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Resumo
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A hepatozoonose ¢ doenca que acomete caes sendo transmitida pela ingestdo de carrapatos
infectados com oocisto de Hepatozoon sp. Esse estudo foi realizado para determinar a
ocorréncia da infec¢do na area urbana do municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, pelo
método da extensdo sanguinea, bem como comparar a melhor metodologia de coleta para o
diagnodstico, determinar o nivel de parasitemia nas extensdes e associar a infeccdo a
caracteristicas comportamentais e clinicas. Foram coletadas, de cada animal, amostras de
sangue capilar e venoso sendo essas utilizadas para confeccdo de extensdes sanguineas
coradas pelo método de May Grunwald—Giemsa para pesquisa de gametocitos de Hepatozoon
sp. Questionarios epidemioldgicos foram aplicados aos responsaveis pelos animais com
intuito de se obter dados sobre idade, sexo, raca, bem como aspetos comportamentais e
clinicos. Foi realizado exame de inspe¢dao em cada animal, a fim de se verificar presenga de
carrapatos sendo esses coletados e identificados em relagdo a espécie. Esfregacos da
hemolinfa dos carrapatos foram preparados e corados pelo método de May Grunwald-Giemsa,
para andlise da possivel presenca de oocistos. Do total de animais que participaram do estudo,
120 eram procedentes do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia, 80 de clinicas particulares e 100 da Associagdo Protetora
dos Animais (APA). A ocorréncia de Hepatozoon sp. foi de 7,66% e ndo se observou
diferenca estatisticamente significante entre o diagndstico feito pela extensdo confeccionada
com sangue capilar e venoso. O nivel de parasitemia nas extensodes variou de 0,5 a 10%. Entre
os animais procedentes do Hospital Veterinario e clinicas particulares, a faixa etaria com
maior ocorréncia da infec¢ao foi de zero a um ano, porém, na APA, observou-se que 93,75%
dos animais com a infec¢do eram adultos. Do total de animais, 10% de fémeas ¢ 4,16% de
machos eram positivos (p>0,05) e 12,57 % dos mesticos e 2,12 % dos animais de ragas puras
apresentavam a infeccao (p<0,05). Aumento da frequéncia cardiaca, mucosas oral e nasal
hipocoradas, linfonodos aumentados, secre¢ao ocular, sensibilidade renal, esplenomegalia,
diarréia, obstipacdo, hiporexia e perda de peso foram os principais sinais e sintomas
apresentados pelos animais. Todos os carrapatos coletados eram Rhipicephalus sanguineus, €
nenhuma forma evolutiva do parasito foi encontrada na hemolinfa dos ixodideos. Os achados
deste estudo refor¢am a presenca do Hepatozoon sp. infectando caes de Uberlandia, MG,
podendo estar a idade e raga relacionadas a infec¢do. Os sintomas apresentados pelos animais

foram compativeis aos relatados por outros pesquisadores.
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Hepatozoonosis is a disease that affects dogs and it is transmitted by the ingestion of infected
ticks with the oocyst of the Hepatozoon sp.. This study was held in order to determine the
occurrence of this parasite in the urban area of the city of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil,
using the blood smear, to compare the best collecting methodology for the diagnosis, to
determine the level of parasitaemia in the smears and also to associate the infection to
behavioral and clinical features. Peripheral and circulating blood were collected from each
animal and they were used to make blood smears using the May Grunwald-Giemsa method
for gametocyte research of Hepatozoon sp.. Epidemiological questionnaires were applied to
those responsible for the animals in order to obtain data about age, sex, breed, as well as
behavioral and clinical aspects. An inspection exam was held to verify the presence of ticks
and they were collected and identified according to their species. Hemolymph smears from
the ticks were prepared using the May Grunwald-Giemsa method and analysed for the
possible presence of oocysts. From all the animals that participated in the study, 120 were
from the Hospital School of the Faculty of Veterinary Medicine of the Federal University of
Uberlandia, 80 from private clinics and 100 from the Animal Protection Association (APA).
The Hepatozoon sp. Occurrence was of 7,66% and there was not a significant statistic
difference between the diagnosis made by smears collected from peripheral and circulating
blood. The level of parasitaemia on the smears varied from 0,5 to 10%. Among the animals
that were from the Veterinary Hospital and private clinics, the largest infection occurrence
was between the ages of 0 and 1, however, at APA, 21,43% of the infected animals were
adults. Of all the animals, 10% of the female ones and 4,16 % of the male ones were positives
(p > 0,05) and 12,57% from an undefined breed and 2,12 % purebred were infected (p <
0,05). The main symptoms presented by the animals were the increase of heart frequency,
pale mucosae, enlarged lymphnodes and spleen, ocular secretion, renal sensitivity, diarrhea,
constipation, anorexia and weight loss. All collected ticks were from the species
Rhipicephalus sanguinus and it was not found any evolutionary form of the parasite in the
hemolymph of the ixodids. The findings of this study reinforce the presence of the
Hepatozoon sp. infecting dogs from Uberlandia, Minas Gerais, while age and race may be
related to the infection. The symptoms presented by the animals were compatible to those

found by other researchers.
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Hemoparasitos que acometem caes domésticos sdo transmitidos por carrapatos,
possuindo, muitas vezes, significativa importancia em satde publica. Dentre essas parasitoses
se destacam a erliquiose, babesiose, anaplasmose, bartonelose, ricketsioses e a hepatozoonose
(YABSLEY et al., 2008).

O género Hepatozoon compreende protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa;
classe Sporozoa; sub classe Coccidia; ordem Eucoccidiida; sub ordem Adeleina e familia
Hepatozoidae (BARTA, 1989; SIDDALL, 1995; SMITH, 1996), sendo descrito em varias
regioes de todo o mundo (ALMOSNY et al., 2002; KARAGENC et al., 2006; MUNDIM et
al., 2008).

A primeira espécie desse género foi descrita na India em células polimorfonucleares
de caes por Bentley em 1905, sendo posteriormente observada por James (1905) no sangue
periférico de seis caes neste mesmo ano. O parasito localizava-se no citoplasma de leucocitos
e, por acreditar que se tratava de uma nova espécie, denominou-o de Leucocytozoon canis.
Miller (1908) denominou o género Hepatozoon para parasitos de neutréfilos de ratos, que se
multiplicavam por merogonia no figado do hospedeiro vertebrado e apresentavam ciclo
esporogonico em acaros. Wenyon (1910), revendo as observacoes de Bentley e James, sugeriu
que o nome genérico Leucocytozoon fosse substituido por Hepatozoon e, a partir de entdo, o
parasito passou a ser denominado Hepatozoon canis.

Mais de 300 espécies de Hepatozoon parasitam animais, sendo 46 infectando
mamiferos, 120 infectando répteis e o restante em passaros e anfibios (SMITH et al., 1994).
Para o H. canis ou espécies indeterminadas, porém, intimamente relacionadas, além de
infectar caes, t€ém sido relatadas em coiotes e felideos nos Estados Unidos (MERCER;
CRAIG, 1988), ledes africanos no sul da Africa (AVERBECK et al., 1990) e gatos
domésticos na India, Nigéria, sul da Africa, Estados Unidos e Israel (BANETH et al., 1995).

Gametocitos de Hepatozoon isolados de cdes de diferentes regides geograficas sao
morfologicamente similares e, at¢ 1997, acreditava-se que a hepatozoonose canina era
causada por uma unica espécie, o H. canis (BANETH et al.,, 2003). A hepatozoonose
encontrada nos EUA, por produzir caracteristicas clinicas diferentes e mais graves, era
considerada como uma cepa patogénica de H. canis (CRAIG et al., 1978). Entretanto, pela
caracterizacdo molecular, pesquisas posteriores revelaram que cdes sdo infectados por duas
espécies, Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum (BANETH et al., 2000). Analises de
sequéncias parciais do gene 18S rRNA revelaram uma diferenca pareada, entre H. canis e H.
americanum, de 50 em 368 pares de bases (13,59%). A distancia genética observada entre as

duas espécies foi consistente com a separacdo observada em estudos anteriores (VINCENT-
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JOHNSON et al. 1997). Desta forma, ficou estabelecido que a espécie de Hepatozoon que
infecta caes nos Estados Unidos ¢ o H. americanum e, em outras regides do mundo como
Asia, Africa, sul e leste europeu, Japao, Malasia, América do Sul e Filipinas ¢ o H. canis.
(BANETH et al., 2003; OYAMADA et al., 2005; EIRAS et al., 2007; LITTLE et al., 2009).
Além das caracteristicas genéticas dos isolados de Hepatozoon, a patologia, sinais clinicos,
caracteristicas antigénicas, espécies de carrapatos vetores e o ciclo de vida sdo diferentes em
ambas as espécies (BANETH et al., 2000; MATHEW et al., 2000).

As espécies do género Hepatozoon sao protozoarios heteroxénicos que apresentam
ciclo evolutivo tipico dos coccidios, os quais a fase sexuada e de esporulagdo ocorre nos
hospedeiros invertebrados, tais como mosquitos, dcaros e carrapatos; € a de esquizogonia e
gametogonia, nos vertebrados (BANETH et al., 2007).

No inicio do século XX, a espécie H. canis foi estudada tanto no cdao quanto no
hospedeiro invertebrado, sendo caracterizados o ciclo biologico e o vetor (CHRISTOPHERS,
1906, 1907, 1912). Christophers (1907) identificou o carrapato Rhipicephalus sanguineus
como hospedeiro invertebrado dessa espécie. Porém, a transmissao desse agente, também, foi
conseguida a partir de Amblyomma ovale por Forlano et al. (2005) e Rubini et al. (2009).

Os carrapatos se infectam ao ingerirem sangue de cdes contendo gamontes no interior
de neutrdfilos ou mondcitos. No tubo digestivo do vetor ocorre a fusdo dos gametas com a
posterior formagdo do oocineto. Esse, como tem motilidade, atravessa a parede intestinal
atingindo a 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 que
quando ingeridos dardo continuidade ao ciclo. A formagdo dos oocistos se completa em dois
estagios subseqiientes, isto €, se a ninfa se infecta, a transmiss@o ocorre no estagio adulto. O
oocisto permanece na hemocele do carrapato e ndo ha migragao de esporozoitos para a
glandula salivar (CHRISTOPHERS, 1906, 1907, 1912; BANETH et al., 1995; BANETH et
al, 2007).

Os cades se infectam comumente pela ingestdo de carrapatos contendo em sua
hemocele oocistos esporulados. O modo de ingestdo do carrapato pelos cdes nao foi
documentado, mas acredita-se que esteja relacionado ao processo de lambedura do pélo ou
que o carrapato, em ambiente de cdes altamente infestados, caia no alimento, sendo entdo
ingerido com o mesmo (BANETH et al., 2003).

Nos caes, esse protozoario apresenta uma fase tecidual e uma fase sanguinea. Apos a
ingestdo do carrapato vetor, os esporozoitos liberados dos oocistos penetram na parede

intestinal e sdo transportados por via sanguinea até o bago, linfonodos, figado, medula 6ssea,
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pulmdes e musculos. Nesses locais se multiplicam formando dois tipos distintos de
esquizontes, um contendo macromerozoitos e outro micromerozoitos. Os micromerozoitos
dardo origem aos gamontes apos penetrarem nos neutr6filos, enquanto os macromerozoitos
continuam o ciclo esquizogonico. Em H. canis, esquizontes sdo observados, principalmente,
nos 0rgdos parenquimatosos, sendo raramente encontrados na musculatura (ALMOSNY et al.,

2002; BANETH et al., 2003).

Além da transmissdo horizontal por carrapatos, foi comprovada também a transmissdo congénita em
caes. Murata et al. (1993a) relataram a ocorréncia da transmissdo vertical em seis ninhadas, com 23 dos 29 caes
neonatos (79,3%) apresentando gamontes e merontes tissulares do 16° ao 60° dia apds o nascimento. As cadelas
eram positivas para H. canis e os filhotes nasceram e foram mantidos livres de carrapatos, confirmando assim a
transmissdo congénita.

Alguns hospedeiros intermedidrios mamiferos podem abrigar cistozoitos nos seus tecidos (DESSER,
1990). Desser (1990) encontrou formas cisticas em esquilos infectados com Hepatozoon griseisciuri, sugerindo
que cistozoitos poderiam ser importante modo de transmissdo do Hepatozoon sp. para mamiferos. Johnson et al.
(2008) demonstraram que roedores podem servir como hospedeiros paraténicos de H. americanum, sendo uma
potencial fonte de infecgdo para canideos. Cistos teciduais de Hepatozoon sp. que infectam répteis também foram

associados com a transmiss@o do parasito para seus predadores (SMITH et al., 1994).

No Brasil, os relatos do parasito, em sua maioria, estdo associados a diagnésticos
ocasionais durante exames laboratoriais de rotina ndo fornecendo uma idéia sobre a real
ocorréncia da infec¢do, ja que alguns animais infectados, aparentemente sadios no momento
do exame, podem desenvolver sintomatologia clinica posteriormente (MUNDIM et al., 1994,
2002; O'DWYER et al., 1997; GONDIM et al., 1998).

Estudos existentes sobre a prevaléncia do parasito no Brasil e no mundo mencionam
que essa pode variar em relacdo a regido geografica e condi¢des de criacdo dos animais
(MASSARD, 1979; O’ DWYER et al.,, 2001; RUBINI et al., 2008; SPOLIDORIO et al.,
2009). A maioria dos estudos relata a prevaléncia do parasito em caes de areas rurais, sendo
os de areas urbanas em menor propor¢do. Contudo, em estudos epidemiologicos utilizando
extensdes sanguineas como método de diagndstico, foi observado por Massard (1979) e
confirmado por Rubini et al. (2008), que a infec¢ao ocorre com mais frequéncia em caes de
areas rurais do que em cdes de areas urbanas. Pesquisas realizadas por O’Dwyer et al. (2001)
e Spolidorio et al. (2009), em 4reas rurais, demonstraram prevaléncias superiores as relatadas
nas areas urbanas (O’DWYER et al., 2004).

Estudos retrospectivos reportados por Gondim et al. (1998) em Botucatu, entre os anos

de 1993 a 1994 e por Mundim et al. (2008) em Uberlandia, entre os anos de 1995 a 2005,
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baseados em fichas clinicas de animais atendidos em Hospital Veterinario, mostraram que
apenas oito e 115 cades foram positivos, respectivamente, nas duas localidades.

No mundo, a prevaléncia dessa parasitose foi relatada na Turquia, Croacia e Israel,
variando de um a 25,8% (BANETH et al., 1996; EZEOKOLI et al., 1983; KARAGENC et al.,
2006; VOJTA et al., 2009).

No Brasil existem poucos estudos sobre a infec¢do em cdes, sendo que ainda existem
divergéncias quanto a patogenicidade desse parasita. Caes com hepatozoonose apresentam
sintomas muito inespecificos, ocorrendo desde casos assintomaticos a sintomaticos
(MUMDIM et al.,, 2002). Entretanto, pode-se suspeitar da doenga quando os animais
apresentarem febre, anorexia, perda de peso, palidez de mucosas, corrimento ocular e
fraqueza dos membros posteriores (BANETH et al., 1998). Outros sinais podem ser
observados, como hiperestesia muscular, letargia, dificuldade de locomocao e diarréia, as
vezes sanguinolenta (MUNDIM et al., 2002; ALLEN et al., 2008; LITTLE et al., 2009;
SAKUMA et al., 2009).

A doencga pode se manifestar de forma aguda, a qual pode evoluir para a morte em
uma semana; forma cronica, com maior variedade de sinais clinicos; e a forma subclinica ou
inaparente, a mais comum, ocorrendo em 70% a 80% dos animais infectados (MUNDIM et
al., 2002).

Marchetti et al. (2009), na Italia, relataram um caso grave de hepatozoonose canina,
causada pelo H. canis, em que o animal apresentava, além dos sintomas acima citados, reagao
periosteal localizada, possivel osteomielite e anormalidades neuroldgicas.

A infec¢do de animais assintomdticos estd comumente associada com nivel baixo de
parasitemia (1-5% de neutréfilos infectados). A doenga grave ¢ observada em caes com alta
parasitemia, infectando aproximadamente 100% dos neutrofilos do sangue periférico. Altos
niveis de parasitemia sdo frequentemente acompanhados por extrema neutrofilia. Esses caes
com leucocitose e alta parasitemia podem ter grande niimero de parasitos circulante, chegando
a 50.000 gamontes por pL de sangue (BANETH et al., 2003).

De acordo com Baneth et al. (2003) e Voyvoda et al. (2004) a macica parasitemia
reflete o elevado nimero de merontes teciduais, o que leva a maior demanda de nutrientes
pelo hospedeiro, causando lesdes teciduais diretas, perda de peso e caquexia. Além disso,
imunossupressdo induzida por outros agentes infecciosos como erliquiose, babesiose,
dirofilariose, cinomose, leishmaniose, demodicose, haemobartonelose, toxoplasmose entre

outras, ou quimioterdpicos, interferem na capacidade de resistir a infec¢do por H. canis
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(MUNDIM et al., 2002; ALLEN et al., 2009; SAKUMA et al., 2009; SPOLIDORIO et al.,
2009).

Baneth et al. (2007) observaram sinais clinicos em caes infectados experimentalmente,
e relataram que caes jovens tiveram rapida disseminagdo sistémica da infec¢do. Os autores
concluiram que a idade ¢ fator predisponente, pois, o sistema imune ainda imaturo ndo ¢
capaz de defender os caes da doenca. Comentaram, também, que os sinais clinicos observados
poderiam estar associados a alta dose de indculo administrado, haja vista que em condi¢des
naturais os caes estariam, provavelmente, expostos a menor nimero de esporozoitos.

Dentre as alteragdes hematologicas na infeccdo por H. canis se destacam anemia
arregenerativa, neutrofilia e trombocitopenia (EIRAS et al., 2007, SAKUMA et al., 2009), e
nos exames bioquimicos, a hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, aumento das enzimas
fosfatase alcalina e creatina quinase séricas sao as mais frequentemente encontradas
(BANETH et al., 1995, BANETH; WEIGLER, 1997; SAKUMA et al., 2009).

Na América do norte, o H. americanum ¢é agente etiologico da hepatozoonose canina e
parasita leucocitos e tecidos musculares, induzindo a grave miosite (VICENT- JOHNSON et
al, 1997). Essa espécie foi descrita pela primeira vez no Texas em 1978, porém, a distribui¢ado
geografica dessa doenga se expandiu e surgiram numerosos casos em Louisiana, Alabama,
Georgia, Oklahoma, Florida e Tennesee. (CUMMINGS et al., 2005).

Em contraste com a doenca branda causada por H. canis, as infecgdes por H.
americanum sdo extremamente debilitantes e frequentemente fatais (PANCIERA et al., 1997;
VINCENT-JOHSON, et al., 1997; EWING; PANCIERA, 2003).

Gamontes de H. americanum sdo encontrados nos leucocitos circulantes de caes
infectados. Evidéncias em microscopia eletronica e imunohistoquimica indicam que as células
hospedeiras para esse parasito sdo monoécitos mais do que neutréfilos, sendo os ultimos
considerados as células hospedeiras principais para H. canis. Segundo Murata et al. (1993b),
os leucocitos parasitados sdo mondcitos ou neutréfilos que perderam suas caracteristicas
tipicas. A merogonia do H. americanum ocorre primariamente entre as fibras dos musculos
estriados (CUMMINGS, 2001; EWING; PANCIERA, 2003).

Trabalhos apontam ser o Amblyomma maculatum o principal hospedeiro definitivo
para o parasito (EWING; PANCIERA, 2003; CUMMINGS et al., 2005; JOHNSON et al.,
2008) enquanto os ixodideos R. sanguineos, Dermatocentor variabilis e o Amblyomma
americanum, inoculados experimentalmente, foram refratarios a infeccio (EWING;

PACIERA, 2003).
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Os principais sintomas apresentados por caes infectados com H. americanum sio
febre, dores generalizadas, mialgia, hipotrofia muscular, descarga ocular mucopurulenta
depressao e relutancia em deambular. (EWING; PANCIERA, 2003; LITTLE et al., 2009).

Em relacdo ao diagndstico das hepatozoonoses, a observacdo de gametocitos no
interior de leucoOcitos em extensdes sanguineas ¢ método diagndstico de rotina nos
laboratérios para a deteccdo da infec¢do causada pelo H. canis (ALMOSNY et al., 2002;
GONEN et al., 2004; EIRAS et al., 2007). Gametdcitos sao encontrados no citoplasma de
neutrofilos e raramente em monocitos, sendo de formato elipsdide e medindo
aproximadamente 11um x 4um. Merontes sdo detectados pela citologia e histopatologia de
orgaos hemolinfaticos infectados (GONEN et al., 2004). Entretanto, a anélise morfolégica dos
mesmos nao possibilita a diferenciagao das diferentes espécies de Hepatozoon existentes, pois
a morfologia dos gametocitos encontrados pode variar em fungdo da espécie hospedeira e
também da espécie de Hepatozoon encontrada (WANER et al., 1994).

Na hepatozoonose causada pelo H. americanum, o animal apresenta profunda
neutrofilia, porém ndo se observam parasitos nos leucdcitos. Devido a isso, o diagnostico
deve ser complementado com exame histologico (CRAIG; JONES; NORDGREN, 1984),
sendo baseado na detec¢do de patdgenos pela bidpsia da musculatura esquelética (CRAIG,
JONES, NORDGREN, 1984).

O uso de testes soroldgicos para a deteccdo de anticorpos anti-Hepatozoon em caes
cronicos com aparasitemia ou com baixa parasitemia, pode ser benéfico, uma vez que a
deteccao de parasitos pelo esfregago se torna dificil nesses casos. A sorologia ¢ também
eficiente nos casos em que o estagio de infeccdo € recente, quando os sinais clinicos sdo
suspeitos, mas ndo se observa parasitemia (SHKAP et al., 1994; BANETH et al., 1998;
MATHEW et al., 2001).

A reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido usada em estudos
epidemioldgicos em Israel (BANETH et al., 1997) e Turquia (KARANGENC et al., 2006). O
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando antigenos de esporozoitos derivados
de carrapatos A. maculatum, tem sido utilizado para deteccdo de anticorpos contra H.
americanum ¢ H. canis (GONEN et al., 2004).

A RIFI detecta anticorpos reativos com antigenos do parasito fora da membrana,
enquanto o ELISA detecta anticorpos de antigenos soltveis totais do parasito (GONEN et al.,
2004).

Recentemente, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e analise de sequéncias tém

sido utilizadas para diagnostico da infec¢do e especificacdo dos isolados, respectivamente

28



(INOKUMA et al., 2002; RUBINI et al., 2005; SAKUMA et al., 2009). A principal vantagem
do uso de técnicas moleculares ¢ a alta sensibilidade e especificidade para a deteccdo dos
alvos patogénicos, tanto em sangue periférico, quanto em vetores artropodes (INOKUMA et
al., 2002; CRIADO-FORNELIO et al., 2003; RUBINI et al., 2005).

Baseado no que foi exposto, a hepatozoonose canina, doenca transmitida por
carrapatos, possui carater cosmopolita. Atualmente, vem adquirindo grande importancia na
Medicina Veterinaria como infeccdo emergente, ja que se observa aumento de casos no
cotidiano das clinicas.

Apesar dos avancos nos estudos sobre o parasito e a doenca, existem duvidas sobre o
comportamento em relacdo a biologia, patogenia, epidemiologia, sintomatologia e
diagnostico.

Em Minas Gerais, especificamente em Uberlandia, apesar da presenca de caes
parasitados e com manifestagdes clinicas da doenca, os trabalhos envolvendo o Hepatozoon
sp. sdo escassos devido ao carater ocasional dos diagnosticos no momento do exame clinico e
/ou laboratorial. Deve-se ressaltar que a doenga muitas vezes nao ¢ diagnosticada, passando
despercebida por estar associada a outras doengas mais estudadas e, portanto, de maior
conhecimento clinico.

Baseado nisso, faz-se necessario estudos que procurem elucidar algums
questionamentos existentes em torno do Hepatozoon sp., visando dar ao clinico veterindrio,
na sua rotina diaria, maior conhecimento sobre as caracteristicas comportamentais do parasito,

melhorando a confiabilidade do diagnoéstico e auxiliando na profilaxia e possivel tratamento.
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2 - Objetivos
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2.1 - GERAL

- Determinar a ocorréncia do Hepatozoon sp. utilizando o método de extensdo sanguinea em

caes naturalmente infectados procedentes da 4rea urbana de Uberlandia, Minas Gerais.

2.2 — ESPECIFICOS

- Comparar os animais positivos com as diferentes procedéncias dos mesmos (Hospital
Veterinario, Associagdo Protetora dos Animais (APA) e clinicas particulares);

- Associar a positividade com outras hemoparasitoses concomitantes;

- Associar a positividade com idade, sexo, raca e habitos dos caes;

- Avaliar clinicamente o animal, fazendo paralelo entre a positividade e os sinais clinicos
encontrados;

- Comparar a melhor metodologia de coleta (sangue capilar e sangue venoso) para o
diagnostico da doenga;

- Determinar o nivel de parasitemia nas extensdes sanguineas;

- Verificar a presenca de carrapatos, correlacionando a espécie do carrapato a infeccdo nos
caes;

- Identificar os oocistos do Hepatozoon presentes na hemocele dos carrapatos.
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3 - Material e Métodos

32



3.1 — Area onde foi realizado o estudo

O estudo foi realizado na cidade de Uberlandia, Estado de Minas Gerais, localizada na
macrorregido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, situada em latitude 18° 56’ 38” e
longitude 48° 18° 39”. A cidade apresenta unidade territorial total de 4.115,09 Km? clima
semitropical com invernos secos e verdes chuvosos apresentando temperatura média de 23°C

e indice pluviométrico de 1576,80 mm.
3.2 — Animais do estudo

No periodo compreendido entre agosto de 2008 a junho de 2009, foram avaliados 300
caes procedentes da area urbana do municipio de Uberlandia, sendo 120 (40%) procedentes
do atendimento no Hospital Veterinario, 80 (26,7%) de clinicas particulares e 100 (33,3%) da
APA, por esta estar localizada no perimetro urbano e abrigar caes errantes capturados em via
publica. O numero de animais foi estabelecido a partir de dados de outras pesquisas realizadas
em regides do Brasil. Apos realizado o presente estudo e verificada a ocorréncia da infecgao,
calculou-se o erro da estimativa da proporcao (Vieira, 2008) chegando-se ao resultado de
0,09% demonstrando que o erro era baixo e a amostra suficiente.

No Hospital Veterinario e clinicas particulares os animais foram divididos em quatro
faixas etarias sendo essas entre zero € um ano, de um a dois anos, entre dois € oito anos e
acima de oito anos de idade. Devido a dificuldade de se estimar a idade exata dos caes
procedentes da APA, esses foram divididos em filhotes e adultos baseado no padrio de
dentic¢ao descrito por Dyce et al. (1996).

Independente do motivo, todos os animais atendidos no Hospital Veterinario e clinicas
particulares foram submetidos a exame clinico completo, realizado pelo médico veterinario
responsavel pelo plantdo. Foi aferida temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratdria,
observada a coloracdo das mucosas oral e nasal, realizada palpagdo de linfonodos, bacgo,
figado e rins, seguindo critérios semiologicos de exame e de contengdo. Nos caes da APA, o
exame clinico foi realizado pela pesquisadora, médica veterinaria, e, devido as dificuldades
existentes na estrutura do local, somente observacao da coloracdo das mucosas e palpacao de
linfonodos, bacgo, figado e rins, foram realizadas.

Durante o contato e atendimento dos animais, os proprietarios foram informados sobre
0 objetivo e a execucdo da pesquisa, fornecendo o consentimento (Anexo I) para a coleta das

amostras de sangue.
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As informacdes sobre idade, género, raca e sinais clinicos apresentados pelos animais,
foram registrados em protocolo individual.

Visando relacionar a infecgdo com alguns dados, foi elaborado questiondrio
investigativo direcionado aos proprietarios dos animais atendidos no Hospital Veterinario e
clinicas particulares, contendo perguntas relacionadas a habitos e padrdo de moradia dos caes,
sintomas apresentados relatados pelos proprietarios, contato com outros animais € se 0s

mesmos conviviam e dividiam o mesmo ambiente (Anexo II).

3.3- Coleta de sangue e preparo de extensdes sanguineas

De cada cdo foram coletadas amostras sanguineas dos vasos marginais da orelha
utilizando-se agulhas descartaveis, sendo as extensdes sanguineas confeccionadas
imediatamente ap6és a coleta. Também foram obtidos dois mililitros (mL) de sangue pela
venipuncdo da cefalica ou radial, usando tubos a véacuo estéreis (Vacutainer), previamente
identificados e contendo como anticoagulante 0,1 mL de acido etilenodiaminotetracético sal
tripotassico (EDTA K3) em solucdo a 10%. O sangue foi homogeneizado e uma gota da
amostra foi depositada em lamina para a confeccdo das extensdes sanguineas. Foram
confeccionadas uma extensdo de sangue capilar e uma extensdo de sangue venoso de cada
animal.

As extensoes foram fixadas e coradas pelo método de May Grunwald—Giemsa (MGGQG)
como descrito por Ferreira Neto et al. (1982) no qual foi depositado sobre a lamina o fixador
May Gruenwald deixando-o agir por trés minutos para a sua fixa¢do. Logo em seguida, foi
colocada igual quantidade de dgua destilada deixando-a agir por dois minutos. O liquido foi
entdo derramado e, com o auxilio de uma pipeta, foi colocado o corante Giemsa na seguinte
diluicao: uma gota de corante para ImL de agua destilada, deixando-o agir por 15 a 30
minutos. Apds esses procedimentos, as laminas foram lavadas em agua e secadas em
temperatura ambiente e observadas em microscopia de luz com objetiva de 100x para
determinagdo da positividade para o Hepatozoon sp. e outros hemoparasitos, quando
encontrados.

O nivel de parasitemia foi determinado diretamente nas extensdes, onde foram
contados neutrdfilos e mondcitos parasitados por gametocitos de Hepatozoon sp. em um total
de 200 leucécitos. As extensdes foram analisadas por duas pessoas treinadas, na tentativa de

dar maior fidedignidade aos resultados.
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Todo procedimento foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital

Veterinario da FAMEV-UFU.

3.4 - Identificacao e analise da hemolinfa em carrapatos

No momento da consulta e/ou da coleta das amostras sanguineas, foi realizado exame
de inspecao, a fim de se verificar presenca de carrapatos. Nos cdes que apresentavam
infestacdo, os ectoparasitos foram coletados, procurando-se obter as formas evolutivas
adultas. Os carrapatos foram colocados em frascos identificados com o nimero do animal e
levados para o laboratério de Parasitologia da UFU. A identificacdo em relagdo ao género
e/ou espécie, foi realizada com base na chave dicotomica, desenvolvida por Aragdo e Fonseca
(1961).

Ap6s a identificagdo, o Capitulo de cada carrapato foi removido e o Idiossoma foi
levemente comprimido para forgar a saida da hemolinfa. Para a analise da possivel presenga
de oocistos, esfregacos dessa hemolinfa foram preparados e corados pelo método de May
Grunwald-Giemsa como descrito anteriormente e examinados em microscopia de luz em
objetiva de 100x (Baneth et al., 2001). Para cada carrapato foram confeccionadas duas
laminas, sendo essas analisadas por duas pessoas treinadas, na tentativa de dar maior

fidedignidade aos resultados.

3.5 - Comité de Etica para Utilizacio Animal

O projeto foi enviado ao Comité de Etica para Utilizagdo Animal (CEUA) e aprovado,
estando registrado sob protocolo n® 038/08 (Anexo III).

3.6 - Analise estatistica

Para andlise da ocorréncia da infeccdo e de dados como idade, género e raca bem
como caracteristicas comportamentais relacionadas a parasitose, foi utilizado o teste ndo
paramétrico Binomial considerando nivel de significancia de 5%. Na associacdo de duas
proporcoes foi utilizado o teste Qui-quadrado com nivel de significincia de 5%. Para as
variaveis correspondentes aos sinais clinicos e sintomas foi utilizada a estatistica descritiva.

As andlises foram realizadas pelo programa BIO ESTAT 4.0 (AYRES et al., 2005).
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4 — Resultados
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4.1- Caracterizacio dos animais de estudo

Dentre os animais procendentes do Hospital Veterinario e clinicas particulares que
participaram do estudo, 47 (23,5%) tinham entre zero e um ano, 18 (9%) entre um e dois anos,
83 (41,5%) entre dois e oito anos e 52 (26%) acima de oito anos de idade. Em relagdo aos
animais da APA, 30 (30%) eram filhotes e 70 (70%) adultos.

Do total de animais que participaram do estudo, 180 (60%) eram fémeas e 120 (40%)
machos. Em relacdo a raga, 159 animais (53%) eram mesticos e 141 (47%) de racgas, tais
como Beagle, Border Collie, Boxer, Buldog Inglés, Bull Terrier, Chihaua, Chow Chow,
Coker Spaniel, Dachshund, Doberman, Fila, Labrador, Lhasa Apso, Maltés, Pastor Alemao,
Pinscher, Pitt Bull, Poodle, Pug, Rottweiler, Shinauzer, Shitzu e York Shire.

4.2 - Ocorréncia de Hepatozoon sp.

Do total de animais que participaram do estudo (n = 300), 23 (7,66%) foram positivos

para Hepatozoon sp. pela observagdo de gametdceitos no interior de mondcitos e neutrofilos,

utilizando-se a técnica de extensdo sanguinea. (Figura 1).

FIGURA 1. Gametécito de Hepatozoon sp. observado em lamina de extensdo sanguinea
corada pelo método de May-Grunwald-Giemsa de cdo procedente da area urbana de
Uberlandia - MG.
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Dentre os animais avaliados procedentes do Hospital Veterindrio (n = 120), Clinicas
particulares (n = 80) e APA (n =100), seis animais (5,00%), um (1,25%) e 16 (16,00%) foram
positivos para Hepatozoon sp. respectivamente. A andlise estatistica apontou diferenca
significante entre os animais positivos da APA em relagdo aos animais do Hospital

Veterinario e clinica particular (p < 0,05), como mostrado na tabela 1.

TABELA 1. Ocorréncia do Hepatozoon sp. em caes naturalmente infectados de trés
diferentes procedéncias da area urbana de Uberlandia — MG, pesquisadas de agosto de 2008 a

junho de 2009.

Procedéncia N° de animais Positivos para %
pesquisados Hepatozoon sp.

Hospital Veterinario 120 6® 5,00

Clinica particular 80 1@ 1,25

APA 100 16 ® 16,00

Total 300 23 7,66

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenga estatisticamente significante (p<
0,05). Teste da Binomial

Na analise das extensdes sanguineas dos 23 animais positivos para Hepatozoon sp., em
oito (34,79%) foram encontrados outros hemoparasitos, tais como Ehrlichia sp. e Babesia sp..
(Tabela 2).

TABELA 2. Ocorréncia de Hepatozoon sp. em caes naturalmente infectados em associagado

com outros hematozoarios, Uberlandia-MG, de agosto de 2008 a junho de 2009.

Hemoparasitos N° de animais %
positivos

Hepatozoon sp. 15® 65,21

Hepatozoon sp. + outros hemoparasitos g ® 34,79

Total 23 100

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenga estatisticamente significante (p<
0,05). Teste da Binomial.
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4.3 — Caracterizacdo dos animais positivos

Dentre os animais positivos procedentes do Hospital Veterindrio e Clinicas

particulares (n=7), a faixa etaria com maior prevaléncia foi de zero a um ano, totalizando

quatro animais (8,51%). Observou-se diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre os

caes na faixa etaria de zero a um ano quando comparados a faixa etaria de um a dois anos e

dois a oito anos. Nao se observou diferenca significante (p>0,05) entre os animais de zero a

um ano em relacao aos caes acima de oito anos como mostra a tabela 3.

TABELA 3. Ocorréncia de Hepatozoon sp. em caes naturalmente infectados procedentes do

Hospital Veterinario e clinica particular da area urbana de Uberlandia- MG, de acordo com a

faixa etaria, pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

Faixa etaria N° de animais N° de animais %
avaliados infectados

0-1 47 4 ® 8,51

1-2 18 o® 0

2-8 83 1© 1,20

> 8 52 2 @ 3,84

Total 200 7 3,50

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca estatisticamente significante(p<
0,05). Teste da Binomial.

Dos 16 caes infectados procedentes da APA, um (3,33%) era filhote e 15 (21,43%)

eram adultos. Os resultados mostraram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre

os dois grupos avaliados. (Tabela 4).
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TABELA 4. Ocorréncia de Hepatozoon sp. em cdes naturalmente infectados procedentes da
APA localizada na éarea urbana de Uberlandia- MG, em relacdo ao estagio da vida,

pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

Estagio da vida N° de animais N° de animais %
avaliados Infectados

Filhote 30 1@ 3,33

Adulto 70 15® 21,43

Total 100 16 16

Letras mintsculas diferentes na coluna indicam diferenca estatisticamente significante (p<
0,05). Teste binomial p = 0,0237

Em relagdo ao género dos animais positivos para Hepatozoon sp., 18 (10%) eram
fémeas e 5 (4,16%) machos, ndo havendo diferenca estatisticamente significante na

comparacao (p >0,05). (Tabela 5).

TABELA 5. Ocorréncia de Hepatozoon sp.em caes naturalmente infectados na area urbana de

Uberlandia- MG, em relagdo ao género, pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

Género N° de animais N° de infectados %
avaliados

Fémea 180 18@ 10,00

Macho 120 5@ 4,16

Total 300 23 7,66

Teste da binomial p=0,0628
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Como mostra a tabela 6, dentre os animais mesticos (n = 159) e de racas (n = 141)
avaliados, 20 (12,57%) e trés (2,12%) foram positivos para Hepatozoon sp. respectivamente,
sendo observada diferenca estatisticamente significante na comparacao dos dois grupos (p <

0,05).

TABELA 6. Ocorréncia de Hepatozoon sp. em caes naturalmente infectados na area urbana

de Uberlandia- MG, de acordo com a raga, pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

Racga N° de animais Numero de animais (%)

avaliados infectados por

Hepatozoon sp.

SRD 159 20® 12,57
Ragcas (Pinscher, Pit 141 3® 2,12
Bull e Border
Collie)
Total 300 23 7,66

Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa (p< 0,05).
Teste da Binomial

Todos os animais procedentes do Hospital Veterinario e clinicas particulares foram
avaliados pelo exame fisico geral.

As principais alteragdes observadas foram aumento da freqiiéncia cardiaca, mucosas
oral e nasal hipocoradas, linfonodos submandibulares, pré escapulares e popliteos

aumentados, secrecdo ocular serosa, sensibilidade renal e esplenomegalia (Tabela 7).
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TABELA 7- Principais alteragdes clinicas observadas pelo exame fisico geral nos caes
naturalmente infectados por Hepatozoon sp. procedentes do Hospital Veterinario e clinicas

particulares na area urbana de Uberlandia-MG, de agosto de 2008 a junho de 2009.

Alteracoes observadas na Numero de animais (%)

avaliacao clinica

Aumento da freqiiéncia cardiaca 1 14,28
Mucosas hipocoradas 3 42,85
Linfonodos aumentados 2 28,57
Secrecao ocular 1 14,28
Sensibilidade renal 3 42,85
Esplenomegalia 1 14,28

Em relagdo aos animais procedentes da APA, as principais alteragdes clinicas
observadas foram mucosas orais e oculares hipocoradas, linfonodos submandibulares e

popliteos aumentados, secrecao ocular serosa, secrecdes nasais e esplenomegalia (Tabela 8).

TABELA 8. Principais alteragdes clinicas observadas em animais naturalmente infectados
por Hepatozoon sp. procedentes da APA na drea urbana de Uberlandia-MG, de agosto de
2008 a junho de 2009.

Alteracoes observadas na  Numero de animais (%)

avaliacao clinica

Mucosas hipocoradas 7 43,75
Aumento dos linfonodos 9 56,25
Secre¢ao ocular 5 31,25
Secrecao nasal 2 12,5

Esplenomegalia 3 18,75
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4.3.1- Analise do questionario aplicado aos proprietarios

Os proprietarios dos sete animais infectados atendidos no Hospital Veterinario e
clinica particular relataram alguns sintomas que os animais apresentavam, mas que nao foram
observados no momento da consulta realizada pelo médico veterinario.

Dentre os sintomas mencionados, um animal (14,28%) apresentou diarréia dois dias
anteriores a consulta, um (14,28%) nao defecava ha trés dias, dois (28,57%) apresentavam

apetite diminuido, um (14,28%) vOmitos e um animal (14,28%) emagrecimento (Tabela 9).

TABELA 9- Principais sintomas relatados pelos proprietarios dos animais positivos para
Hepatozoon sp. procedentes do Hospital Veterinario e clinica particular, da area urbana de

Uberlandia-MG, de agosto de 2008 a junho de 2009.

Sintomas relatados Numero de animais com (%)

os sintomas

Diarréia 1 14,28
Obstipagao intestinal 1 14,28
Apetite diminuido 2 28,57
Vomitos 1 14,28
Emagrecimento 1 14,28

Na tabela 10 estao listados os locais de acesso dos caes infectados por Hepatozoon sp..
procedentes do Hospital Veterinario e clinica particular.
Como pode ser observado, dentre todos os animais infectados (n = 7), trés (42,85%)

passeavam freqiientemente nas proximidades dos locais onde moravam, entretanto sem acesso
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a pragas, lotes, fazendas ou chéacaras. Trés caes (42,85%) tinham passeios freqiientes a rua
sem acesso a pragas ou lotes, porém, frequentemente eram levados a fazenda. Um animal
(14,3%) permanecia somente no domicilio ndo tendo acesso a nenhum outro local. A analise
dos dados nao revelou diferenca estatisticamente significante (p > 0,05) entre os locais de
acesso desses animais.

Todos os animais acima citados moravam em casas € apenas quatro deles tinham

contato com outros caes.

TABELA 10- Locais de acesso dos animais positivos para Hepatozoon sp. procedentes do

Hospital Veterinario e clinica particular, da area urbana de Uberlandia-MG.

Acesso dos animais Nuimero de animais %
Rua 3@ 42,85
Rua e fazenda 3@ 42,85
Nenhum 1@ 14,3
Total 7® 100

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (p< 0,05).
Teste da Binomial.

4.4 - Comparacao entre metodologias de coleta sanguinea

Para cada animal, foram realizadas extensdes sanguineas com sangue obtido pela
pun¢do venosa e de capilares sanguineos com intuito de se comparar as metodologias de
coleta sanguinea.

Dos 23 cdes diagnosticados com Hepatozoon sp., nove (3,00%) demonstraram
positividade somente pela extensdo sanguinea utilizando sangue capilar, dois (0,66%) apenas
pelo sangue venoso e 12 (4,00%) foram positivos pelos dois métodos realizados. Nao houve

diferenca estatisticamente significante entre as duas técnicas empregadas. (Tabela 11)
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TABELA 11. Comparacdo das extensoes sanguineas realizadas com sangue venoso e capilar
para deteccdo de Hepatozoon sp. em cdes naturalmente infectados de areas urbanas de

Uberlandia-MG, pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009

Sangue capilar Sangue Venoso Total
Positivo (%) Negativo (%)
Positivo 12 4,00 9 3,00 21
Negativo 2 0,66 277 92,33 279
Total 14 4,67 286 95,33 300

Teste da Binomial p = 0,2227

4.5 - Avaliacdo do nivel de parasitemia nas extensdes sanguineas positivas para

Hepatozoon sp.

Na avalia¢do do nivel de parasitemia das extensdes sanguineas, observou-se que essa
variou de um a 20 gametocitos em 200 leucocitos analisados, sendo os maiores niveis
encontrados em caes procedentes da APA (Gréaficos 1 e 2).

Em 18 animais (78,26%) o nivel de parasitemia observado nas extensdes
confeccionadas com sangue de capilares, foi significativamente maior quando comparado as
extensdes confeccionadas com sangue venoso (p< 0,05). Em dois animais (8,7%), o nivel de
parasitemia foi maior nas extensdes sanguineas de sangue venoso em relacdo aquelas de
sangue capilar e em trés (13,04%), o nivel de parasitemia foi igual nos dois tipos de extensoes

(Gréaficos 1 e 2)
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GRAFICO 1 —Niveis de parasitemia determinadas em 200 neutrofilos/mondcitos em
extensdoes de sangue capilar e venoso dos sete animais positivos para Hepatozoon sp.
procedentes do Hospital Veterinario (caes 1-6) e clinica particular (cdo = 7), da area urbana de
Uberlandia- MG, de agosto de 2008 a junho de 2009. *HV= Hospital Veterinario; CP=
Clinica particular.
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GRAFICO 2 — Niveis de parasitemia determinadas em 200 neutréfilos/mondcitos em
extensdoes de sangue capilar e venoso, dos 16 animais positivos para Hepatozoon sp.
procedentes da APA na area urbana de Uberlandia- MG, de agosto de 2008 a junho de 2009.
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4.6 - Analise quanto a presenca de carrapatos

Os caes que participaram do estudo (n=300) foram avaliados quanto a presenca de
carrapatos, sendo esses coletados, identificados e analisados para a verificacdo de formas
evolutivas do Hepatozoon sp. e de outros hemoparasitos em suas hemoceles.

Em 78 cdes (26%) foram encontrados carrapatos, sendo todos da espécie
Rhipicephalus sanguineus, de acordo com critérios baseados na chave dicotdmica
desenvolvida por Aragdo e Fonseca (1961).

Dentre os animais infestados com carrapato, 19 (15,83%) foram atendidos no Hospital
Veterinario, quatro (5,00%) em clinicas particulares e 55 (55,00%) na APA, com diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) (Tabelal2).

TABELA 12. Freqiliéncia de carrapatos encontrados em caes nas trés diferentes procedéncias

da area urbana de Uberlandia - MG, pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

Procedéncia N° animais avaliados N° animais infestados (%)
por R. sanguineus

Hospital Veterinario 120 19® 15,83

Clinicas Particulares 80 4® 5,00

APA 100 55 55,00

Total 300 78 26,00

Letras minusculas diferentes na linha indicam diferenca estatisticamente significante (p<

0,05). Teste da Binomial

Em relagdo aos animais infectados com Hepatozoon sp., 10 (43,5%) tinham carrapatos
no momento da coleta das amostras sanguineas, ndo evidenciando associacao estatisticamente

significante entre os animais positivos para infeccdo e infestados por R. sanguineus (Tabela

13).
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TABELA 13. Comparagdo entre infestagdo por carrapatos Rhipicephalus sanguineus e
animais positivos para Hepatozoon sp. procedentes de areas urbanas de Uberlandia-MG,

pesquisadas de agosto de 2008 a junho de 2009.

R. sanguineus Hepatozoon sp. Total
Animais (%) Animais (%)
positivos negativos
Animais 10 3,30 68 22,70 78
infestados
Animais ndo 13 4,30 209 69,70 222
infestados
Total 23 7,60 277 92,40 300
y2=0, 0816

Nao foram encontradas formas evolutivas do Hepatozoon sp. na analise da hemolinfa

dos carrapatos coletados.
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5 - Discussao
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Os aspectos epidemioldgicos da hepatozoonose canina dependem de fatores inerentes
a cada regido geografica onde o protozoario ¢ observado parasitando os cdes. No Brasil, a
prevaléncia da infecgdo varia em diferentes regides e estudos mostram que em areas urbanas
essa se encontra em menor propor¢ao quando comparadas a areas rurais. O parasito, muitas
vezes, ¢ diagnosticado ocasionalmente durante exames laboratoriais (MUNDIM et al., 1994;
GONDIM et al., 1998).

A presenga do Hepatozoon sp. nos caes avaliados nesse estudo corrobora com a
pesquisa de Mundim et al. (2008), que relataram o parasito na regido de Uberlandia em estudo
retrospectivo dos anos de 1995 a 2005, em 115 cdes que foram diagnosticados
laboratorialmente por exames de rotina.

No presente estudo, o nimero de animais parasitados, foi semelhante ao resultado
encontrado por O’Dwyer et al. (2004) em caes da area urbana de outra regido brasileira, que
encontraram em levantamento de prevaléncia, 5,9% de caes parasitados, quando utilizado o
método de extensdo sanguinea.

Apesar de o presente estudo relatar dados de caes de areas urbanas, a maioria dos
trabalhos relata a infeccdo em animais procedentes de areas rurais, observando indices de
prevaléncia elevados nessas areas. O’Dwyer et al. (2001), Rubini et al. (2008) e Spolidorio et
al. (2009) demonstraram prevaléncias de 39,2, 53,3%, e 58,7% respectivamente, nessas areas.

No mundo, essa parasitose foi detectada, independente da area (urbana ou rural), na
Turquia com prevaléncia de 25,8% (KARAGENC et al., 2006) e Croacia com 11,8% dos caes
infectados (VOJTA et al., 2009). Em Israel, a prevaléncia desse agente variou de 1% (Baneth
et al.,, 1996) a 22% (EZEOKOLI et al., 1983). Em outros paises a infeccdo de caes por
Hepatozoon sp. também foi relatada no Japdo (INOKUMA et al., 2002), Buenos Aires
(EIRAS et al., 2007) e Italia (MARCHETTI et al., 2009).

Nas areas urbanas o parasitismo ¢ menos prevalente, possivelmente, devido ao menor
contato dos cdes com o vetor e com outros animais de diferentes espécies.

Os achados observados em diferentes pesquisas apresentam resultados varidveis
devido a diferenca na metodologia de diagnostico, nimero amostral, localizacao geografica e
procedéncia dos animais (zona rural ou urbana). De acordo com Vincent-Johnson et al. (1997)
e Karagenc et al. (2006) o método direto por extensdo sanguinea ¢ bom, por ser de facil
execugdo e baixo custo. Porém, pode levar a resultados falsos negativos pela inexperiéncia
técnica do examinador ou devido ao fato de alguns gametdcitos se perderem durante o
processamento laboratorial. Paludo et al. (2003) comentaram que a auséncia de gametdcitos

nas extensdes sanguineas pode também ocorrer pelo fato do parasito estar na forma tecidual
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no momento da coleta da amostra sanguinea. Nesse estudo foram confeccionadas duas
laminas de cada animal, sendo essas analisadas por duas pessoas diferentes e treinadas, na
tentativa de minimizar falsos resultados.

No presente estudo, a ocorréncia de cdes positivos observada na APA foi maior
quando comparada com o Hospital Veterinario e clinicas particulares, possivelmente, pelo
grande nimero de animais no mesmo ambiente e, pela falta de controle das infestagdes de
carrapatos, fatores estes que facilitam a transmissdo do ectoparasita de um cdo a outro,
possibilitando o aumento da infeccao pelo Hepatozoon sp. (ALMOSNY et al.,, 2002;
BANETH et al., 2003). Resultado semelhante foi encontrado por Paludo et al. (2003), que
avaliaram 30 cdes de um abrigo localizado na regido urbana de Brasilia, e observaram que 22
(73,3%) estavam infectados pelo protozoario sugerindo que em Brasilia a doenga pode ser
considerada endémica. Gal et al. (2007) destacam que fatores ambientais, tais como abrigos
de caes, canis e “pet shops” onde se encontram varios animais no mesmo ambiente, podem
aumentar a exposi¢cdo desses animais aos patégenos causando diversas doengas nos mesmos.
Deve-se salientar que os animais deste estudo provenientes da APA sdo caes errantes, que
tém, facilmente, acesso a bairros da periferia da cidade onde o contato com animais ou vetores
da area rural pode acontecer.

Dentre outras condigdes que predispdoem o desenvolvimento da hepatozoonose,
encontra-se a infec¢do concomitante com outros agentes infecciosos (BANETH; WEIGLER,
1997). Hepatozoon sp. ¢ frequentemente encontrado em associagdo a outras parasitoses,
especialmente hematozoarios como FEhrlichia sp. € Babesia sp. (MUNDIM et al., 2002;
O’DWYER et al., 2001; YABSLEY et al., 2008). No presente estudo esses hemoparasitos
foram encontrados em associacdo ao Hepatozoon sp. De acordo com Mundim et al. (2008), a
infec¢do por Hepatozoon sp. associado a Ehrlichia e Babesia esta relacionada a presenca do
vetor, o carrapato R. sanguineus, que também ¢ o transmissor desses hemoparasitos.
Mylonakis et al. (2005) afirmaram que E. canis e H. canis sdo patogenos do sistema
hemolinféatico e, apesar da E. canis ser usualmente considerada indutora de doenca mais
grave, torna-se dificil separar as manifestacdes clinicas entre as parasitoses. Outras parasitoses
como dirofilariose, cinomose, leishmaniose, demodicose, haemobartonelose, toxoplasmose,
parvovirose e verminoses t€m sido detectadas associadas ao Hepatozoon sp. ocasionando
doenca mais grave e as vezes fatal (MUNDIM et al., 2002). Gal et al. (2007) ressaltam que,
infeccdes concomitantes com hemoparasitos ou com Giardia spp., Isospora spp., €

Diphylidium caninum, podem agravar a doenga, principalmente em animais jovens que nao
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possuem reserva nutricional para adaptar-se a uma grande carga parasitaria, levando a sérias
complicacdes gastrointestinais e hematoldgicas.

A hepatozoonose pode acometer caes de todas as idades, embora, seja mais prevalente
em animais jovens (MUNDIM et al., 1994; MUNDIM et al., 2008). Nesse estudo, em quase
todas as faixas etarias foram encontrados animais positivos, com a maior ocorréncia nos caes
com menos de um ano, sendo esses achados semelhantes aos de Ezeokoli et al. (1983),
Mundim et al. (1994), Baneth; Weigler (1997) e O’Dwyer et al. (2001). De acordo com Gal et
al. (2007), filhotes possuem um sistema imunoldgico imaturo, sendo predispostos a infec¢des
pela exposicdo ambiental e contato com cades adultos parasitados. O’Dwyer et al. (2001)
afirmaram que a hepatozoonose ¢ doenca de parasitemia intermitente, podendo infectar caes
de todas as idades, entretanto, algumas pesquisas encontraram maior ocorréncia em animais
jovens, possivelmente, porque esses estavam na fase aguda da doenga quando maior niumero
de gametocitos podem ser detectados no sangue periférico. Nos cdes procedentes da APA, a
maior ocorréncia da infeccdo foi observada nos animais adultos (93,75%), sendo,
provavelmente, devido ao maior contato entre esses caes que ficam aglomerados, facilitando a
transmissao dos ectoparasitos entre eles.

Nessa pesquisa, o sexo ndo influenciou na infec¢do, corroborando com Beaufils e
Martin-Granel (1988) os quais relataram que a infec¢do pode ocorrer independente do sexo
dos animais. Entretanto, esses resultados ndo corroboram com Gavazza et al. (2003) e
Mundim et al. (2008) os quais encontraram infec¢do significativamente maior em caes
machos. Mundim et al. (2008) comentaram que esse resultado poderia estar relacionado a
maior exposicdo dos machos aos carrapatos, vetores da doenca, devido a habitos
comportamentais desses animais.

A raga parece nao influenciar para maior predisposi¢ao a infec¢do, embora alguns
autores afirmam que a frequéncia ¢ maior em caes de caca ou guarda, provavelmente devido
ao modo de vida, as caracteristicas comportamentais e maior probabilidade do contato desses
animais com o carrapato (MURATA et al., 1993; HERVAS et al., 1995; MUNDIM et al.,
2008). No presente estudo, o0 maior numero de animais com a infec¢do era mestico. Esse
resultado se deve, provavelmente, pelo fato de que na APA, os caes eram sem raga definida.

Os sinais clinicos observados nos animais infectados neste estudo foram semelhantes
aos achados observados por outros autores (BANETH; WEIGLER, 1997; GONDIM et al.,
1998; PALUDO et al., 2003; MYLONAKIS et al., 2005, MUNDIM et al., 2008), ocorrendo
manifestagdes clinicas de forma branda, sendo as mais prevalentes, mucosas hipocoradas e

aumento dos linfonodos.
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De acordo com Baneth et al. (2003), Paludo et al. (2003) ¢ Mundim et al. (2008) os
sinais clinicos na doenca causada pelo H. canis s3o varidveis, apresentando desde casos
assintomaticos, que ¢ a forma mais comum, ocorrendo em 70 a 80% dos animais infectados,
até a forma de doenga grave. A gravidade da doenca esté relacionada ao nivel de parasitemia e
a presenca de infec¢des concomitantes (O’DWYER et al., 2001). Determinadas doengas como
a cinomose e ehrlichiose, em associacdo ao Hepatozoon sp., levam a exacerbagdo dos sinais
clinicos devido a imunossupressao (VOYODA et al., 2004). Karagenc et al. (2006) em estudo
realizado na Turquia, observaram animais positivos para H. canis com parasitemia variando
de baixa a alta e relataram que a maioria desses, tiveram a forma assintomatica da doencga e
um pequeno numero, com parasitemia em torno de 39%, apresentaram sintomas graves. Os
autores afirmaram que os animais com sintomas apresentavam-se infectados com outros
patogenos como Anaplasma platys, A. phagocytophilia, Ehrlichia canis, Babesia canis ¢
Leishmania spp. Baneth et al. (2003) e Voyvoda et al. (2004) relataram que, a alta parasitemia
na hepatozoonose, pode estar relacionado ao maior nimero de merontes teciduais,
ocasionando a maior demanda e consumo de nutrientes pelos tecidos do hospedeiro,
consequentemente causando lesdes musculares, extrema perda de peso e caquexia. De acordo
com esses autores, a febre e a dor nesses casos de hepatozoonose, pode ser conseqiiéncia de
uma infiltragdo de células inflamatoérias nos musculos que ocorre quando 0s merozoitos sao
liberados dos esquizontes. Em outro estudo, na Itdlia, Marchetti et al. (2009) relataram a
doenga em um cao, infectado por H. canis, com sintomas tipicos da hepatozoonose americana.
O animal apresentava além dos sintomas ja descritos, atrofia muscular difusa, dor, edema e
equimose em membro posterior direito, reagdo periosteal e fémur irregular a palpagdo. De
acordo com os autores, lesdes no esqueleto e sinais neuroldgicos ndo foram descritos
anteriormente com a infeccdo causada pelo H. canis, estando esses sintomas relacionados as
infec¢des pelo H. americanum, que acomete caes nos Estados Unidos. Deve-se ressaltar que
no presente estudo, os achados clinicos observados e o nivel de parasitemia condizem com a
infeccdo causada pelo H. canis, que ¢ a espécie descrita no Brasil (RUBINI et al., 2008;
SPOLIDORIO et al., 2009).

Outros fatores como locais de acesso dos animais e tipo de moradia podem exercer
papel fundamental na transmissdo do Hepatozoon sp. Assim, a transmissdo do parasito pode
estar relacionada as areas geograficas e as condi¢des de criagdo dos cdes (O’ DWYER et al,.
2001). No presente estudo, dentre os animais positivos procedentes do Hospital Veterinario e
clinicas particulares, trés (42,85%) iam frequentemente a fazenda e todos viviam em casas

com quintais. Caes que vao a 4areas rurais vivem soltos e t€ém livre acesso as matas e outros
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ambientes, onde diferentes espécies de animais silvestres e domésticos estao presentes. Nestas
condi¢des, podem ser infestados por diferentes espécies de carrapatos, podendo ser infectados
por diferentes agentes (RUBINI et al., 2008). Deve-se ressaltar que animais que vivem em
casas com quintais, quando comparados aos que vivem em apartamentos, correm maior risco
de serem parasitados por carrapatos e assim, adquirir doengas transmitidas por eles (SOARES
et al., 2006).

A observacao de gametocitos no interior de leucdcitos em extensdes sanguineas ¢
método diagnostico de rotina nos laboratérios para a detec¢ao da infec¢ao por Hepatozoon sp.
(EIRAS et al., 2007). Nesta pesquisa, ambas as extensdes utilizando sangue capilar e venoso,
foram adequadas para o diagndstico, porém, nas extensdes confeccionadas com sangue de
capilares, o nivel de parasitemia observado foi maior quando comparado as de sangue venoso,
aumentando a probabilidade de encontro do parasito, entretanto, a metodologia realizada com
sangue venoso ndo deve ser descartada. Esses resultados corroboram com os relatados por
Paludo et. al. (2003) e Rubini et al. (2008). A parasitemia na extensdo sanguinea periférica ¢
maior, porém, Rubini et al. (2008) relataram que ha maior probabilidade de deteccao dos
gametdcitos pela combinagdo dos dois tipos de extensdes.

O nivel de parasitemia nas extensdes encontrada neste estudo ¢ consistente com
achados de outros autores no Brasil, que relataram parasitemia variando entre 0,5 a 30%
(GONDIM et al., 1998; O'DWYER et al., 2001; PALUDO et al., 2003; MUNDIM et al.,
2008). O animal com maior nivel de parasitemia apresentava 10% de leucocitos parasitados.
Mundim et al. (2008), em estudo realizado no municipio de Uberlandia, observaram um
animal com 10% dos leucdcitos parasitados caracterizando-o como de média parasitemia. De
acordo com Baneth; Weigler (1997), uma alta parasitemia pode ser considerada quando se
observa 800 gametocitos de H. canis/pl de sangue. Por outro lado, a auséncia de parasitemia
em extensOes sanguineas nao indica auséncia de infec¢do, podendo esses animais serem
considerados falsos negativos (EIRAS et al., 2007). Baneth; Weigler (1997) enfatizam o
estado temporario de auséncia de parasitemia, em que o parasito se alberga nos Orgdos
viscerais no estagio de meronte.

Viérios estudos tém demonstrado as espécies transmissoras da doenga (BANETH et al.,
2001; FORLANO et al., 2005; RUBINI et al., 2008; RUBINI et al., 2009; SPOLIDORIO et
al., 2009). De acordo com Christopher, (1907), Christopher (1912) e Baneth et al., (2007), o
carrapato R. sanguineus ¢ considerado o vetor bioldgico responsavel pela transmissdao do H.
canis, principalmente em cdes de dreas urbanas e periurbanas. Este artropode ¢é

freqiientemente encontrado parasitando os hospedeiros ou sob formas de vida livre, escondido
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em frestras e buracos no ambiente onde o cdo vive, j4 que possui habitos nidicolas
(LABRUNA; CAMPOS PEREIRA, 2001). Entretanto, trabalhos experimentais realizados por
Forlano et al. (2005) e Rubini et al., (2009) demonstraram que a transmissao da parasitose
pode ocorrer também pelo Amblyomma ovale em caes procedentes de areas rurais. No
presente estudo, todos os ixodideos coletados eram da espécie R. sanguineus, que ¢ a mais
prevalente em areas urbanas do Brasil. Nao foi possivel observar associagdo entre animais
infectados com Hepatozoon sp. e infestados por carrapatos. O’Dwyer et al. (2001) em um
estudo realizado com caes de areas rurais, no Estado do Rio de Janeiro, constataram que
37,6% dos caes estavam infestados por carrapatos das espécies: R. sanguineus, A. cajennense,
A. ovale e A. aureolatum. Estes autores relataram associag@o positiva entre a infestagdo por A.
cajennense ¢ as infecgoes por H. canis, levando os autores a sugerirem que carrapatos dessa
espécie podem ser vetores potenciais da infec¢dao no Brasil.

Szabo et al. (2001) investigaram a taxa de infestagdo de carrapatos em caes de areas
urbanas e rurais, na regido de Franca, Estado de Sao Paulo. Os dados mostraram que 27,5%
dos cdes de areas urbanas estavam infestados exclusivamente por R. sanguineus, e 36,8% dos
caes de areas rurais estavam infestados por carrapatos de diferentes espécies, sendo que em
50% dos casos, a infestagdo ocorria também por R. sanguineus. De acordo com Labruna;
Campos Pereira (2001), casos como esses podem ocorrer quando cdes de areas rurais vivem
presos ou confinados em areas cercadas, similares as condi¢des de um ambiente urbano, o que
possibilita o estabelecimento de populagdes de R. sanguineus. Baseado nesses estudos pode-
se observar que diferentes vetores podem ser transmissores do Hepatozoon sp. para caes.

Atualmente, técnicas para pesquisa de oocistos de Hepatozoon sp. nos vetores siao
realizadas a partir da andlise da hemolinfa. Nessa pesquisa, ndo se encontrou oocistos na
hemolinfa dos carrapatos, possivelmente em funcao dos ixodideos ndo estarem infectados
devido a baixa taxa de infec¢do nos caes, haja vista que Baneth et al. (2001), utilizando a
mesma metodologia empregada no presente estudo, encontrou oocistos em 85% dos
carrapatos infectados pelo repasto sanguineo em um cao com a hepatozoonose, e em 61% dos
carrapatos que foram infectados pela injegdo percutdnea com sangue do mesmo cao,
demonstrando ser essa uma boa metodologia para esse fim. Porém, deve-se ressaltar que caes
naturalmente infectados apresentam parasitemia diferente de cdes experimentalmente

inoculados.
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Apartir da metodologia utilizada no presente estudo podemos concluir que:

- O Hepatozoon sp. esta presente infectando cdes da area urbana do municipio de
Uberlandia, apesar da ocorréncia encontrada ser baixa.

- Outros hemoparasitos como FEhrlichia sp. e Babesia sp. foram encontrados
parasitando os cdes em associagdo ao Hepatozoon sp., porém, em menor proporcao.

- A idade e a raga dos animais positivos para a parasitose foram associadas a infeccao,
entretanto, o sexo nao apresentou influéncia.

- As alteracdes clinicas e sintomas apresentados pelos animais positivos foram
compativeis aos relatados por outros pesquisadores.

- As extensdes sanguineas realizadas com sangue periférico detectaram maiores niveis
de parasitemia quando comparadas as extensdes de sangue venoso.

- Todos os carrapatos coletados eram da espécie Rhipicephalus sanguineus, entretanto,

ndo foram encontradas formas evolutivas do Hepatozoon sp. na hemolinfa desses carrapatos.
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8.1 - ANEXO1

Universidade Federal de Uberlandia

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Programa de Pés-graduagao em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Termo de consentimento

Eu, proprietario(a) do
animal autorizo a coleta de amostra de sangue do mesmo, para
fins de pesquisa, sendo essa intitulada ‘“Hepatozoon sp: ldentificacao e
avaliacao dos parametros epidemioldgicos e clinicos em cies de area urbana
do municipio de Uberlandia - MG”.

Responsavel: Profa. Dra. Marcia Cristina Cury
Laboratério de Parasitologia — UFU

Telefone: 3218-2198

Mestranda: Paula Virginia Gomes

Uberlandia, 2008
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8.2 - ANEXO II

I) Identificacido do animal: Data dacoleta /.

1) N° de identificacio:
2) Origem:

1- Hospital Veterinario ()
2- Clinica Particular ()
3- Associacao ()
8- NS ()
9-NR ()

3) Procedéncia do Animal:
3.1) Cidade de origem

1) Uberlandia( )

2) Outra () Qual:

/

0) NS ()
8) NA ()
9) NR ()

3.2) Bairro de origem

0-NS ()
4)Raca:
1-( ) SRD
2-( ) Poodle
3-( ) Cocker Spaniel
4-( ) Dachshund
5-( ) Pinscher
6-( ) Rottweiler
7-( ) Pitt Bull
8-( ) Pastor Alemao
9-( ) Outra
88- () Ndo Aplicavel
99- () Nao Respondeu

5) Idade (meses):
0-NS( )

5.1) Caso a idade seja desconhecida, o animal é:
1- Filhote ( )

2- Adulto ( )
0-NS ()
9-NR ()

6) Sexo: I-M( ) 2-F(C )
7) Pelagem:
1) Cor:

(
() Escura

() Caracteristica
( ) Néo aplicavel
(

7.
1-
2-
3-
8-
9- ( ) Nao Respondeu
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7.2) Comprimento do pelo:
1-( ) Longo

2-( ) Curto

8-( ) Nao Aplicavel

9- ( ) Nao Respondeu

8) Habitos:

8.1) Moradia:

1-( ) Casa

2-( ) Apartamento

3-( ) Fazenda, chécara ou sitio
4-( ) Imoveis Comerciais

5-( ) Nao domiciliado

6-( ) Outro
8-( ) Nédo Aplicavel
9-( ) Nao Respondeu

8.2) Locais de acesso do animal:

1- Sim
8.2a- Rua ()
8.2b- Chacara, sitio ou fazenda ()
8.2¢- Pragas publicas ()
8.2d- Lotes ()
8.2e- Outros ()

8.3)
1-( ) Sim

2-( ) Nao

8- ( ) Nao Aplicavel
9- ( ) Nao Respondeu

8.4) Se tem contato com outros animais, quais:

1- Sim
8.4a- Gatos ()
8.4b- Aves ()
8.4c- Bovinos ()
8.4d- Equinos ()
8.4e- Caes ()
8.4f- Outros ()
9) Presenga de ectoparasitas:

1- Sim
la- Pulgas ()
1b-Sarna ()

Ic-carrapatos ()

2- Nao
()
()
()
()
()

3) Tem contato com outros animais (domésticos ou nao):

2- Nao

¢ )

2- Nao

¢ )
C )
C )

0- NS

(
(
(
(

(

(

)
)
)
)

)

8-NA

)

9- NR
C )
()
¢ )
)
)

9-NR

()



0)Alimentagdo do animal:

) Somente racao

) Comida caseira apenas
) Mista

) Ndo Sabe
)

1
1
2
3-
0
9 Nao Respondeu

(
(
(
(
(
II)- Dados clinicos

1) Exame clinico :
1.1) Temperatura:

1-( )<375

2-( )37.5-39.5

3-( ) >39.5

1.2) Frequéncia cardiaca:
1-( ) <60

2-( ) 60-160

3-( )>160

1.3) Mucosa ocular:
1- () hipocorada
2- () normocorada
3- () hiperemica

1.4) Mucosa oral:
1- () hipocorada
2- () normocorada
3- () hiperemica

1.5) Linfonodos:
1- () aumentados
2- () normais

1.5.1) Se a reposta foi aumentados, qual:

1-( ) mandibulares
2-( ) pré escapulares
3-( ) popliteos

4-( ) inguinais

5-( ) mamarios

) Ressecadas
) Pastosas

) Liquidas

) Normais
NS
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7

N—

Perda de peso

2.0) Presenca de secrecao SIM

la- ocular ()
1b- nasal ( )
2.1) Fraqueza de membros SIM
la- Anteriores ()
1b- Posteriores ( )

2)Resultado hemograma (anemia):

Outras observacoes:

3) Esfregaco Sanguineo (sangue circulante):

1-( ) Positivo
2-( ) Negativo
3-( ) Nao Realizado

13.1) Se a resposta anterior for positiva, quais?

1- Babesia sp.
2-Ehrlichia sp.
3-Hepatozoon sp.

4- Outro
Qual:

1- Sim 2-Nao

) ()
) ()
) )
) ()
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4) Esfregaco Sanguineo (sangue periférico):
1-( ) Positivo

2-( ) Negativo

3-( ) Nao Realizado

14.1) Se a resposta anterior for positiva, quais?
1- Sim 2-Nio

1- Babesia sp. () ¢ )
2-Ehrlichia sp. () ()
3-Hepatozoon sp. () ()
4- Outro C ) )
Qual:

IIT)Dados da coleta dos carrapatos

1) N° de identificagdo do animal:

2)Data: / /

3) N° de carrapatos coletados:

4) Espécies de Carrapatos Encontrados:
1-( ) Rhipicephalus sanguineus
2)( ) Amblyomma sp.

3)( ) Outros Qual:

5) Resultado da Hemocele:

5.1) Para Hepatozoon sp.:

1- () Positivo

2- () Negativo

3-( ) Nao Realizado

5.2) Para Outros Hematozoarios:
1-( ) Positivo

2-( ) Negativo
3-( ) Nao Realizado

5.3) Se a resposta anterior for positiva, quais?
1- Sim 2-Nio

1-Babesia sp. () ()
2-Ehrlichia sp. () ¢ )
3-Outro C ) ()
Qual:

8-NA
)
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