al., 2004). Esse piroplasmideo nunca havia sido descrito como um
parasita de felideos e os autores, baseados em diferengas morfologicas,

sugeriram a criacdo de uma nova subespécie: B. canis subsp. presentii. Esses
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achados demonstram haver uma maior diversidade de piroplasmas em felinos do
que havia sido estabelecido anteriormente.

Casos esporadicos de infeccdo em gatos domeésticos por espécies nao
identificadas de Babesia foram descritos na Franca, Alemanha, Tailandia e
Zimbabwe (BANETH et al., 2004).

BOSMAN et al. (2006) estudaram 27 gatos domésticos na Africa do Sul e
conseguiram identificar trés espécies de Babesia parasitando esses animais: B.
felis, B. leo e Babesia sp..

No Brasil, sdo poucos os relatos de babesiose felina e ainda nao se
caracterizou a espécie observada em gatos doentes (O'DWYER & MASSARD,
2002). Hemoparasitas semelhantes a B. felis foram detectados em esfregacos
sanglineos em gatos domésticos no Rio de Janeiro (SOUZA, 2002; GAZETA et
al., 2004); entretanto, os autores ndo caracterizaram a espécie. MENDES-DE-
ALMEIDA et al. (2004) observaram piroplasmideos em 47% dos gatos de rua
examinados. Porém, os autores nao puderam distinguir Babesia spp. de
Cytauxzoon felis. PICHOTANO et al. (2004) descreveram, baseando-se apenas
em sua caracteristica morfolégica, o achado de Cytauxzoon em um gato
doméstico no interior de S&o Paulo. Contudo, € provavel que o parasito
encontrado fosse Babesia, visto que o0s pequenos piroplasmideos sao muito

semelhantes entre si.
2.1.2. EPIDEMIOLOGIA

A babesiose de gatos domésticos tem sido descrita esporadicamente em
varios paises, incluindo Franca (LEGER et al, 1992; BOURDEAU, 1996),
Alemanha (MOIK & GOTHE, 1997), Tailandia (JITTAPALAPONG & JANSAWAN,
1993), india (MUDALIAR et al., 1950), Zimbabwe (STEWART et al., 1980) e Israel
(BANETH et al., 2004); porém, ndo causa doencga clinica significante em nenhum
pais além da Africa do Sul, onde é relatada a maior ocorréncia nas regides

costeiras ou também, casos esporadicos em areas nao endémicas, quando
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animais retornam as suas casas depois de feriados nas regides litoraneas
(JACOBSON et al., 2000).

Embora a babesiose possa afetar potencialmente gatos de qualquer idade,
no entanto, a maioria dos relatos de felinos naturalmente infectados envolvem
adultos jovens com menos de trés anos. (SCHOEMAN, 2005). FUTTER &
BELONJE (1980b) acreditam que B. felis € endémica em certas areas e que
muitos gatos podem estar susceptiveis a doenca enquanto filhotes e que
posteriormente  desenvolvem uma imunidade, tornando-se portadores
assintomaticos do parasita. Quando B. felis € encontrada em gatos mais velhos,
doencgas concomitantes também séo geralmente observadas. Em caes infectados
por B. canis, ja foi demonstrado que um estado pré-imune ocorre e que, sob certas
condicbes, como uma doenca ou trauma severo, ha uma diminuicdo dessa
imunidade e a babesiose pode se manifestar clinicamente. A mesma situagao
pode ocorrer com gatos, que se tornariam portadores subclinicos do parasita apds
uma infecgao inicial. Quando gatos sao transferidos de uma area onde a B. felis
ndo ocorre para uma area endémica, eles geralmente tornam-se infectados
(FUTTER & BELONJE, 1980b).

Nao ha predilecdo quanto ao sexo, mas, em relacdo a raga, os gatos
siameses parecem ser mais acometidos do que os animais de outras ragas ou
aqueles sem raca definida, nos quais a doenca tem sido relatada apenas
esporadicamente (SCHOEMAN et al., 2001; PENZHORN et al., 2004).

2.1.3. CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

O ciclo evolutivo dos parasitas envolvidos na babesiose felina ainda nao
esta completamente elucidado. Apesar de ser supostamente uma infeccao
transmitida por carrapatos, o vetor e reservatorios envolvidos ainda ndo foram
identificados, sugerindo que estudos mais aprofundados envolvendo transmissao
sao necessarios para melhor elucidar tanto a susceptibilidade quanto a forma de
infeccao desse parasita (BOURDEAU, 1996; MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2004;
PENZHORN et al., 2004). Apesar disso, é provavel que a biologia seja semelhante
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aos descritos para outras espécies de Babesia de diversos animais.
Primeiramente, o animal se infectaria por intermédio da picada de um carrapato,
através de sua saliva. Os parasitas se desenvolveriam e se proliferariam no
interior das hemacias, resultando na parasitemia detectavel em esfregacos
sanguineos. Continuando o ciclo, 0s novos carrapatos se infectariam através da
alimentacdo nos animais com parasitemia ou naqueles com infeccao latente. No
interior do carrapato, somente as formas sexuadas do parasita sobreviveriam; os
trofozoitos dentro das hemécias sao destruidos e os gametdcitos continuam o
ciclo. Ap6s a fecundacao, produzem os esporocinetos, que sao passiveis de
disseminacdo por todos os tecidos do vetor. O parasita penetra nas glandulas
salivares do carrapato e se desenvolve em esporozoitos. Havendo passagem do
parasita ao estagio seguinte, nas fémeas, os ovécitos podem também ser

infectados, garantindo a passagem do parasita as geracdes seguintes.
2.1.4. PATOGENIA E PATOGENICIDADE

A patogenia da babesiose felina € supostamente similar a da babesiose
canina e envolve danos aos eritrécitos induzidos pelos parasitas, com
subsequiente anemia hemolitica. No entanto, a babesiose felina é considerada de
baixa a moderada patogenicidade, sendo que os sinais clinicos sdo menos
severos que em caes, uma vez que gatos raramente desenvolvem crises
hemoliticas intravasculares (JACOBSON & CLARK, 1994; MOIK & GOTHE, 1997).
Além disso, a patogenicidade depende da espécie ou subespécie de Babesia com
qual o animal se infectou, mas, em geral, as pequenas babesias sdo as mais
patogénicas. Muitos mecanismos patogénicos estdo mais relacionados com a
resposta imune do hospedeiro contra o agente do que resultante de uma
destruicdo direta do eritrécito pelo parasita (TABOADA & MERCHANT, 1991;
BOURDEAU, 1996). Acredita-se que, com excecdo da B. felis encontrada na
Africa do Sul, as espécies de Babesia encontradas nesses animais sejam
relativamente pouco patogénicas e que tenham uma tendéncia a cronicidade
(BANETH et al., 2004).
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2.1.5. SINAIS CLIiNICOS

O quadro clinico da babesiose € determinado pela espécie ou subespécie
de Babesia, pela resposta imune e idade do hospedeiro, pela presenca de
infeccOes concomitantes e exposicao prévia ao agente (BOOZER & MACINTIRE,
2003). Diferentemente da babesiose em outros animais, a babesiose felina nao
esta necessariamente associada a elevagao de temperatura. Assim como a febre,
a ictericia raramente é observada e a maioria dos sinais clinicos esta relacionada
a intensidade da anemia e incluem anorexia, letargia, fraqueza, palidez de
mucosas, taquicardia e taquipnéia. Co-infecgcdes de Babesia com os virus da
Imunodeficiéncia Felina, Leucemia Felina e Peritonite Infecciosa Felina;
Mycoplasma haemofelis e virus respiratérios sao descritas e devem ser
consideradas ao analisar os sinais clinicos nesses animais (JACOBSON et al.,
2000).

A sintomatologia associada a babesiose felina causada por B. felis, sob
condi¢cdes experimentais, € discreta e pouco caracteristica, podendo se agravar
em situacoes de stress. O periodo pré-patente da infeccao por B. felis é de um a
dois dias e os sinais clinicos incluem apatia, letargia, prostracdo, anorexia
acompanhada por emagrecimento, pelagem opaca, hipertermia inconstante,
mucosas palidas e raramente ictéricas e disturbios digestivos inconstantes. A
doenga segue tendendo a cronicidade e os sinais clinicos geralmente passam
despercebidos até que a doenca chegue a uma fase avangada, que quando nao
tratada pode induzir ao ébito do animal (FUTTER & BELONJE, 1980b;
BOURDEAU, 1996; SCHOEMAN et al., 2001).
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2.1.6. DIAGNOSTICO

2.1.6.1. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.1.6.1.1. Exame de esfregaco sangiiineo

O diagnéstico da babesiose felina é baseado na identificagdo morfoldgica
dos parasitas intraeritrocitarios através de esfregacos de sangue periférico ou
aspirados de medula 6ssea, linfonodos e baco, em combinacdo com o0s sinais
clinicos compativeis (SHAW et al., 2001). Sendo os parasitos pequenos, a
visualizacdo com a coloracao de Giemsa 10%, apesar de mais demorada, € mais
indicada do que as coloragdes rapidas rotineiramente utilizadas em laboratorio
clinico veterinario (FUTTER & BELONJE, 1980).

O exame microscopico de sangue ndo € uma técnica diagnéstica muito
eficiente nos estagios pés-infec¢ao e crénicos da doenga, quando a parasitemia €
baixa ou até mesmo ausente, tornando-se necessaria a inspe¢ao de um numero
maior de amostras colhidas em maior periodo de tempo (LOPES, 2006). De
acordo com SCHOEMAN et al. (2001), ha uma forte correlagdao entre a
parasitemia periférica e central, indicando que, o sequestro pelos capilares, de
eritrécitos parasitados, ndo é uma caracteristica da babesiose felina, como
normalmente acontece nos casos de babesiose em outras espécies animais.

Sendo assim, apesar de ser o método classico de diagnéstico, € um método
limitado devido a sua baixa sensibilidade e mais, ndo pode ser usado para
estabelecer o gendtipo de qualquer piroplasma, pois torna-se dificil a distincao
morfolégica entre as linhagens e espécies similares, como, por exemplo, a
diferenciagcédo entre B. felis e C. felis (UILENBERG et al., 1989). Além disso, a
diferenciacao entre outros parasitas, como M. haemofelis, precipitados de corante,
corpusculos de Howell-Jolly e ponteados basofilios pode ser problematica, visto
que todos podem demonstrar aparéncia muito semelhante (SCHOEMAN et al.,
2001).
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2.1.6.1.2. Hematologia e Bioquimica Sérica

A alteragdo hematolégica mais significante em gatos com babesiose é uma
anemia macrocitica e hipocrémica regenerativa, apesar de, interessantemente,
nem todos os gatos afetados apresentarem anemia (JACKSON & DUNNING,
1937; FUTTER et al., 1980; SCHOEMAN, 2005). A anemia pode se tornar muito
severa em casos avangados da doencga e sinais de regeneracao sao geralmente
evidentes ao exame do esfregago sanglineo. O aumento absoluto na contagem
de reticulécitos indica uma reposta ativa da medula 6ssea e que a causa da
anemia provavelmente é de origem extramedular; nesse caso implicando tanto em
hemdlise intra quanto extravascular (fagocitose). A anemia da babesiose pode ser
classificada como uma anemia hemolitica, causada pela destruicdo acelerada de
eritrécitos. Essa destruicdo provavelmente acontece tanto intra quanto
extravascular na babesiose felina (TABOADA, 1998).

De acordo com FUTTER et al. (1980); SCHOEMAN et al. (2001) e
PENZHORN et al. (2004), as anormalidades do leucograma nao sao achados
consistentes da babesiose felina, sugerindo que as alteracdées encontradas nesses
animais poderiam ser resultado de problemas concorrentes ou outras doengas que
nao a babesiose.

A trombocitopenia é uma caracteristica consistente da babesiose canina,
porém, SCHOEMAN (2005) observou que esta ndo é freqliente nos casos de
babesiose felina.

A alteragdo bioquimica mais evidente é o aumento da atividade das
enzimas hepéaticas de citosol e das concentragdes totais de bilirrubina. A elevacao
significativa da alanina aminotransferase (ALT) esta presente na maioria dos
casos, evidenciando injdria hepatocelular primaria ou inflamacdo. A fosfatase
alcalina (FA) e a gama glutamiltransferase (GGT) estdo geralmente dentro dos
valores normais. A hiperbilirrubinemia provavelmente é resultante da hemodlise,
mas injuria hepatocelular secundéria é provavelmente um fator contribuinte
adicional. Uma hiperglobulinemia e gamopatia policlonal é bastante freqiiente e

pode ser atribuida a uma combinagcdo de proteinas de fase aguda e crénica,



Revisdo de Literatura 14

produzidas em resposta aos antigenos da Babesia (FUTTER et al., 1981;
SCHOEMAN et al., 2001; PENZHORN et al., 2004).

2.1.6.1.3. Sorologia

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) foi descrito para a deteccao de
anticorpos especificos contra Babesia felis (LOPEZ-REBOLLAR et al., 1999). Na
ocasido, 0s autores detectaram um pequeno piroplasmideo em ledes,
morfologicamente similar a B. felis e C. felis, porém antigenicamente distinto, o
que os fez sugerirem uma nova espécie. O uso da sorologia pode auxiliar no
diagnostico de gatos com infeccdo crdnica ou com baixa parasitemia, nos quais

sao dificeis de detectar o protozoério pelo esfregaco sangiineo.

2.1.6.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

A investigacdo e identificacdo desses parasitas através de técnicas
moleculares como a PCR e o sequenciamento pode ser utilizadas como um
método alternativo, visto que o diagnéstico baseado apenas nas caracteristicas
morfoldgicas € dificil e de baixa sensibilidade. Apesar de mais oneroso e de
necessitar de profissionais qualificados e equipamentos diferenciados, a PCR é
uma técnica altamente sensivel e possui alta especificidade. O diagndstico
molecular de Babesia ja vem sendo utilizado em pesquisas com gatos domésticos
e tem demonstrado que a especificidade do piroplasmideo aos hospedeiros €
muito menor do que se pensava anteriormente e que somente o uso de técnicas
especificas de diagndstico pode caracterizar com precisdo as espécies. A
utiizacdo da PCR e do sequlienciamento de seus produtos tém permitido aos
pesquisadores identificar novas espécies, novas areas endémicas para antigas
espécies e, inclusive, espécies em hospedeiros ndo usuais, como por exemplo,
Babesia canis canis e Babesia canis subsp. presentii em gatos domésticos
(PENZHORN et al., 2001; CRIADO-FORNELIO et al., 2003; BANETH et al., 2004).
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A primeira caracterizacdo molecular de piroplasmas de felinos ocorreu em
2001, quando PENZHORN et al. realizaram a andlise filogenética de
piroplasmideos isolados de ledes, de um lince e de um gato doméstico na Africa
do Sul. A reacao de PCR foi realizada utilizando os primers previamente descritos
por MARSH et al. (1995). O sequenciamento e a analise filogenética foram
conduzidos segundo KJEMTRUP et al. (2000). Através desse estudo, baseado na
analise filogenética do gene 18S rRNA, foi possivel a identificacdo de Babesia leo,
uma espécie distinta de B. felis e de outros pequenos piroplasmideos de felideos,
morfologicamente indistinguiveis entre si. As sequiéncias resultantes para B. leo,
B. felis e os isolados do lince (tipo A e tipo B) estao disponiveis no GenBank, com
0s numeros de acesso AF244911, AF244912, AF244913 e AF244914,
respectivamente. Além dessas sequiéncias obtidas de ledes, do lince e isolados de
B. felis, foram incluidas na analise filogenética para comparagdo as sequéncias
dos produtos da PCR de Theileria spp., Babesia spp., Cytauxzoon felis e
piroplasmas oriundos dos Estados Unidos. Essas seqUéncias foram incluidas na
andlise devido a suas altas percentagens de similaridade genotipica com os
isolados felinos ou por ja terem sido previamente documentados nesses animais.
CRIADO FORNELIO et al. (2003a) demonstraram que o uso da PCR
como instrumento diagnéstico pode revelar infecgdes por piroplasmideos em
hospedeiros ndo usuais, como o encontro de Theileria annae e B. canis canis,
parasitas de caes, em felinos. Os autores estudaram a presenga de
piroplasmideos em 16 gatos provenientes da Espanha e Portugal através de
seminested RFLP-PCR. Reacbes de PCR especificas para os géneros Babesia e
Theileria foram realizadas utilizando seqiéncias para diversos piroplasmideos de
mamiferos: Babesia canis (L-19079), B. felis (AF-244912), B. leo (AF-244911), B.
equi (Z-15015), B. caballi (Z-151049), Theileria annae (AF-188001), T. annulata
(M-64243), Cytauxzoon felis (L-19080), dentre outros. O seqlienciamento parcial
da porgéao 18S do rRNA possibilitou a identificacdo de dois gatos infectados por B.
canis canis, um gato infectado com T. annae e um gato infectado com ambos
piroplasmideos. As seqUéncias dos isolados de B. canis e T. annae dos gatos
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foram submetidos ao GenBank com o0s nimeros de acesso AY15057 e AY150068
e foram 100% idénticas aos isolados encontrados em caes.

Em recente estudo no Reino Unido e Israel, foi identificada B. canis no
sangue de dois gatos com doenca clinica, utilizando-se caracterizacdo morfolégica
e amplificacdo e sequenciamento do gene 18S rRNA, seguidos por anadlise
filogenética (BANETH et al., 2004). A PCR do sangue total foi realizada utilizando
os primers BabgenF e BabgenR, especificos para o gene 18S rRNA, que
amplificaram uma sequéncia de 270 pb. O seqlenciamento demonstrou 99,4% de
identidade com B. canis. Diante dos resultados obtidos e baseando-se em
diferencas morfoldgicas, os autores sugeriram a criacdo de uma nova subespécie,
denominada B. canis subsp. presentii.

Através da técnica de hibridizacdo RLB (“Reverse line blot”), BOSMAN
et al. (2006) conseguiram detectar varias espécies de Babesia em diversos felinos
e realizar a diferenciacdo entre elas. Esses autores demonstraram que B. leo e B.
felis ocorrem tanto como infecgdes Unicas como concomitantes em varias
espécies de felinos, mas mais frequentemente em ledes e gatos domésticos,
respectivamente. Dos 27 gatos domésticos estudados, 14 estavam infectados,
sendo que oito desses animais foram positivos somente para B. felis, cinco
positivos somente para Babesia sp. e um apresentava infeccdo mista, sendo

positivo tanto para B. felis como para B. leo.
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2.2. Hepatozoon spp. em gatos

2.2.1. HISTORICO E ETIOLOGIA

O género Hepatozoon compreende protozoarios pertencentes ao Filo
Apicomplexa e Classe Sporozoa que infectam uma grande variedade de
carnivoros domésticos e selvagens, incluindo canideos e felideos. A maioria das
espécies do género Hepatozoon que infectam mamiferos produz gametocitos que
podem ser visualizados em leucdcitos do sangue periférico (BANETH et al., 1998).

Esse parasita ja foi descrito em muitas espécies de felinos selvagens, como
linces (Lynx rufus) (LANE & KOCAN, 1983 e MERCER et al., 1988); jaguatiricas
(Felis pardalis) (MERCER et al., 1988); gato-de-pallas ou manul (Otocolobus
manul) (BARR et al., 1993); ledes (Panthera leo), guepardos (Acinonyx jubatus),
leopardos (Panthera pardus) (BROCKLESBY & VIDLER, 1963; McCULLY et al.,
1975 e AVERBECK et al., 1990) e gatos selvagens japoneses (Felis iriomotensis e
Felis bengalensis euptilura) (KUBO et al., 2006).

A infeccao por Hepatozoon sp. em gatos domésticos foi primeiramente
relatada na india no inicio do século 20 (PATTON, 1908). Esse autor descreveu o
parasita no sangue periférico, notavelmente no interior de leucdcitos
polimorfonucleares, onde, em sua opinido, apresentava caracteristicas
morfolégicas idénticas as de Hepatozoon canis, descrito por BENTLEY (1905) em
caes. Nessa ocasido, PATTON denominou o parasita de Hepatozoon felis
domestici, alegando a auséncia da capsula que é observada na espécie H. canis.
WENYON (1926) e, mais tarde, BATHIA (1938) consideraram esse critério
inadequado, pois detectaram a capsula que PATTON (1908) falhou em observar.
Desde entdo, existem poucos relatos do parasita nesse hospedeiro. A infeccao por
Hepatozoon spp. em gatos foi descrita na Africa (LEEFLANG & ILEMOBADE,
1977 e VAN AMSTEL, 1979), Israel (KLOPFER et al., 1973, BANETH & SHKAP,
1995 e BANETH et al, 1998), Estados Unidos (EWING, 1977), Espanha
(CRIADO-FORNELIO et al., 2006), Tailandia (JITTAPALAPONG et al., 2006) e
Japao (KUBO et al.,, 2006). No Brasil, SOARES et al. (1999) descreveram a
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ocorréncia de Hepatozoon felis em gato-do-mato (Felis tigrina), baseados apenas
nas caracteristicas morfolégicas e, recentemente, PEREZ et al. (2004)
descreveram o primeiro relato de Hepatozoon sp. em gatos domésticos,
acometendo trés animais naturalmente infectados no Estado de Sao Paulo.

A infeccao € bem conhecida em caes, no qual duas espécies sado descritas,
H. canis e H. americanum (VINCENT-JOHNSON et al., 1997). No entanto, em
gatos esse protozoario € pouco estudado. Ainda existem dlvidas sobre a espécie
de Hepatozoon que acomete gatos, ja que PATTON (1908) descreveu H. felis,
enquanto WENYON (1926) e PEREZ et al. (2004) consideraram que a espécie
felina € morfologicamente idéntica a H. canis, dificultando a diferenciacao entre
elas. RUBINI et al. (2006), por meio de técnicas moleculares e seqiienciamento
parcial do gene 18S rRNA, confirmaram que a espécie de Hepatozoon
diagnosticada em gatos, no Brasil, tem alta identidade com a espécie encontrada
em caes, que foi identificada como sendo H. canis. Por outro lado, BEAUFILS et
al. (1998) e BEAUFILS (2004), na Frangca, observaram gametdcitos de
Hepatozoon sp. com caracteristicas morfolégicas distintas dos gametécitos de H.
canis, sugerindo que possa existir uma outra espécie infectando gatos domésticos.
Os gametdcitos possuiam formato de feijdo, cépsula pouco visivel e com

citoplasma mais granuloso.

2.2.2. EPIDEMIOLOGIA

Segundo BANETH et al. (1998), a maioria dos gatos infectados por
Hepatozoon spp. € de machos, com dois anos de idade ou mais jovens. Diversas
explicagbes ja foram propostas para essa desproporcionalidade na taxa de
infeccdo por Hepatozoon entre machos e fémeas. Gatos machos, que tém livre
acesso a rua, poderiam estar mais expostos ao vetor do que as fémeas, que
tendem a ficar no interior de suas casas. Sabe-se que, por terem livre acesso a
rua e estarem comumente participando de brigas territoriais, estdo mais
predispostos a infeccdo por um agente imunossupressor, como 0s virus da

Imunodeficiéncia Felina (FIV) e Leucemia Felina (FELV), os quais podem torna-los
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mais suscetiveis a infeccao por Hepatozoon (BANETH et al., 1998). A idade
inferior a dois anos dos gatos infectados poderia estar relacionada a curta vida dos
gatos acometidos por doengas imunossupressoras, como as infec¢des retrovirais,
ou devido a possibilidade de mortalidade induzida diretamente pelo Hepatozoon,

talvez por insuficiéncia cardiaca (BANETH et al., 1998).

2.2.3. CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

A especificidade do hospedeiro para as espécies do género ainda é
desconhecida e diferencas morfolégicas significantes entre esquizontes de
Hepatozoon encontrados em tecidos de carnivoros selvagens e de caes ainda nao
foram demonstradas (BANETH et al., 1998).

Em caes, a infeccao ocorre através da ingestao do hospedeiro invertebrado
hemat6fago, o carrapato Riphicephalus sanguineus, contendo oocistos com
esporozoitos maduros na sua hemocele. Presume-se que os gatos se infectem da
mesma forma (SHAW et al.,, 2001). Quando o animal ingere o artropode, os
esporozoitos sédo liberados dos oocistos e penetram na parede intestinal, sendo
disseminados por via sanglinea e circulagédo linfatica até o bacgo, linfonodos,
figado, medula 6ssea, pulmbes e musculos esqueléticos e cardiacos. Nesses
locais, multiplicam-se através de esquizogonia, formando dois tipos distintos de
esquizontes: um contendo macromerozoitos e outro, micromerozoitos. Os
micromerozoitos sao liberados dos esquizontes e penetram nos leucocitos, onde
dardo origem aos gamontes ou gametdcitos. Os macromerozoitos continuam o
ciclo esquizogbnico. Quando o carrapato se alimenta do sangue de caes contendo
0s gametocitos no interior de leucécitos, ocorre a fusdo dos gametas no tubo
digestivo do vetor, com a posterior formacdo do oocineto. Esse, como tem
motilidade, atravessa a parede intestinal, caindo na hemocele, onde se
desenvolve chegando a oocisto. O oocisto, quando maduro, passa a apresentar
de 30 a 50 esporocistos, cada um contendo cerca de 16 esporozoitos. Esse
oocisto permanece na hemocele do carrapato e ndo ha migragdo de esporozoitos
para a glandula salivar (BANETH & SHKAP, 1995).
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2.2.4. PATOGENIA E PATOGENICIDADE

Apesar dos diversos estudos sobre esse parasita em cées, ainda ocorrem
divergéncias quanto a sua patogenicidade. Para alguns autores, H. canis é um
protozodrio oportunista e, cdes que apresentam sinais clinicos estao infectados
por outros agentes (MCCULLY et al.,, 1975). Entretanto, a infeccdo concomitante
com diferentes parasitas pode produzir um quadro clinico mais grave do que
quando o parasitismo ocorre isoladamente (GOSSET et al., 1985). BANETH &
WEIGLER (1997) observaram uma relagcdo entre o grau de parasitemia e o
aparecimento de sintomas.

BANETH et al. (1998) acreditam que Hepatozoon sp. seja um parasita
oportunista que infectaria mais facilmente gatos imunossuprimidos, ou poderia
persistir como infeccao latente nos tecidos de gatos aparentemente saudaveis e
ser “reativado” sob condigdes de imunossupressao ou stress. A infeccao por
Hepatozoon em caes, por ser mais comumente diagnosticada do que em gatos,
pode ser Util para um maior entendimento sobre a patogénese do parasita nesses
animais. O desenvolvimento da hepatozoonose em caes parece estar associado a
condicado imune do hospedeiro. A infeccdo por H. canis poderia desencadear
diversas condigcbes como, por exemplo, uma alteracdo genémica nos neutréfilos;
uma subsequiente imunossupressao e, consequentemente, o estabelecimento de
infecgcbes com outros agentes infecciosos.

Os eventuais sinais clinicos observados em gatos portadores geralmente
sao atribuidos a outros agentes infecciosos; principalmente virais, como FIV e
FELV, ou bacterianos, como Mycoplasma haemofelis (BANETH et al., 1998).

Dessa forma, parece que a hepatozoonose, tanto no gato como no céo,
freqientemente desenvolve-se em associagdo a uma imunodeficiéncia induzida
por uma doenga concomitante. Com isso, € sempre sugerida a investigacdo de
uma doencga concomitante quando a hepatozoonose € diagnosticada nos gatos.

KUBO et al. (2006), baseados em seus estudos histopatologicos, sugerem
que a patogenicidade de Hepatozoon sp. em gatos seja baixa e que esse parasita

provavelmente ndo seja um importante patégeno em animais sadios.
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2.2.5. SINAIS CLIiNICOS

Uma grande variedade de sinais clinicos é relatada, por diferentes autores,
em gatos com infecgdo por Hepatozoon. Todos 0s sinais sugerem que a maioria
das anormalidades encontradas pode ser atribuida a outras doencgas
concomitantes, assim como a insuficiéncia renal, intoxicagdes, hemobartonelose,
FIV e FELV (BANETH et al., 1998; PEREZ et al., 2004). O pequeno numero de
casos de infeccao registrados, o amplo espectro de manifestacdes clinicas e a
presenca de infecgcdes concomitantes fazem supor ser dificil estabelecer uma
possivel associacdo entre a presenga do parasita e sinais clinicos caracteristicos
da infeccdo. Nas descri¢cdes prévias de infeccdo por Hepatozoon em gatos, os
sinais clinicos descritos incluiram patologias de diversos érgaos e tecidos, como
cavidade oral, rins e figado (BANETH & SHKAP, 1995; BANETH et al., 1998;
PEREZ et al., 2004).

EWING (1977), durante a necropsia de uma gata com diagnéstico de
leucemia monocitica, encontrou diversos protozoarios unicelulares, em formato de
charuto, no figado desse animal e os identificou como Hepatozoon sp. Os sinais
clinicos descritos eram anorexia intermitente, perda de peso progressiva, glossite
ulcerativa, pirexia, descarga ocular e nasal, anemia, emaciacao e desidratacao.

Em 1979, VAN AMSTEL descreveu letargia, anorexia, estomatite, gengivite
e pirexia em um gato com gametécitos de Hepatozoon. BANETH & SHKAP (1995)
relataram o encontro de um gato com parasitemia por Hepatozoon que
apresentava sinais de fraqueza, hipersalivagdo, halitose, Ulceras na lingua,
gengivite, linfadenopatia e normotermia.

BANETH et al. (1998) realizaram estudo retrospectivo com 1229 gatos com
hepatozoonose em um periodo de sete anos. Os gatos infectados apresentavam
grande variedade de sinais clinicos, desde normotermia, hipotermia e até mesmo
febre. Linfadenopatia, anorexia, vémito, halitose, letargia, alopecia, desidratacéao,
incontinéncia urinaria, uUlceras e dispnéia foram outros sinais encontrados, porém

sem associacdo com a infeccao por Hepatozoon.
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PEREZ et al. (2004) relataram o primeiro caso de Hepatozoon sp.
acometendo gatos domésticos no Brasil. Nesse estudo, trés gatos apresentavam
gamontes no interior dos leucécitos, entretanto, apenas um animal apresentava
sinais clinicos de doenga, os quais nao foram atribuidos a infeccdo por

Hepatozoon e sim, a uma insuficiéncia renal aguda.

2.2.6. DIAGNOSTICO

2.2.6.1. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.2.6.1.1. Exames de esfregaco sangliineo

Rotineiramente, a infeccdo por Hepatozoon spp. € diagnosticada pela
deteccao microscépica de gametécitos no interior de leucécitos, durante 0 exame
de esfregacos sangliineos corados por Giemsa. Contudo, a andlise morfoldgica
dos gametécitos ndo possibilita a diferenciacdo das espécies de Hepatozoon
existentes, pois a morfologia pode apresentar-se variavel de acordo com a espécie
animal infectada e também de acordo com a espécie de Hepatozoon encontrada
(WANER et al., 1994).

Segundo PEREZ et al. (2004), o unico relato do parasita em gatos
doméstico no Brasil revelou que os gametdcitos mediam 9.88+0.39um de
comprimento, 5.3+0.19um de largura e 45.85+4.9um de area. Essas medidas sao
compativeis com os gametocitos de H. canis encontrados por BANETH & SHKAP
(1995) (11um X 4.5um). As medidas encontradas por PEREZ et al. sdo muito
similares as encontradas por ALENCAR et al. (1997) para Hepatozoon em
raposas (Cerdocyon thous) no Brasil (9.1£0.54 X 5.3+0.46um), ligeiramente
menores do que as medidas (11.42 X 5.39um e 45.88um de area) encontradas em
caes por WANER et al. (1994) e maiores do que os gametocitos estudados por
LANE & KOCAN (1983) observados em linces (11.0 X 2.5um).

Essa ndo é uma técnica diagnéstica muito sensivel, visto que a

parasitemia por Hepatozoon spp. em gatos domésticos geralmente € muito baixa e
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a visualizagdo dos gametdcitos no interior de leucécitos € rara nesses animais
(BANETH & SHKAP, 1995 e BANETH et al., 1998). Tal fato pdde ser comprovado
por BANETH et al. (1998), que examinaram esfregagos sanglineos de 1229 gatos
e identificaram gametécitos de Hepatozoon em somente sete animais,
compreendendo apenas 0,57% do numero total de gatos analisados. Além disso,
JITTAPALAPONG et al. (2006), em seu estudo com 300 gatos, demonstraram a
baixa sensibilidade do esfregagco sanguineo no diagnéstico de Hepatozoon, pois
diagnosticaram apenas dois (0,66%) animais por esse método e 97 (32,3%)
positivos para Hepatozoon através da técnica de PCR.

2.2.6.1.2. Histologia

Outra forma de diagnostico € através da deteccao dos estagios do parasita
em cortes histolégicos de varios 6rgaos, como figado, medula éssea, baga e
pulmdes. Merontes maduros de Hepatozoon contém merozoitos alongados
arranjados em circulo ao redor de um nucleo central claro (BANETH et al., 2003).

KLOPFER et al. (1973) descreveram o encontro de esquizontes
“Hepatozoon-like” em musculo cardiaco de um gato doméstico. Os esquizontes
estavam localizados nos capilares do miocardio e eram morfologicamente
idénticos aos esquizontes de H.canis observados em linfonodos, bago e figado de
caes infectados. Em 1977, EWING relatou o achado de esquizontes semelhantes
aos de H. canis em imprints de figado de um gato doméstico. BEUFILS et al.
(1998) observaram numerosos esquizontes no miocardio e musculo esquelético, e
ausentes em figado, baco e pulméo. Estes esquizontes, semelhantes aos que sao
encontrados em caes, ndo estavam associados a resposta inflamatoria.
Recentemente, KUBO et al. (2006) descreveram a presenca de esquizontes de
Hepatozoon sp. em musculo cardiaco, lingua, masseter e diafragma de 23 felinos
selvagens japoneses e a presenca de reagdes inflamatérias contra o parasita nos
orgaos desses animais. Os autores ndo encontraram gametoécitos em leucdcitos
circulantes do sangue periférico, apesar do achado de outras formas parasitando

esses animais.
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2.2.6.1.3. Hematologia

EWING (1977), ao avaliar os resultados do hemograma de uma gata
siamesa com diagnostico de leucemia monocitica e colangiohepatite
granulomatosa por Hepatozoon sp., observou marcada anemia macrocitica
hipocrémica com tendéncia arregenerativa. A contagem de leucécitos totais nesse
animal apresentou-se bastante elevada, com neutrofilia com leve desvio a
esquerda e intensa monocitose com presenca de células atipicas, sugestivas de
monoblastos. Deve-se salientar que, tais achados laboratoriais devem ser
cuidadosamente analisados, pois ndao foram excluidas outras patologias que
poderiam estar associadas ao parasitismo por Hepatozoon sp. A completa
contagem sangiinea realizada por BANETH & SHKAP (1995), ao relatarem a
parasitemia por Hepatozoon sp. em dois gatos domésticos, demonstrou valores
dentro da normalidade para a espécie. J& a contagem diferencial feita
manualmente revelou uma discreta linfopenia em ambos os casos, o que poderia
estar associada a um possivel estado de imunossupressao concomitante a
infeccao pelo parasita, o que é observado com freqiéncia em animais parasitados
por Hepatozoon spp.

A fim de elucidar as caracteristicas clinicopatoldgicas da hepatozoonose em
gatos domeésticos, um estudo retrospectivo foi realizado por BANETH et al. (1998)
utilizando 1229 animais. A anemia encontrada por esses autores em dois dos sete
gatos com parasitemia por Hepatozoon sp. é questionavel, visto que os gatos
estavam simultaneamente infectados por Hemobartonella felis (Mycoplasma
haemofelis). Leucocitose por monocitose foi evidente no sangue de trés gatos e
trombocitopenia foi detectada em quatro gatos parasitados. Todos os animais
parasitados também apresentavam outras infeccoes concomitantes.

No Unico relato do parasita em gatos domésticos no Brasil, PEREZ et al.
(2004) observaram marcada anemia normocitica normocrémica, além de
leucopenia com linfopenia em apenas um dos trés gatos parasitados por
Hepatozoon sp.. Os outros dois animais infectados apresentavam valores normais

na contagem total celular, porém, na contagem diferencial de leucdcitos,
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revelaram uma discreta neutrofilia absoluta. No entanto, esses autores nao
atribuiram essas alterag¢des a infeccdo por Hepatozoon sp., visto que era evidente
a presenca de insuficiéncia renal aguda no primeiro animal, a qual poderia levar

ao desenvolvimento das alterag¢des citadas.

2.2.6.1.4. Bioquimica

As alteracbes bioquimicas mais consistentes, descritas na literatura em
gatos domésticos infectados por Hepatozoon sp., incluem niveis elevados das
enzimas musculares creatinaquinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) e da
enzima hepatica alanina aminotransferase (ALT) (BANETH & SHKAP, 1995;
BANETH et al., 1998 e PEREZ et al., 2004). As atividades aumentadas das duas
primeiras enzimas sao sugestivas de lesdao da musculatura esquelética ou
miocardica. A possibilidade de que o miocardio seja a fonte dos niveis elevados de
LDH e CK é sustentada pelos achados de KLOPFER et al. (1973), que
descreveram uma forma de esquizonte Hepatozoon-like no lumen de capilares
sanglineos do miocardio de gatos, € por McCULLY et al. (1975) que relataram a
presengca de numerosos esquizontes no miocardio de lebes, leopardos e
guepardos. A CK tem origem exclusiva nos musculos esqueléticos ou cardiacos,
enquanto a LDH pode ser produzida tanto pelo tecido muscular quanto por outros
tecidos, como por exemplo, figado, rins ou pelos eritrocitos (RICH & COLES,
1995). PEREZ et al. (2004) observaram valores enzimaticos elevados mesmo em
animais assintomaticos.

A atividade aumentada de enzimas hepaticas como ALT e fosfatase
alcalina, como citada por BANETH et al. (1998) e PEREZ et al. (2004), € um
achado comum em caes com hepatozoonose e poderia estar relacionada a

presenca dos estagios de desenvolvimento do parasita no figado desses animais.
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2.2.6.1.5. Sorologia

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) foi descrito para a deteccéo de
anticorpos especificos contra gamontes de H. canis (SHKAP et al., 1994 e
BANETH et al, 1998). No entanto, ndo existem relatos do diagnéstico de
Hepatozoon em gatos através de técnicas sorologicas. O uso da sorologia poderia
auxiliar no diagnéstico de gatos com infeccao cronica ou com baixa parasitemia,

nos quais sao dificeis de detectar o protozoario pelo esfregago sanguineo.

2.2.6.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Os primeiros estudos envolvendo Hepatozoon spp. e técnicas moleculares
de diagnéstico foram realizados na década de 90 por WOZNIAK et al. (1994), que
caracterizaram geneticamente e relacionaram espécies de Hepatozoon de
serpentes. Somente no ano de 2000 iniciaram-se as pesquisas envolvendo a
busca pelo DNA do parasita em cédes (BANETH et al.). A partir de entdo, os
estudos envolvendo esse parasita e seu diagndstico por técnicas moleculares
foram intensificados (MATHEW et al.,, 2000; INOKUMA et al., 2002; CRIADO-
FORNELIO et al., 2003b, PALUDO et al., 2005 e RUBINI et al., 2005).

Até recentemente, a diferenciacao entre espécies que acometem felinos era
baseada apenas na morfologia. Contudo, ja existem relatos de diagnostico
baseados em comparagdao de DNA a fim de verificar quais espécies acometem
esses animais (RUBINI et al., 2006).

A primeira descricdo do diagnostico de Hepatozoon sp. em gatos
domésticos através de técnicas de biologia molecular foi realizada no Brasil por
RUBINI et al. (2006). Esses autores fizeram a caracterizacdo molecular da espécie
de Hepatozoon sp. encontrada no sangue periférico de trés gatos naturalmente
infectados no Estado de S&o Paulo por PEREZ et al. (2004). A seqUéncia de
nucleotideos revelou que os isolados brasileiros desses gatos eram estreitamente
relacionados com os isolados brasileiros de caes, considerados uma variante de
H. canis (RUBINI et al., 2005). As seqtiéncias de DNA de Hepatozoon de origem
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felina diferiram das dos caes somente por um Unico sitio polimorfico e pela
deplecao de dois nucleotideos. Essas diferencas nas sequéncias ITS dos gatos e
caes foram insuficientes para suportar a hipétese de serem espécies diferentes de
Hepatozoon, indicando que a espécie que infectou os felinos, no Brasil, foi
também H. canis, como foi sugerido por WENYON (1926), que considerou o
parasita de gatos indistingUiveis de H. canis do cao, de chacais e hienas.

Estudos posteriores envolvendo o diagnéstico de Hepatozoon spp. em
gatos domésticos através de técnicas moleculares foram desenvolvidos na
Tailandia (JITTAPALAPONG et al., 2006) e na Espanha (CRIADO-FORNELIO et
al., 2006). Na Tailandia, os autores classificaram as sequUéncias obtidas como
sendo de H. canis, enquanto na Espanha os autores classificaram os parasitas
encontrados como H. felis, com 96% de identidade com H. canis. Esses resultados
demonstram que € possivel que mais de uma espécie de Hepatozoon possa
parasitar gatos domésticos.
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3. OBJETIVOS

Considerando:

A escassez de dados e a falta de conhecimento sobre os hemoparasitas
gue acometem gatos domésticos no Brasil,

Os recentes relatos inconclusivos sobre o assunto,

Que a infeccdo por Babesia spp. e Hepatozoon spp. é amplamente
distribuida nas regidées de clima tropical e cuja importancia vem crescendo ao
longo dos anos pelo aumento do nimero de casos diagnosticados,

O presente estudo teve como objetivo:

- Estudar a ocorréncia de espécies de Babesia e de Hepatozoon em

gatos domésticos, de areas urbanas e rurais, no Estado de Sao Paulo e

Distrito Federal, utilizando técnicas de esfregacos sangulineos e PCR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao dos animais

Foram utilizados 144 gatos domésticos, sendo 113 provenientes do
Estado de Sdo Paulo e 31 oriundos do Distrito Federal. Os animais foram
selecionados aleatoriamente e de acordo com a autorizacdo de seus
proprietarios. A maioria dos animais habitava areas rurais (52,8%) e, quando
urbanas (47,2%), eram animais com livre acesso a rua (Figura 1). Nao foram
feitas distincbes quanto a raca, idade, sexo ou estado de saude desses
animais. As amostras dos animais do Estado de Sao Paulo foram coletadas em
diferentes cidades e municipios, sendo 54 provenientes da regido de Botucatu,
20 de Vargem Grande do Sul, 18 de Sdo Joao da Boa Vista, cinco de
Piracicaba, um de S&o Paulo e 15 de Bofete. O restante dos animais era
proveniente de diversas regides do Distrito Federal: seis do Plano Piloto, 13 do
Varjao, dois de S&o Sebastido, quatro de Sobradinho e seis do Gama. Os
locais das coletas incluiam casas, chacaras, gatis de Associacoes Protetoras
dos Animais, clinicas veterinarias com projeto de castracdo e doacdo de
animais de rua, Centro de Controle de Zoonoses e animais abandonados na
rua. As coletas foram realizadas durante o periodo de julho de 2004 a junho de
2005.

FIGURA 1. Coleta de sangue de gato doméstico por meio da pungao da

veia jugular
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4.2. Coleta de sangue

O sangue foi coletado através da puncao da veia jugular e armazenado
em tubos “vacutainer” contendo EDTA 10%. Foram realizados esfregacos
sanglineos imediatamente apds a coleta e, quando possivel, amostras de
sangue capilar, provenientes de vasos auriculares (ponta de orelha), foram
obtidas com o auxilio de uma lanceta e esfregacos sangliineos foram
confeccionados.

4.3. Pesquisa de carrapatos

Todos os gatos foram examinados, especialmente na regido das orelhas
e coxins plantares e palmares, para deteccao da presenca de carrapatos.

4.4. Acondicionamento das amostras

Todas as amostras de sangue foram identificadas, acondicionadas em
isopor contendo gelo e transportadas para o Laboratoério de Biologia Molecular
do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus
de Botucatu. Em seguida, um mL do sangue foi transferido para um eppendorf
devidamente identificado e as amostras foram congeladas em freezer a — 20°C
até posterior realizacdo da extracdo do DNA e andlise pela técnica da PCR.

4.5. Processamento das amostras

4.5.1. Esfregacos sangliineos

Os esfregacos sangiineos foram fixados por 5 minutos em metanol e
corados com Giemsa (Merck, Sao Paulo, Brasil) a 10% durante 30 minutos e
posteriormente examinados para a pesquisa de possiveis merozoitos de
Babesia sp. e gametocitos de Hepatozoon sp. por microscopia o6ptica,
utilizando objetiva com aumento de 100x. A observagao sistematica desses
esfregacos foi feita em aproximadamente 100 campos microscopicos
(SOARES et al., 2006).
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4.5.2. Extracao do DNA genémico

Os experimentos de biologia molecular foram realizados no Laboratério
de Biologia Molecular do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, campus de Botucatu, As amostras de sangue total
tiveram seu DNA extraido em camara de fluxo laminar utilizando-se o Kit
comercial GFX™ Genomic Blood DNA Purification (Amersham Pharmacia
Biotech), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O método escolhido
foi o direto, porém com algumas modificacdes:

» O DNA das amostras foi obtido através da incubacao prévia
de 100 pl de sangue total com 25 pl de Proteinase K
(digestao) por 4 horas a 70°C. Apds essa etapa, o DNA foi
isolado seguindo normalmente as recomendacdes do
fabricante.

Cada amostra foi eluida em 100 pl de agua “UltraPure™ DNase/RNase-
Free Distilled Water” autoclavada e aquecida a 70°C. O DNA extraido foi
armazenado a -20° até o momento da sua utilizacao para a PCR.

4.6. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
4.6.1. Obtencao dos oligonucleotideos iniciadores

O DNA obtido foi amplificado pela técnica de PCR, realizada utilizando-
se os oligonucleotideos iniciadores internos especificos para cada género de
protozodrio. Para Babesia spp. foi seguido o protocolo  descrito por
JEFFERIES et al. (2003) e, para Hepatozoon spp., como descrito por
INOKUMA et al. (2002).

Os oligonucleotideos (Invitrogen®) foram adquiridos e diluidos a 100
pmol/ul com agua Milli-Q autoclavada. A seguir, essa solugao foi diluida,
também em agua Milli-Q autoclavada, em quantidade suficiente para obter a
solucao de uso, cuja concentracao final foi de 10 pmol/ul.
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4.6.2. Amplificacao de seqliéncia genética de Babesia
spp-

O DNA extraido de cada amostra foi testado inicialmente para a
presenca de seqléncia genética das espécies do género Babesia utilizando-se
os iniciadores Piro A1 foward (5’- AGG GAG CCT GAG AGA CGG CTA CC -
3’) com 23 bases e Piro B reverse (5’- TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3)
com 21 bases. As sequéncias descritas por JEFFERIES et al. (2003)
amplificaram um fragmento do gene codificador da subunidade 18S do RNA
ribossomal, originando um produto de aproximadamente 450 pb (pares de
base).

As reacoes de amplificacdo foram montadas em um volume total de 25
ul contendo 5 pl de DNA da amostra. A mistura de PCR foi composta de: 2,5 pl
de tampéao 10 x (Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM_Amersham
Biosciences®), 0,5 pl de dNTP mix 10 mM (Amersham Biosciences), 1,0 ul de
cada um dos oligonucleotideos, 1,0 U de enzima Tag DNA Polimerase (1U/pl,
Biotools®). A amplificacdo foi executada em termociclador automatico
(Eppendorff® Mastercycler gradient) consistindo em um ciclo inicial de 95°C por
5 minutos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 62°C por 20 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, com uma temperatura de extensao final de
72°C por 7 minutos.

4.6.3. Amplificacao de seqliéncia genética de

Hepatozoon spp.

Foi utilizado um par de oligonucleotideos internos para a realizagdo da
PCR para Hepatozoon spp. As seqiéncias amplificaram um fragmento do gene
codificador da subunidade 18S do RNA ribossomal, originando um produto de
aproximadamente 625 pb. Os iniciadores Hep foward (5' ATA-CAT-GAG-CAA-
AAT-CTC-AAC 3') com 21 bases e Hep reverse (5" CTT-ATT-CCA-TGC-TGC-
AG 3') com 17 bases foram utilizados conforme descrito por INOKUMA et al.

(2002), que consideraram as seqUéncias de Hepatozoon canis, H.americanum
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e H. catesbianae depositadas no GenBank (AF176835; AF176836 e
AF176837) para construcao dos oligonucleotideos.

As mistura de PCR para a amplificacdo parcial do gene 18S rRNA foi
composta de: 2,5 pyL de tampao 10 x (Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM,
MgCl, 2 mM_Amersham Biosciences®); 1,0 uL (2,0 mM) de MgCl,; 0,5 pL de
deoxinucleotideo (ANTPs) mix 0,2 mM (Amersham Biosciences®); 1 uL (1uM)
de cada iniciador HepF e HepF e 1,5 yL (1,5 U) de enzima Taq DNA
Polimerase (Pharmacia®) em um volume final de 25 pL.

A PCR foi executada em termociclador automatico (Eppendorf®
Mastercycler gradient), consistindo em um ciclo inicial de 3 minutos a 94°C
seguido por 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 57°C
por 2 minutos e extensado a 72°C por 2 minutos. Foi realizada a extensao final a
72°C por 7 min.

Para verificacdo de contaminagcao nas reag¢des de PCR foi utilizado em
cada bateria de reac6es um controle negativo através da substituicdo do DNA
da amostra por H.O Milli-Q autoclavada. O controle positivo de DNA genémico
foi obtido de caes naturalmente infectados por Babesia sp. € Hepatozoon sp.,
confirmado pela presenca de merozoitos intraeritrociticos ou gametocitos no
interior de leucécitos, visualizados em esfregaco sangliineo através de
microscopia éptica.

4.7. Visualizacao dos produtos de amplificacao por Eletroforese em

gel de agarose

Aliquotas dos produtos amplificados da PCR (8 puL) foram adicionadas a
2 ul de “loading buffer” e submetidas a eletroforese em gel de agarose (GIBCO
BRL®) 2% em solugdo de TAE 1 x (Tris-base 0,4 M; &cido acético 0,2 M e
solucao de EDTA 0,5 M, pH 8.0). O gel foi corado com brometo de etidio a 0,5
pug/ml. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal Hoeker HE 33
(Amersham Pharmacia Biotech®) a 100 volts por 1 hora. As bandas foram
visualizadas em transluminador UV (Amersham Pharmacia Biotech®). Para a
estimativa do tamanho dos produtos amplificados foi utilizado o marcador de
peso molecular de 100 pares de base (100bp DNA Ladder, Amersham
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Biosciences®). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram
produtos de amplificacdo de aproximadamente 450 pb para Babesia sp. € 625
pb para Hepatozoon sp.

4.8. Purificacao dos produtos da PCR

Para a obtencdo da banda especifica para o seqlienciamento direto, os
produtos de PCR com tamanhos de 450 pb e 625 pb foram extraidos e
purificados utilizando o Kit Montage™ PCR Centrifugal Filter Devices
(Millipore®). Os produtos purificados foram diluidos em 20 pL de TE (Tris-HCI
10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM). Cada amostra foi devidamente identificada e
acondicionada em freezer a -20° para posterior utilizagao.

4.9. Reacao de seqilienciamento

O sequenciamento do produto de PCR amplificado de uma amostra de
sangue dos gatos foi executado em ambas as direcdes utilizando o “ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Aproximadamente, 4 ul do DNA purificado
a 5 ng/ul, para cada reacao de seqlenciamento, foram adicionados a 3,2 pmol
dos oligonucleotideos (forward e reverse) utilizados na reacdao de amplificacao
e 6 ul de 2,5 x Save Money (400 mM Tris-HCI pH 9,0, 10 mM MgCly).

As reacdes de seqglenciamento foram realizadas em termociclador
Whatman Biometra® (T Gradient) com os ciclos de temperatura programados
para: 25 ciclos de 95°C por 10 segundos 50°C por 5 segundos, 60°C por 4
minutos, com rampa de 1°C/segundo, como recomendado pelo fabricante.
Apos a amplificagdo, as amostras foram mantidas a 4°C até a precipitagdo. A
andlise das sequéncias de DNA foi determinada em sequenciador automatico
ABI 377 (Applied Biosystems®).
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4.10. Precipitacao

Para a reacdo de seqlUenciamento foram adicionados 80 ul de
isopropanol 65%, e, a seguir, a mistura foi incubada a temperatura ambiente
por 20 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a velocidade de 10.000
rom por 25 minutos, a temperatura ambiente. O isopropanol foi removido
invertendo o tubo e, a seguir, adicionou-se 200 ul de etanol 70% e centrifugou-
se a velocidade de 10.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.
Removeu-se todo o etanol com auxilio de micropipeta, pois qualquer etanol
residual resultaria em manchas fluorescentes. A amostra foi seca a
temperatura ambiente e 0o DNA foi eluido em 2 ul de tampao de amostra
contendo Formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) + Loading Buffer (25 mM
EDTA pH 8,0 contendo 50 mg/ml Blue Dextran) (5:1). No momento da
aplicacdo em seqiienciador automatico ABI PRISM® 377 (Applied Biosystems,
USA) a amostra foi aquecida a 95°C por 5 minutos e rapidamente transferida
para o gelo.

4.11. Analise da sequiéncia
A sequéncia forward e reverse, gerada automaticamente, foi alinhada

com auxilio dos programas MERGER
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html) e CLUSTAL W versao

1.8. A seguir foi comparada com outras disponiveis no GenBank, e identificada
utilizando-se o BLASTn (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST). Posteriormente a

sequéncia foi utilizada para construgdo da arvore filogenética utilizando-se o
programa MEGA versédo 2.1 (Kumar et al., 2001). Taxas de divergéncia foram
conduzidas, utilizando-se os métodos de maxima parsiménia (MP) e distancia
(NJ) na reconstrucao filogenética do fragmento estudado. Para se estimar o
indice de consisténcia das analises de distancia foram utilizadas arvores com

teste de bootstrap sobre 1000 réplicas.
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5. RESULTADOS

5.1. Esfregaco sangiiineo

Pela analise do esfregaco sangiineo de sangue da veia jugular, das 144
amostras deste estudo, foram observadas estruturas intraeritrocitérias similares a
piroplasmideos em cinco gatos (3,47%). Desses, uma (0,69%) amostra era de um
animal proveniente de Sao Paulo (area urbana); trés (2,08%) de Vargem Grande
do Sul (area rural) e um (0,69%) de Piracicaba (area urbana). Nas diversas
regides do Distrito Federal ndao foram detectados animais positivos em lamina.

Nao foram visualizados gametécitos de Hepatozoon sp. em nenhum animal

das regides estudadas.

FIGURA 2. Aspecto microscopico de trofozoitos de Babesia sp. (seta)
observados em lamina de esfregagco sangliineo de gato, corado com Giemsa
(1.000x).
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5.2. Procura de Carrapatos

N&o foi encontrado nenhum exemplar de carrapato em nenhum dos animais

examinados.

5.3. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Das 144 amostras de sangue coletadas nesse estudo, apenas 110 foram
submetidas ao teste de PCR. As demais nao possuiam o volume exigido para
realizagdo do mesmo, sendo utilizadas somente para o exame através do
esfregaco sangulineo.

Do total de amostras analisadas, apenas uma (0,9%) foi positiva pela PCR
para Babesia sp., e a banda visualizada apresentou peso molecular de 450 pb.
Esse animal era proveniente de Piracicaba-SP e uma pesquisa posterior
demonstrou que era uma fémea, SRD, com mais de 10 anos e que havia sido
encaminhada ao médico veterinario com suspeita de insuficiéncia renal crénica.

Todas as amostras foram negativas para Hepatozoon sp., tanto pela técnica

de esfregaco sanglineo quanto pela PCR.

FIGURA 3. Eletroforese do produto amplificado de DNA para Babesia spp., em
gato, pela técnica de PCR. Amostra 1 positiva para presenca de Babesia spp..
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Amostras 2 e 3 utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. PM:

Padrao de peso molecular de 100pb.

5.4. Seqiienciamento

O alinhamento da sequéncia de nucleotideos obtida da amostra positiva
para Babesia sp. na PCR foi realizado e, a seguir essa foi comparada com outras
seqliéncias disponiveis no GenBank (Babesia canis vogeli — Brasil (AY371196),
Babesia canis vogeli — EUA (AY371198), Babesia sp. — Okinawa (AY077719),
Babesia canis vogeli — Egito (AY371197), Babesia canis canis — RuUssia
(AY649326), Babesia canis canis — Europa (AY72926), Babesia canis rossi
(DQ111760), Babesia ovis (AY53346) e Babesia felis (AY452707)).

Foram utilizados no alinhamento 442 pares de bases (Figura 4). A
comparagao com as sequéncias do GenBank permitiu verificar que essa amostra

€ de Babesia canis vogel.
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multiple sequence alignment

CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGA
CCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA
CCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGA

Khkhkhkkhhkk hhkhhkhhhkkhkhkhbhkhhkhkhhbhkhkhbhkhkhbhk bk hkhrhkhkhbhkhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkkhkhkkhkhxkx *%

CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAAT-GTICTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAAT-GTICTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTCTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTICTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTCTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTCTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTCTTGTAATTGGAATGA
CACGGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAAT-GTCTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTTATAGTICTTGTAATTGGAATGA
CACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTACT-GTCTTGTAATTGGAATGA

KAhK KAAKAAKRKAAKAKAAKNKAAKAA AR A AN A AN AN A AKX A KK Kk kAR A AAAKAAKAAXAKA KK KKK

TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCACACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACTTAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGGGACCTAAACCCTTCCCAGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGCGACCCAAACCCTCGCCAGAGTACCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC

* Kk Kk  kk Kk * Kk kkk Kk R R e I S R R I R I I i

GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGT
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGT
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGT
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTIGTTGCAGTTAAGAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA

Kk hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkhkhkrhkhkhkhkhhrhkhrhkhrd *Ahhkrhkhkrhhkhkhhkdx *hhkhrrhhhkhkrxkxxx

ATTTTTGCGTTA-———————— GCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTICGCT——
ATTTTTGCGTTG————————— ACGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTICGCT-—
ATTTTAGCGTGT————————— TCGAGTTTGCCATTICGTTTGGCTTTTTCGAGTTCGCT——
ATTTTAGCGTGT————————— TCGAGTTTGCCATTICGTTTGGCTITTTTCGAGTTCGCT——
ATTTTAGCGTGT————————— TCGAGTTTGCCATTICGTTTGGCTTTTTCGAGTTCGCT——
ATTTTAGCGTGT————————— TCGAGTTTGCCATTICGTTTGGCTITTTTCGAGTTCGCT——
ACTTTAGCGTGT————————— TCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCCTTTTCGAGTTCGCT——
ATTTTTGC-TTG————————— GCGGTTTIGTTGCCTTTGTGGCTTGATTCCGCTTGGCT——
ATTTCTGCCTCGCCTTTGGTTTICGCTTTTATGCGTTTTCCGACTGGCTTGGCATATTTCT
ACTTCGGCCTTG—————————————————— CGCGTICCTGCGG-—-GTCTGCGCGCGGCC——
* kK * Kk K * * *

————————————— TTTGGGAA---TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
————————————— TTTGGGAA---TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
————————————— TTTGGGT-—-—-TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
————————————— TTTGGGT-——-TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
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————————————— TTTGGGT-—-—--TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
————————————— TTTGGGT-——--TTTCCC--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
7777777777777 TTTGGGT--—--TTTCCC—--TTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT

————————————— TTTGGCTT---TTTGCC--TTATTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT
GGATTTGTGTTGCTTCGGCTTCTCTTTTCCAGTTTTTACTTTGAGAAAACTAGAGTGTTT
———————————————————————— TTTGCG————-TTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTT

K, kK K kAR KkKhkhkKhhkAkAkkhkhkk K, K,k kkAkk kkhkkk hk*k

CAAGCAGAC-TTTTGTICTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTIGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTIGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTIGTICTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTIGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTGTICTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTGTICTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
CAAGCAGAC-TTTTGTICTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTIGGTTCT

Bcrossi CAAGCAGAC-TTTTGTICTTGAATACTGTAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCT
Bfelis CAAACAGGCCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGTAGGACTTTIGGTTCT
Bovis CAAGCAGGC-TTTCGCCGTGAATACTTGAGCATGGAATAACTGGGCAGGACCTTGGTTCT

*khkk khkk Kk kkk Kk Kk Khkkkkkkk Kk kkkkkkkkk Kk * kkkhkk kkkhkkkk Kk

ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
ATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT

Bccanis_Russia
Bccanis_Europa
Gato_Brasil
Bcvogeli_USA
Bcvogeli_Brazil
Babesia sp. Okinawa
Bcvogeli_Egypt

Bcrossi ATTTTGTTGGTTTGGGAACCTTGGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT
Bfelis ATTTTGTTGGTTTTCGAACCATAGTAATGGTTAATAGGAGCAGTTGGGGGCATT
Bovis TCTTTGTTGGTTTT-GTACCTGGGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATT

R Rk i i S 3 * kk Kk KAKKKAAKANKAXAKANAAKANK XK, * *AkkhkAkk khkkAkk ) k%

FIGURA 4. Alinhamento mudltiplo das sequéncias realizado pelo programa
CLUSTAL X (1.81). Os sitios polimérficos sao evidenciados pela auséncia do

simbolo (*). Os simbolos (-) representam a auséncia de nucleotideos (gaps).

5.5. Analise Filogenética

A andlise filogenética demonstrou que a subespécie de Babesia isolada do
animal deste estudo é B. c. vogeli, com 100% de identidade com B. c. vogeli ja
caracterizada no Brasil. A sequéncia também foi idéntica com B. c. vogeli descrita
em Okinawa, Japdo. Em relacdo as amostras de B. c. vogeli do Egito, a

7

similaridade é de 99% e a seqiéncia mostrou a presenca de dois sitios
polimérficos (posicdes 242 e 284) representados por duas transicées (T«C). A
similaridade com a amostra dos EUA também é de 99%, com o polimorfismo

situado na posic¢ao 131, representado por uma transversao (A<C).



Resultados 44

B ¢ vogeli USA
73| B ¢ vogeli Brazil

Gato Brasil
100
Babesia Okinawa

100

B ¢ vogeli Egypt

90 [~ B c canis Russia
99 L B c canis Europa
T Babesia canis rossi
‘ Babesia felis
Babesia ovis
P
0.01

FIGURA 5. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene rDNA de Babesia sp.
Valores de bootstrap maiores que 50% estao apresentados na figura. Sequtiéncias
de Babesia canis vogeli (USA, Egypti, Okinawa, Brazil), Babesia canis canis
(Russia, Europa), Babesia canis rossi, Babesia ovis e Babesia felis obtidas no
GenBank foram utilizadas como outgroup. Gato Brasil- amostra de B. c. vogeli de

um gato de area urbana do estado de Sao Paulo.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, poucos estudos epidemiolégicos tém sido realizados e
pouco se conhece sobre hemoprotozoarios em gatos domésticos. Os trabalhos
publicados sobre Babesia foram feitos utilizando apenas a avaliagdo do
esfregaco sanglineo, técnica considerada pouco especifica e sensivel. A
caracterizacdo de Babesia encontrada em gatos domésticos com base em
dados moleculares é escassa, sendo presente somente em alguns paises e
totalmente ausente no Brasil. Sendo assim, este trabalho que avaliou a
infeccdo em gatos utilizando a PCR € inédito no Brasil.

Foram observados cinco gatos (3,47%) com estruturas
intraeritrociticas semelhantes a trofozoitos de Babesia pela técnica do
esfregaco sangulineo. Posteriormente, desses cinco animais, apenas um foi
positivo para Babesia sp. pela PCR. Uma hip6tese para esse resultado é que
0os outros animais poderiam ndo estar infectados com Babesia sp. e 0s
corpusculos encontrados poderiam ter sido confundidos com Cytauxzoon felis,
Mycoplasma haemofelis ou até mesmo com precipitados de corante,
corpusculos de Howell-Jolly ou ponteados basofilios, o que €& comum
acontecer, visto que todos podem apresentar aparéncia muito semelhante
(SCHOEMAN et al., 2001; PENZHORN et al., 2001). Outra hipétese € que os
animais poderiam estar infectados com outros piroplamideos que nao puderam
ser detectados pelos Primers utilizados. O resultado obtido indica que a
caracterizagao especifica de parasitas sangilineos, baseando-se apenas na
morfologia, pode n&o ser correta.

Entretanto, como normalmente ocorre em estudos comparativos
entre esfregaco sangiineo e PCR, era esperado um resultado maior de
amostras positivas pela PCR do que o niumero de suspeitos pelo esfregaco.
Estudos epidemioldgicos mostraram que animais negativos em microscopia
optica foram positivos na PCR devido a baixa sensibilidade do primeiro teste
(CRIADO-FORNELIO et al., 2003; JITTAPALAPONG et al., 2006).

Assim como descrito por PASSOS et al. (2005), SA (2005) e LOPES
(2006), que em seus trabalhos verificaram apenas a existéncia de B. canis
vogeli em caes no Brasil, a analise genética do piroplasmideo encontrado neste

estudo indicou que o mesmo se tratava da espécie canina, sendo também
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considerada B. c. vogeli, apresentando alta similaridade com o isolado ja
descrito no pais (PASSOS et al., 2005).

Apesar do resultado obtido pelo seqiienciamento evidenciar 100% de
similaridade com a B. c. vogeli ja caracterizada no Brasil, os trofozoitos de
Babesia encontrados neste estudo eram visivelmente menores do que os da
mesma espécie normalmente observados em eritrdcitos caninos. Essa variagao
de tamanho pode ser explicada pelas diferengas entre os eritrocitos de caes e
gatos, sendo maiores e bicbncavos nos primeiros € menores € mais compactos
nos ultimos (BANETH et al., 2004). Variacoes de forma e tamanho de acordo
com o hospedeiro ja foram descritas anteriormente. HOMER et al. (2000)
descreveram que Babesia divergens, parasita de bovinos, muda sua aparéncia
quando infecta seres humanos, dificultando o diagnéstico correto. Além disso,
nenhuma forma em cruz de Malta (tétrades), tipicas de algumas espécies de
pequenas babesias felinas, como B. felis e B. leo (BOURDEAU, 1996;
PENZHORN et al., 2001), foi observada e o niumero maximo de parasitas no
interior dos eritrocitos foi de um, enquanto mais de oito parasitas ja foram
relatados para B. cati (MUDALIAR et al., 1950) e para espécies nao
caracterizadas de Babesia em felinos domésticos no Zimbabwe (STEWART et
al., 1980).

No Brasil, B. canis vogeli é endémica em cades (PASSOS et al.,
2005). Em outros paises parece ser relativamente comum também em gatos
domeésticos. A deteccao de B. canis em gatos domésticos ja havia sido relatada
por CRIADO-FORNELIO et al. (2003), que fizeram a caracterizagdo molecular
do agente em trés gatos na Europa, porém utilizando outro protocolo de PCR e
com a identificacdo de outra subespécie, B. c. canis, com 100% de identidade
quando comparada aos isolados caninos. Na ocasido, esses animais foram
negativos pelo exame microscopico do esfregaco sangtiineo. BANETH et al.
(2004) ao estudarem dois gatos domésticos em Israel, também diagnosticaram
B. canis nesse hospedeiro, contudo classificaram como uma nova subespécie:
B. canis presentii.

Com o resultado do presente estudo associado a esses outros
achados, pode-se concluir que B. canis pode infectar gatos. NAVARRETE et al.
(1999) ja haviam afirmado que a especificidade dos piroplasmideos em relacao

a seus hospedeiros € provavelmente muito menor do que se suspeitava até
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entdo. Os mesmos autores mencionaram que o0 uso de métodos mais
sensiveis, como a PCR, pode otimizar o diagnéstico e desvendar alguns novos
hospedeiros n&o descritos anteriormente. Esses argumentos vao ao encontro
dos resultados deste estudo, demonstrando que caes e gatos podem dividir os
mesmos parasitas. O fato de que esses parasitas infectam uma grande
variedade de espécies de hospedeiros e podem se apresentar como multiplas
infeccbes abre um novo entendimento desses agentes e novas perguntas
sobre a correlagcdo entre esses resultados e as espécies de Babesia
previamente descritas em felinos. Esses achados demonstram haver uma
maior diversidade de piroplasmas em felinos, do que havia sido estabelecido
anteriormente.

O presente estudo parece representar a primeira deteccdo e
caracterizagdo molecular de Babesia spp. em gatos no Brasil, com uma
metodologia sensivel e especifica. Apesar do encontro de somente um animal
positivo na PCR, essa técnica deveria ser a técnica de escolha em estudos
epidemioldgicos, pois € altamente sensivel e especifica e permite, a partir do
sequenciamento, a caracterizacdo genética dos parasitas encontrados.
Provavelmente, a escassez de relatos sobre babesiose felina esteja
relacionada com a baixa sensibilidade dos procedimentos diagnosticos
adotados, mais do que simplesmente a real auséncia do parasita no pais.

No Brasil, a importancia dos gatos como hospedeiros de B. canis
ainda é desconhecida, pois a Unica amostra obtida neste estudo € insuficiente
para delinear uma conclusdo valida sobre a sua real abundéancia. Sao
necessarios estudos moleculares em outras regides para que se tenha uma
visdo mais ampla sobre os agentes causadores da babesiose felina no nosso
pais.

Nao pbéde ser avaliada a patogenicidade desse parasita quando
infecta gatos, visto que este ndo foi o objetivo principal do estudo. Mas, de
acordo com estudos anteriores envolvendo B. canis em gatos, esses animais
tornam-se hospedeiros assintomaticos, o que pode ser indicativo de uma baixa
patogenicidade nesse hospedeiro. Se essa suposicdo fosse realmente
confirmada, isso poderia ser interpretado como uma evidéncia de uma relacao

parasito-hospedeiro antiga (EBERT, 1998). Mas, assim como nos caes, alguns
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gatos podem desenvolver sinais caracteristicos da doengca e, portanto, é
importante ndo descartar a possibilidade de babesiose nesses animais.

O numero de animais infectados no presente estudo (um) foi muito
menor do que o0 esperado e do que o obtido em outros estudos
epidemiologicos. CRIADO-FORNELIO et al. (2003) encontraram B. c¢. canis em
18,7% (3/16) dos gatos estudados e CRIADO-FORNELIO et al. (2004)
detectaram a infecg¢ao por piroplasmideos em 5% (5/100) desses animais. No
Rio de Janeiro, 47% (22/47) dos gatos capturados por MENDES-DE-ALMEIDA
et al. (2004) estavam infectados por piroplasmideos. Contudo, a metodologia
diagnéstica adotada neste estudo foi pouco especifica, gerando ampla margem
de erro, podendo o resultado obtido representar uma superestimativa de
infeccdo. Tal fato pode ser evidenciado pelo resultado obtido no presente
estudo, onde foram observados cinco animais com estruturas semelhantes a
piroplasmideos pelo esfregaco sanglineo e apenas um foi positivo pela PCR.
Infelizmente, nenhum estudo epidemiolégico molecular envolvendo o
diagnéstico de piroplasmideos de gatos domésticos foi publicado até agora em
outras regibes brasileiras. Sendo assim, fica dificil comparar dados
epidemiologicos quando as técnicas de diagndstico utilizadas possuem
metodologias diferentes ou foram realizadas em outras regides ou outros
paises, com situacdo epidemiologica diversa. Além disso, a diferenca da
prevaléncia entre os estudos pode estar relacionada as diferentes épocas de
coleta no ano, as diferentes condicbes ambientais a que estavam submetidos
0s animais, a diferente biologia dos possiveis vetores e finalmente ao estado
de saude dos hospedeiros.

Sabe-se que animais cronicamente infectados por Babesia spp.
podem apresentar parasitemia em nivel inferior a sensibilidade da PCR, o que
€ demonstrado em estudos em que os animais foram negativos na PCR e
positivos na Nested-PCR (BOSE et al., 1995). E importante ressaltar,
entretanto, que o limite de deteccao do protocolo de PCR utilizado no presente
estudo teve sua sensibilidade avaliada por JEFFERIES et al. (2003), sendo
capaz de detectar Babesia sp. com parasitemia de até 0,0000027% (1 hemacia
parasitada em 4 milhdes).

Nao era esperada a auséncia de gatos positivos para Hepatozoon

sp., ja que em relatos anteriores realizados na mesma regido, gametocitos e
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DNA do parasita foram detectados em trés animais de uma mesma residéncia
(PEREZ et al.; 2004 e RUBINI et al.,, 2006). Nao fica aqui descartada a
hipétese de que o encontro de animais infectados nessa ocasiao pode ter sido
um achado incidental, sem significado clinico aparente. A baixa prevaléncia
observada no presente estudo estd de acordo com os resultados obtidos por
BANETH et al. (1998) em 7/1229 gatos domésticos em Israel e por CRIADO-
FORNELIO et al. (2006), que coletaram sangue de 330 gatos domésticos e em
apenas dois animais a infeccdo por Hepatozoon foi constatada através da
PCR. Em contrapartida, JITTAPALAPONG et al. (2006) diagnosticaram o
parasita em 32,3% (97/300) dos gatos estudados. Uma alta prevaléncia de
infeccdo por Hepatozoon sp. também foi observada por KUBO et al. (2006),
porém com métodos diagnosticos diversos dos citados anteriormente. Esses
autores detectaram 31,9% (23/72) dos animais parasitados através de técnicas
histopatolégicas. Provavelmente, essas diferencas de prevaléncia podem ser
explicadas pela presenca do artrépode vetor, contudo, mais estudos
envolvendo esse aspecto sdo necessarios para se confirmar essa hipétese.
Vale ressaltar que uma comparacao dos dados obtidos em outros paises deve
ser feita com cautela, visto que envolvem diferencas epidemiologicas
marcantes, como clima, presenca ou nao de vetor, dentre outras.

Estudos anteriores demonstraram que a pesquisa de esquizontes de
Hepatozoon sp. através de bidpsias de musculo cardiaco e esquelético, figado
e baco obteve bons resultados (KUBO et al., 2006; EWING, 1977; KLOPFER et
al., 1973). Talvez com a utilizagdo desse método, nos mesmos animais do
presente estudo, poder-se-ia detectar positivos, pois a PCR nao identifica
animais positivos, e sim, se na amostra colhida est4 ou néo presente o DNA a
ser estudado.

Sendo o protozoario transmitido pela ingestdo de carrapatos
contaminados, outra hipétese que explicaria a auséncia de animais parasitados
seria a ingestdo mais seletiva que os gatos possuem quando comparados aos
caes. Outro estudo comparativo com os caes que habitam no mesmo local que
0s gatos poderia ajudar a elucidar se aqueles e os carrapatos nédo tinham o
parasita. Entretanto, o resultado negativo para todas as amostras nao é
suficiente para afirmar a auséncia do parasita em gatos domésticos no Brasil.
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A auséncia de carrapatos nos animais deste estudo esta de acordo
com MENDES-DE-ALMEIDA et al. (2004), que estudaram 47 gatos e 0s Unicos
ectoparasitas encontrados foram pulgas. Em contrapartida, SHIMADA et al.
(2003) examinaram 126 gatos no Japao e conseguiram coletar 282 carrapatos
de diferentes espécies. Nessa ocasido, os autores ndo observaram diferenca
estatistica significante entre animais de area urbana e rural. Segundo SHAW et
al. (2001), os gatos parecem ser menos predispostos as infestacdoes por
carrapatos e aos parasitas transmitidos por esses artropodes do que os caes.
Sendo a babesiose e a hepatozoonose felina transmitidas por carrapatos,
assim como nos outros animais, a baixa ocorréncia de animais infectados por
esses hemoparasitas no atual estudo pode estar intimamente relacionada a
auséncia desses ectoparasitas nesses animais.

O presente estudo demonstrou a baixa ocorréncia de
hemoprotozoarios em gatos domésticos. Entretanto, possibilitou o diagndstico
de uma espécie de Babesia antes relatada como sendo especifica de caes.
Assim, estudos posteriores, em outras regides, utilizando a PCR ou até mesmo
a Nested-PCR poderao elucidar a verdadeira situacdo epidemiolégica desses
hemoparasitas em gatos no Brasil.
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7. CONCLUSOES

De acordo com as metodologias empregadas e o método de analise, o

estudo realizado em gatos de areas rurais e urbanas do Estado de Sao Paulo e no

Distrito Federal nos permitiu concluir que:

1.

o

A ocorréncia de infecgdes por Hepatozoon spp. € Babesia spp. em gatos nas

regides estudadas foi nula ou baixa, respectivamente;

Os resultados obtidos sugerem que os hemoparasitas estudados nao tém
importéncia epidemiologica nessas regides.

O diagnéstico de Babesia canis pela técnica de PCR foi mais especifico do
que o diagnéstico por esfregaco sangliineo;

Cées e gatos podem compartilhar a mesma espécie de hemoprotozoario;

A infestacao por carrapatos ndo é comum em gatos domésticos.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the occurrence of infection by parasites
of the genus Babesia and Hepatozoon in 144 domestic cats, through identification
by Giemsa stained blood smears and by PCR. The DNA extraction of blood
samples was performed using the GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit,
according to the manufacturer’s instructions. For the realization PCR, the PiroA1
and PiroB primers for Babesia spp. and the HepF and HepF primers for
Hepatozoon spp. were used. Upon examination of blood smears, intra-erythrocytic
structures resembling piroplasmida were observed in 5 (3.47%) cats, however,
only one was positive by PCR for Babesia sp., with a band visualized at 450 bp.
The sequencing of this positive sample demonstrated close identity with Babesia
canis vogeli, already characterized in Brazil. All samples were negative for

Hepatozoon sp., using blood smears and PCR. The frequency of these



hemoparasites in domestic cats in Brazil is very low and molecular techniques are
necessary for the correct diagnosis of these protozoans in these animals.

Key-words: Babesia canis vogeli, Hepatozoon sp., cats, PCR, hemoprotozoans

Introduction

Among the hemoparasites that can infect domestic cats and are transmitted
by ticks, those of major importance are classified as protozoans of the genus
Babesia spp., Cytauxzoon spp. and Hepatozoon spp. or as gram negative bacteria,
such as Mycoplasma spp. and Ehrlichia spp. (Shaw et al., 2001).

Various piroplasmids have already been described in felids, such as:
Babesia felis; Babesia cati; Babesia herpailuri; Babesia pantherae; Babesia leo;
Babesia canis and Cytauxzoon felis (Bourdeau, 1996 and Baneth et al., 2004).
However, due to their similar intra-erythrocytic stages, the correct identification and
the microscopic diagnosis of these parasites is difficult. In Brazil, with the exception
of the mycoplasmas, the hemoparasites of cats are not well-known. There exist
only a few sporadic reports of unidentified species of piroplasmids (Mendes-de-
Almeida et al., 2004); Ehrlichia sp. (Almosny et al., 1998) and, recently, of
Hepatozoon sp. (Perez et al., 2004 and Rubini et al., 2006). Furthermore, reports
relating the use of molecular biology in the diagnosis of feline hemoparasites are

also very scarce on an international scale.



Material and Methods

An epidemiological study was performed where blood samples were
collected from one hundred and forty four (144) domestic cats that resided in Sao
Paulo state and the Federal District between July 2004 and June 2005. The
animals had their blood collected by puncturing the jugular vein to investigate cats
naturally infected by Babesia sp. and Hepatozoon sp. through examination of blood
smears by optical microscopy and by PCR. All blood smears were fixed with
methanol and stained with Giemsa. The EDTA-anticoagulated blood was kept
frozen at -80°C until needed for DNA isolation.

The DNA extraction was performed by pre-incubating the blood with
proteinase K (digestion) for four hours at 56°C. Afterwards, DNA was isolated from
200 pL aliquots of the blood using a GFX™ Genomic Blood DNA Purification
(Amersham Pharmacia Biotech), according to the manufacturer’s instructions.
Each DNA sample was eluted in 100 pL of UltraPure™ DNase/RNase-Free
Distilled Water. Five microliter portions of these DNA extracts were used for each
PCR amplification.

The set of primers, HepF (5 ATA-CAT-GAG-CAA-AAT-CTC-AAC 3) and
HepR (5° CTT-ATT-CCA-TGC-TGC-AG 3’), was designed to amplify a partial 18S
rRNA gene sequence of Hepatozoon spp. based upon alignment data from H.
canis (Genbank accession number AF176835), H. americanum (AF176836) and H.
catesbiane (AF176837), as described by Inokuma et al. (2002). The amplification
reaction was carried out in a total of 25 pL containing 1X Taq polymerase buffer

(Pharmacia), 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1.5 U of Tag DNA polymerase
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(Pharmacia) and 1 uM of each the primers, HepF and HepR. PCR reactions were
performed with the thermal profile consisting of a hot start of 3 min at 94°C and 35
repetitive cycles of 1 min at 94°C, 2 min at 57°C, and 2 min at 72°C, followed by a
7 min extension at 72°C for one cycle.

For the amplification of the 18S rRNA gene of the Babesia species, one pair
of oligonucleotides was used: PiroA1 (5 AGG-GAG-CCT-GAG-AGA-CGG-CTA-
CC 3) and PiroB (5 TTA-AAT-ACG-AAT-GCC-CCC-AAC 3). Amplification assays
were performed essentially according to Jefferies et al. (2003). The amplification
reactions were performed using an initial cycle of 95°C for 5 min, 62°C for 1 min
and 72°C for 2 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 seconds, 62°C for 20
seconds and 72°C for 30 seconds, with a final extension temperature of 72°C for 7
min.

All amplifications were performed using an automatic Eppendorff®
Mastercycler gradient thermocycler. Aliquots of amplified products (8uL) were
analyzed in 1% agarose gels, stained with ethidium bromide, and visualized under
an ultraviolet transluminator. The amplified fragments (450 bp for Babesia spp. and
625 bp for Hepatozoon spp.) were then sequenced.

Sequencing of PCR products, amplified from cat blood samples, was carried
out using an ABI (Applied Biosystems Inc.) automated sequencer. The sequencing
and the analysis of nucleic acid sequence data was performed according to Rubini

et al. (2006).



Results

According to blood smear examination, intra-erythrocytic structures
resembling piroplasmids were observed in 5 (3.47%) cats, however, of the total of
144 samples analyzed, only one (0.9%) was positive for Babesia sp. by PCR, with
a band visualized at 450 bp (Figure 1). No Hepatozoon-positive cats were
detected, either by molecular procedures or by microscopy.

The nucleic acid sequence analysis of the positive sample was performed
and Babesia 18S rDNA sequences were obtained from GenBank for comparison
with the amplicon generated in this study. The database sequences, with their
GenBank accession numbers in parentheses, included 18S rDNA from Babesia
canis vogeli Brazil (AY371196), Babesia canis vogeli USA (AY371198), Babesia
sp. Okinawa (AYQ077719), Babesia canis vogeli Egypt (AY371197), Babesia canis
canis Russia (AY649326), Babesia canis canis Europe (AY72926), Babesia canis
rossi (DQ111760), Babesia ovis (AY53346) and Babesia felis (AY452707).

The sequencing and phylogenetic analyses of this positive sample
demonstrated that the subspecies of Babesia isolated from the animal of this study
is Babesia canis vogeli, with 100% similarity to B. canis vogeli, already
characterized in Brazil (Passos et al., 2005) (Figure 2). The sequence was identical
to the B. c. vogeli, previously described in Okinawa, Japan. A single base
difference was verified between this isolate and the one identified in the USA and
the sequence also showed 99% identity to B. canis vogeli, characterized in Egypt.

Our sequence was distantly related to B. felis.



Discussion

These results indicate that B. c. vogeli, a parasite from dogs, can also infect
cats. This study represents, to our knowledge, the first demonstration of Babesia
spp. in cats in Brazil using the PCR technique. Furthermore, this appears to be the
first report of feline infections with B. canis in the Continent of America.

The fact that B. canis can infect cats is not surprising since some authors
have pointed out that host specificity of piroplasmids is probably lower than that
which had been previously suspected (Navarrete et al., 1999). Babesia canis
infection in cats is supported by a recent report in which a 395 bp fragment of the
18S rRNA gene was amplified from the blood of two cats from Portugal and one
from Spain using a semi-nested PCR (Criado-Fornelio et al., 2003). Another report
by Baneth et al. (2004) studied two cats in Israel and the amplification and
sequencing of the 18S rRNA gene indicated that infection was caused by Babesia
canis. However, they proposed to identify this as a new subspecies, B. canis
presentii.

In this study, using blood smears, we found five cats with intra-erythrocytic
structures resembling piroplasmids. According to Penzhorn et al. (2001) and
Mendes-de-Almeida et al. (2004), the distinction between Babesia spp. and
Cytauxzoon felis can not be made based only on morphology by microscopic
methods. Subsequently, from these five cats, only one was actually infected with
Babesia sp. by PCR. One of the hypothesis that may justify this result is that the
other animals may not have been infected with Babesia sp. and the structures

found could have been confused with Mycoplasma haemofelis; alternatively
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precipitation of the stain, Howell-Jolly bodies or basophilic stippling may have
occurred, all common occurrences and all with a very similar appearance
(Schoeman et al., 2001). A second hypothesis is that the other animals may have
been infected with another species of small piroplasmids and the primers used in
this study were not capable of amplifying them.

The number of infected animals in the present study (one) was lower than
expected and lower than the results obtained in other epidemiological studies.
Criado-Fornelio et al. (2003) found B. c. canis in 18.7% (3/16) of studied cats and
Criado-Fornelio et al. (2004) detected the piroplasmid infection in 5% (5/100) of
these animals. On the other hand, 47% (22/47) of cats captured by Mendes-de-
Almeida et al. (2004) in Rio de Janeiro were infected with piroplasmids, although
their species could not be distinguished between Babesia spp. or Cytauxzoon spp.

The absence of cats positive for Hepatozoon sp. was not expected, since
previous reports undertaken in the same region (Perez et al., 2004 and Rubini et
al., 2006) related the detection of gamonts and DNA of this parasite in three
animals of the same house. The low prevalence found in this study is in agreement
with results obtained by Baneth et al. (1998) who detected Hepatozoon sp. in
7/1229 domestic cats in Israel, and by CriadoFornelio et al. (2006) who collected
the blood of 330 domestic cats and found only two animals infected with
Hepatozoon by PCR. In contrast, Jittapalapong et al. (2006) diagnosed this
parasite in 32.3% (97/300) of cats studied. A high prevalence of Hepatozoon sp.

infection was also observed by Kubo et al. (2006), but with different methods from



those previously cited. These authors detected 31.9% (23/72) of parasited animals

by histopathological techniques.

Conclusion

In Brazil, few epidemiological studies have been performed to date and the
importance of cats as hosts of B. canis is still unknown. The clinical,
epidemiological and biological significance of the Brazilian isolate should be
investigated, and further research is indicated to investigate the tick species
responsible for transmission of feline B. canis.

The frequency of these hemoparasites in domestic cats in Brazil seems to
be very low, but the single positive sample obtained in this study is not sufficient to
outline a valid conclusion regarding their real abundance in this country. Molecular
techniques are necessary for the correct diagnosis of these hemoparasitosis in

these animals.
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