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RESUMO

Parasitos da ordem Piroplasmorida causam doencgas em animais silvestres e de companhia.
Devido a isso, nessa tese estdo incluidos trés artigos cientificos acerca do tema, com destaque
para a espécie Rangelia vitalii e para espécies do género Babesia. O primeiro trabalho teve
por objetivo relatar detec¢do molecular de parasitismo por R. vitalii em uma populagdo
uruguaia de Cerdocyon thous. Amostras de sangue e/ou bago de C. thous e Lycalopex
gyvmnocercus encontrados atropelados nas principais vias do Uruguai foram submetidos a
Reagdo em Cadeir de Polimerase (PCR) amplificando um gragmento de 551 pb do gene rRNA
18S para R. vitalii. Foram analisados 62 canideos, sendo 38 C. thous e 24 L. gymnocercus.
Cinco C. thous (13,16%) foram positivos para R. vitalii, com 99,5% a 100% de similaridade
entre cada sequéncia, € nenhum dos L. gymnocercus amostrados foram positivos. Quando
comparadas as amostras de R. vifalii disponiveis no GenBank, uma similaridade de 98,9% a
100% foi revelada. Os resultados da anélise molecular sugerem que R. vitalii esta circulando
na populacdo de raposas comedoras de caranguejo no Uruguai; no entanto, sua relevancia
veterindria para essas raposas permanece desconhecida. O segundo estudo objetivou detectar e
quantificar a carga parasitaria de R. vitalii em diferentes orgdos de canideos domésticos e
silvestres a fim de elucidar as distintas apresentagdes da infeccdo nestas espécies. Fragmentos
de 22 orgdos coletados de cdes domésticos (n=7) e silvestres (n=8) foram utilizados para
quantificagdo histologica e molecular, através de PCR em tempo real do gene hsp70. Na
histologia os vacuolos parasitéforos foram detectados nos tecidos de todos os cdes que
morreram com rangeliose, ¢ em somente dois C. thous. A carga parasitria foi
significativamente maior em cdes domésticos nos tecidos do sistema digestivo,
cardiorrespiratorio, endocrino, genitourindrio e musculo esquelético. No sistema
hematopoiético, C. thous apresentou carga parasitaria significativamente menor em linfonodos
e tonsilas do que caes, enquanto no bago, medula 6ssea e sangue as detecgdes foram similares.
No sistema nervoso central a detec¢do foi semelhante. Tanto em caes como em C. thous, o
agente possivelmente se mantém de forma assexuada (merogonia). No entanto, C. thous
provavelmente desenvolva uma fase esquizogdnica limitada e/ou de curta dura¢do, o que
conferiria a0 mesmo o possivel cardter de reservatorio do agente, em contrapartida com o cao,
um provavel hospedeiro acidental. O terceiro artigo € sobre espécies do género Babesia em
procionideos, e tem como objetivo de detectar e caracterizar filogeneticamente o parasitismo
por piroplasmideos em P. cancrivorus de vida-livre do Sul do Brasil. Amostras de bago e/ou
pool de orgaos de quatro P. cancrivorus atropelados em estradas do sul do Brasil (#1 a #4),
além de uma amostra de sangue de P. cancrivorus de vida livre (#5), foram submetidas a PCR
para os genes 18S rRNA, Asp70 e coxl. Paralelamente a coleta de sangue, foi realizado
esfregago sanguineo de ponta de orelha e cauda para andlise citologica em busca de
hemoparasitos. Duas amostras de P. cancrivorus foram positivas para o gene 18S rRNA, e
uma dessas amostras foi positiva, também, para os genes isp70 e cox1. A anélise filogenética,
uma dessas apresentou alta similariadade (99,75%) com Babesia sp. obtida em P. cancrivorus
do Uruguai, pertencente ao clado das Babesia sensu stricto, enquanto a outra amostra se
enquadrou no clado I, do grupo de Babesia microti-like, agrupando-se monofileticamente com
as sequéncias de B. microti isoladas de Procyon lotor. Pelo conhecimento dos autores, essa ¢ a
primeira detec¢do de parasitismo por Babesia sp. em P. cancrivorus no Brasil; no entanto,
andlises filogenética mais amplas sdo necessdrias em relacdo a B. microti- like a fim de
elucidar se a espécie pertence a um genotipo zoonotico.

Palavras-chave: Piroplasma; Rangelia vitalii; Babesia sp.; Babesia microti; Cerdocyon thous,
Lycalopex gymnocercus, Procyon cancrivorus.



ABSTRACT

Piroplasmida parasites cause a wide range of diseases in wild and domestic animals. The
thesis presented herein includes three scientific papers regarding this subject, with an
emphasis on Rangelia vitalii and Babesia sp. The first manuscripts aimed to detect R. vitalii
parasitism in the Uruguayan wild fox population. DNA extracted from the blood and/or spleen
samples of road-killed C. thous and L. gymnocercus found in northern Uruguay were
subjected to polymerase chain reaction (PCR) to amplify a 551-bp fragment of the Rangelia
18S rRNA gene. A total of 62 wild canids, including 38 C. thous and 24 L. gymnocercus, were
analyzed. Five crab-eating fox samples (13.2%) were positive for R. vitalii, with 99.5-100%
identity between the sequences. All samples from pampas fox tested negative for R. vitalii.
When compared with the R. vitalii sequences available in GenBank, a similarity of 98.9—
100% was revealed. Molecular analysis results suggest that R. vitalii is circulating in the crab-
eating fox population in Uruguay; however, its veterinary relevance for these foxes remains
unknown. The second study aimed to detect and quantify the parasitic load of R. vitalii in
different organs of domestic and wild canids in order to elucidate differences in clinical and
pathological presentations of rangeliosis in these species. Fragments of 22 organs were
collected from domestic (n = 7) and wild (n = 8) canids and later used for histological and
molecular quantification, which was performed through real-time hsp70 PCR. Histologically,
parasitophorous vacuoles were detected in tissues of all dogs that died due to rangeliosis, and
only in two Cerdocyon thous. The parasitic load was significantly higher in domestic dogs in
tissues of the digestive, cardiorespiratory, endocrine, genitourinary systems, and skeletal
muscle. Regarding the hematopoietic system, C. thous had a significantly lower parasitic load
in the lymph nodes and tonsils compared to dogs, while in the spleen, bone marrow, and blood
the parasitic load was similar, as in the central nervous system. In domestic and wild canids
(C. thous), the agent possibly maintains a prolonged asexual phase (merogony), but it
probably develops a limited and/or short schizogonic phase in the C. thous, which would
characterize the host as a reservoir, in contrast to the dog, a probable accidental host. In the
third investigation, aimed to detect and phylogenetically characterize the parasitism by
piroplasmids in free-living P. cancrivorus from Southern Brazil. Samples of spleen and/or
organ pool of four P. cancrivorus killed by motor vehicle collision on highways of Rio
Grande do Sul state, Southern Brazil (# 1 to # 4), in addition to a blood sample of free-living
P. cancrivorus (# 5), were subjected to PCR for the 18S rRNA, Asp70 and cox1 genes. During
clinical evaluation of P. cancrivorus #5, a sample of peripheral blood (tip of the ear and tail)
was collected and a blood smear was made for cytological analysis in search of hemoparasites.
Two samples of P. cancrivorus were positive for the 18S rRNA gene, and one of these
samples was also positive for the Asp70 and cox1 genes. On phylogenetic analysis, one of
these showed high similarity (99.75%) with Babesia sp. obtained previously from P.
cancrivorus in Uruguay, belonging to the Babesia sensu stricto clade, while the other sample
fell into clade I, Babesia microti —like group, grouping monophyletically with the B. microti
sequences isolated from Procyon lotor. To the knowledge of the authors, this is the first
detection of parasitism by Babesia sp. in P. cancrivorus in Brazil, however, more wide
phylogenetic analyses are necessary for B. microti-like, in order to elucidate whether the
species belongs to a zoonotic genotype.

Keywords: Piroplasm; Rangelia vitalii; Babesia sp.; Babesia microti; Cerdocyon thous,
Lycalopex gymnocercus, Procyon cancrivorus.
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1. INTRODUCAO

Parasitos da ordem Piroplasmorida, a qual inclui os géneros Babesia, Theileria,
Cytauxzoon (YABSLEY; SHOCK, 2012) e Rangelia, causam doeng¢as em humanos, em
animais de producdo, de companhia (cdes e gatos) e em animais silvestres (YABSLEY;
SHOCK, 2012, Soares et al., 2014 ). Esses agentes sao hemoparasitos que exibem forma de
pera (piriforme) no estdgio de merozoito, intra-eritrocitdrio no hospedeiro sendo, por isso,
denominados piroplasmas (MEHLHORN; SCHEIN, 1984). Ultimamente a taxonomia da
ordem Piroplasmida ganhou vérias classificagcdes: Trés géneros (Babesia, Theileria e
Cytauxzoon) sao reconhecidos com base nas caracteristicas do ciclo de vida, porém o
conhecimento detalhado ¢ limitado (SCHREEG et al., 2016). Um estudo com analises
moleculares de sequencias do gene 18S, bem como as sequencias de aminoacidos coxl,
identificaram cinco grupos distintos de Piroplasmorida (Babesia sensu stricto; Theileria sensu
stricto, Theileria equi; Babesia grupo ocidental e Babesia microti) (SCHREEG et al., 2016).
Desafiando a classificagdo anterior, foi proposta uma nova classificagdo, com base em uma
extensa filogenia molecular que incluidez clados distintos de piroplasmideos: O clado I
Babesia microti —like grupo subdivido em clado Ia B. microti grupo (B. microti), Ib grupo B.
vulpes  (B. vulpes), Ic B. rodhaini (B. rodhaini), 1d B. felis (B. felis), o clado II do grupo
Monotremata (T. ornythorhynchi), o clado III Ocidental que inclui B. duncani. B. lengau e B.
conradae; o clado IV do grupo Marsupialia (Theileria spp.), o clado V do grupo Peircei (B.
peircei, B. poelea, B. ugwidiensis), o cladoVI do grupo Rhinocerotidae (7. bicornis), o clado
VII com Cytauxzoon (C. felis, C. mauls), o clado VIII que inclui o grupo Equus (7. equi, T.
haneyi), o clado IX que representa Theileria sensu stricto (7. annulata T. parva T. lestoquardi
T. orientalis ) e, por ultimo, o clado X Babesia sensu stricto (true Babesia) (B. bovis, B.

bigemina, B. canis, B. ovis) (JALOVECKA et al., 2019). Rangelia vitalii at¢ 0 momento ndo ¢
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contemplada nos estudos sobre o posicionamento taxondmico dos piroplasmas (SCHREEG et
al., 2016; JALOVECKA et al., 2018; JALOVECKA et al., 2019). No entanto, na analise da
filogenia molecular R. vitalii se enquadra no grupo Babesia sensu stricto (SOARES et al.,
2011). Além disso, o ciclo do agente ¢ parcialmente elucidado, com caracteristicas
compartilhadas do grupo genético de Babesia sensu stricto, como a transmissao transovariana
no carrapato (SOARES et al., 2018). Porém, ndo se enquadra como Babesia sensu stricto
porque faz esquizogonia.

Em canideos domésticos no Brasil, as espécies de piroplasmas presentes sao Babesia
vogeli, Babesia gibsoni (TRAPP et al., 2006; JOJIMA et al., 2008 ) e Rangelia vitalii
(SOARES et al., 2014). Além desses, animais silvestres de vida livre também sdo expostos a
piroplasmideos, que afetam inimeras espécies de carnivoros das familias Canidae, Felidae,
Mustelidae, Procyonidae, Ursidae, Viverridae, Hyaenidae e Herpestidaeno (RYBAK;
GALLEGO; MILLAN, 2016).

Os piroplasmas sdo causadores de uma enfermidade febril e hemorragica nessas
espécies de carnivoros domésticos e silvestres. A babesiose, por B. vogeli, ¢ uma doenga de
patogenicidade leve a moderada e de importincia mundial. O carrapato Rhipicephalus
sanguineus, o qual estd localizado predominantemente em areas urbanas, esta relacionado a
ocorréncia de babesiose em caninos na regido sul do Brasil, com uma prevaléncia estimada em
35,7% no Parana e 22,4% no Rio Grande do Sul (SOARES; GIROTTO-SOARES, 2015a).

A rangeliose, por sua vez, ¢ uma doenca de maior patogenicidade, quando comparada
a babesiose, € o vetor envolvido é o carrapato Amblyomma aureolatum, o qual estd
predominantemente localizado em areas rurais e periurbanas (SOARES et al., 2018). Estudos
recentes sugerem a hipdtese da existéncia de reservatdrios de R. vitalii em animais silvestres,
visto que o vetor realiza hematofagia nesses animais e sua presencga ja foi descrita em Graxaim

do mato (Cerdocyon thous) e Graxaim do Campo (Lycalopex gymmocercus) (FREDO et al.,
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2015; SOARES et al. 2014; SOARES; GIROTTO-SOARES, 2015b ). Desta forma, o trabalho
tem como objetivo realizar a identificacdo de piroplasmas em canideos (Brasil e Uruguai) e
comparar a carga parasitaria em diferentes 6rgaos de caninos domésticos e silvestres a fim de
estabelecer um possivel reservatdrio para a rangeliose, e identificar piroplasma em

procionideos
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rangelia vitalii

Rangelia vitalii ¢ um protozoario, do Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Ordem
Piroplasmida, o qual causa, em caes, uma doengca hemolitica denominada rangeliose
(SOARES et al., 2011). A condicao foi inicialmente relatada em 1908 como uma doenga
hemorragica e febril sem causa determinada (CARINI, 1908). Posteriormente, os sinais
clinicos, a evolucdo e o agente, inicialmente nomeado Piroplasma vitalii, foram descritos
(PESTANA, 1910a; PESTANA, 1910b). Todavia, durante décadas, a condicao foi preterida
pela comunidade académica (FIGHERA, 2007; LORETTI, 2012), além de erroneamente
diagnosticada como babesiose (MOREIRA, 1938), leishmaniose visceral (calazar) (POCALI et
al., 1998) ou toxoplasmose (MOREIRA, 1938; PARAENSE; VIANNA, 1948). A partir de
2011, através de técnicas de detecgdo molecular e andlise filogenética, mostrou-se que R.
vitalii ¢ geneticamente distinta das principais babésias que infectam caes (B. vogeli e B.
gibsoni), apesar de ser morfologicamente semelhante a B. vogeli quando encontrada em
hemacias (SOARES et al., 2011).

O ciclo de vida do agente ¢ parcialmente elucidado, com caracteristicas de
desenvolvimento compartilhadas com o grupo genético de Babesia sensu stricto tais como
merogonia (multiplicagdo assexuada) dentro dos eritrécitos dos hospedeiros vertebrados e
multiplicagdo sexuada seguidos por formacdo de esporozoitos no vetor invertebrado
[exclusivamente carrapatos Ixodidae] (VOTYPKA et al., 2017; JALOVECKA ef al., 2018).
Todavia, em R. vitalii ha também reproducdo por esquizogonia no interior de células
endoteliais de capilares sanguineos em multiplos tecidos, e, dessa forma, propdem-se uma fase

pré-eritrocitaria no ciclo do agente (SOARES; GIROTTO-SOARES, 2015b).
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2.1.1 Epidemiologia

No Brasil, os principais relatos da infec¢do por R. vitalii concentram-se nas regioes sul
e sudeste do pais envolvendo canideos domésticos e silvestres (CARINI, 1908; PESTANA,
1910; KRAUSPENHAR; FIGHERA; GRACA, 2003; LORETTI; BARROS, 2004; FIGHERA
et al., 2010; FRANCA et al., 2010; LEMOS et al., 2012; SOARES et al., 2014; FREDO et
al;2015; FREDO et al.2017). Além disso, o agente foi também detectado na Argentina,
Uruguai e Paraguai em cdes domésticos (EIRAS et al., 2014; SOARES et al., 2015; INACIO
etal.,2019).

Rangelia vitalii afeta principalmente cdes jovens; todavia, adultos também podem
apresentar a doenca (SOARES; GIROTTO-SOARES, 2015b). Caes de areas rurais e
periurbanas sdo principalmente afetados (LORETTI; BARROS, 2005; FREDO et al., 2017),
visto que o carrapato 4. aureolatum (Ixodidae), vetor da condigdo (SOARES et al., 2018), ¢
encontrado principalmente nessas areas (RIBEIRO et al, 1997; EVANS; MARTINS;

GUGLIELMONTE, 2000).

2.1.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos mais comuns incluem anemia, ictericia, febre, esplenomegalia,
linfadenomegalia generalizada, hemorragia no trato gastrointestinal com melena,
sangramentos no nariz e cavidade oral (LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010;

FRANCA et al., 2010; DA SILVA et al., 2011). Experimentalmente, observou-se que os
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sinais clinicos iniciam 5 a 15 dias apds a inoculacdo do agente, com morte apds 7 dias se nao

implementado tratamento (DA SILVA et al., 2011; PAIM et al., 2012).

2.1.3 Achados macroscopicos

Na necropsia, lesdes tipicas de um distirbio hemolitico extravascular sdo observadas,
conforme a Figura 1. Ha ictericia generalizada que envolve as mucosas (conjuntivais, oral e
genital), o tecido subcutdneo, as serosas e a superficie intima das artérias (LORETTI;
BARROS, 2005; FIGHERA, 2007; FREDO et al., 2017). Esplenomegalia com 4areas
puntiformes e esbranquigadas ao corte (hiperplasia da polpa branca), além de
linfadenomegalia generalizada também sdo achados constantes. Outra alteracio comum ¢ a
hepatomegalia, com figado de coloracdo vermelho-alaranjada exibindo evidenciagdo do
padrdo lobular (LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA, 2007; FIGHERA et al., 2010;

FREDO et al., 2017).
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Figura 1 - Rangeliose em caninos domésticos. A. Mucosa oral com acentuada ictericia. B. Fezes
sanguinolentas ao redor do anus (melena). C. Esplenomegalia acentuada. D. Figado aumentado e de
coloracdo alaranjada, além de esplenomegalia. Fonte: Arquivo - Setor de patologia Veterinaria
UFRGS.

2.1.4 Achados histopatologicos

Na andlise histopatoldgica, € possivel visualizar vactiolos parasitéforos, com zoitos de
R. vitalii no citoplasma de células endoteliais dos capilares sanguineos, principalmente nos
linfonodos, bago, figado, medula 6ssea, rim, tonsilas, estdmago, intestinos, coracao, pulmdes e
pancreas, além de menor frequéncia em pele, musculatura esquelética e adrenais (FIGHERA
et al., 2010; FRANCA et al., 2010; FREDO et al., 2017). Estes apresentam forma redonda a
ovalada, e quando avaliados sob objetiva de 1000x, apresentam citoplasma azul-claro e nucleo
violaceo. Os zoitos medem aproximadamente 2,0-3,5 um, e estdo agrupados em 2-100 no

interior dos vacuolos parasitoforos, os quais medem em torno de 18 a 25 um de didmetro,
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conforme a Figura 2 (PESTANA, 1910; CARINI; MACIEL, 1914; LORETTI; BARROS,
2005; FIGHERA et al., 2010).

Ainda na histopatologia, ha diversas lesdes relacionadas a hemolise extravascular. No
baco, ha hematopoiese extramedular, eritrofagocitose, hiperplasia linfoide, aumento de
plasmocitos, podendo haver também necrose folicular central (FIGHERA et al., 2010;
FREDO et al. 2017). O figado pode apresentar necrose de coagulacdo centrolobular ou
paracentral, acimulo de pigmento biliar, principalmente no interior dos canaliculos biliares, e
eritropoiese extramedular de intensidade varidvel. Alteragdes na medula dssea sdo
frequentemente relatadas em caes infectados experimentalmente, como o aumento do niimero
de megacariocitos e a presenca de macro-plaquetas como resposta da medula 6ssea em face da
trombocitopenia (LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; PAIM et al., 2012). Os
linfonodos exibem hiperplasia linfoide acentuada e eritrofagocitose (FIGHERA et al., 2010).

A doenca ¢ caracterizada por inflamacdo mononuclear em diversos 0Orgaos,
predominantemente plasmocitaria e de intensidade variavel (geralmente leve a moderada, e
raramente acentuada). No figado, a inflamac¢do ocorre de forma aleatoria. No rim ha infiltrado
na regido cortical e, ocasionalmente, perivascular proximo a pelve renal. No coragdo, a
inflamacdo pode dissecar os cardiomiocitos, e no encéfalo ¢ vista ao redor dos pequenos

capilares sanguineos das meninges ou no plexo coroide (FIGHERA et al., 2010).



Figura 2 — Achados histopatologicos de infeccdo por Rangelia vitalii no coragdo de um cao
doméstico. Células endoteliais com vacuolos parasitoforos intracitoplasmaticos de R. vitalii e zoitos no
interior de eritrocitos. Hematoxilina e eosina, 1000x. Fonte: Arquivo - Setor de patologia Veterinaria
UFRGS.

2.1.5 Diagnostico

O diagnoéstico da infec¢do por R. vitalii ¢ realizado através do historico clinico,
epidemiologia, sinais clinicos, resposta favoravel a terapia (LORETTI; BARROS, 2005;
FRANCA et al., 2010), esfregaco sanguineo de sangue periférico (FRANCA et al., 2010),
achados patolégicos (LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010), além de
identificacdo molecular do agente (SOARES et al., 2011). Todavia, atualmente tem se
empregado técnicas moleculares mais avancgadas, com melhor sensibilidade e especificidade
para deteccdo do protozodrio. Inicialmente, a identificacdo era feita por andlise filogenética
molecular de R. vitalii dos genes 18S rRNA e da proteina de choque térmico 70 (hsp70). Tais

genes foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional em
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amostras de sangue derivadas de cinco casos clinicos de caes presumivelmente infectados por
R. vitalii no sul do Brasil (SOARES et al., 2011). Recentemente, desenvolveu-se dois PCRs
em tempo real (QPCR), o primeiro para um fragmento do gene 18S rRNA, utilizando o
método Sybr Green (PAIM et al., 2016), e o segundo para a deteccdo do gene hsp70 do
parasita, por meio da sonda Tagman especifica, o que permitiu melhorar a especificidade da
reagdo (SOARES et al., 2018).

No diagnéstico diferencial devem ser incluidas doengas infecciosas e parasitarias que
ocorrem em caninos no Brasil que causam anemia, ictericia, febre, esplenomegalia,
linfadenopatia e hemorragias (LORETTI; BARROS, 2004), como babesiose, erliquiose,
leishmaniose, leptospirose e doengas que cursam com perda de sangue através do trato
digestivo, como verminoses gastrintestinais e ulceras géstricas. A anemia hemolitica
imunomediada também deve ser incluida no diagnostico diferencial da doenca (LORETTI;

BARROS, 2004).

2.1.6 Rangelia vitalii em animais silvestres

Rangelia vitalii ¢ descrita como causa de infecgdes naturais em canideos silvestres
desde 2014, com diversos relatos que estdo listados na Tabela 1. Um estudo recente
demonstrou infec¢dao no sangue em 25% (7/27) dos C. thous de vida livre analisados, os quais
ndo apresentavam alteragdes clinicas e/ou hematologicas. Para L. gymmocercus a infecgao foi
de 5% (1/17), porém nao foi possivel realizar as analises hematoldgicas (SOUZA et al., 2019).
Todavia, outra pesquisa mostrou um espécime de C. thous que exibiu os mesmos achados

clinicos, histolégicos de caes com a Rangeliose (CAPOT et al., 2019). Nesse trabalho foi
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proposto, como em outros estudos anteriores, que os canideos neotropicais, particularmente C.

thous, sejam os reservatorio naturais de R. vitalii (SOARES et al., 2014; FREDO et al., 2015).
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Tabela 1- Artigos publicados sobre a detec¢@o de Rangelia vitalii em canideos silvestres.

N°de
animais Sinais
Espécie Diagnostico Coinfeccao analisados/ gy Referéncia
clinicos
PCR
positivos
Cerdocyon thous PCR, ES Nio 20/5 Nio SOARES ctal
Lycalopex gymmocercus PCR, HE Nao 1/1 NA FRE]ZDOOI Set al.,
C. thous PCR, HE Cinomose 11 Sim FREIZD(?I ¢ al.,
Hepatozoon canis e . QUADROS et
L. gymmocercus PCR, HE Capillaria hepatica 1/1 Sim al. 2015
Hepatozoon sp.,
Leishmania sp., . SILVEIRA et al.,
Chrysocyon brachyurus PCR, HE Entamoeba spp. ¢ 11 Sim 2016
Helmintos
L. gymmocercus PCR, ES Hepatozoon canis 1/1 NA SIL\;(‘;? al.,
C. thous PCR NA 27/7 Nio SOUZA et al.,
2019
L. gymmocercus PCR NA 171 Nio SOUZA et al.,
2019
PCR, HE,
C. thous ESe Nio 1/1 Sim COPAT et al.,
2019
hemograma
NA: Nao analisado; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; ES: esfregaco sanguineo; HE: hematoxilina
€ eosina.

2.2 Babesia spp.

A babesiose ¢ causada por protozodrios do género Babesia, os quais provocam um
distarbio hemolitico intravascular que acomete varias espécies de mamiferos. A condi¢do em
caninos no Brasil ¢ causada por B. vogeli e B. gibsoni, ambas transmitidas por R. sanguineus

(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006). B. vogeli ¢ considerada do grupo das “grandes
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babesias”, ¢ encontrada nos eritrocitos dos caes sob as formas de merozoitos, trofozoitos e
pré-gametocito. Os merozoitos de B. vogeli medem em torno de 2,4-3,0 um x 5,0 um
(HOSKINS, 1991; KUTTLER, 1988) e tém formato arredondado, piriforme, eliptico, em cruz
ou irregular, frequentemente dispostos em pares, mas oito ou mais podem estar presentes no
mesmo eritrocito (LOBETTI, 1998). No Brasil, a babesiose canina tem sido relatada em
varios estados como em Sao Paulo (DELL’PORTO; OLIVEIRA; MIGUEL, 1993),
Pernambuco (DANTAS-TORRES; FIGUEIREDO, 2006), Rio Grande do Sul (BRACCINI et
al., 1992), Rio de Janeiro (GUIMARAES et al., 2004, DE SA et al., 2006) ¢ Minas Gerais
(GUIMARAES; OLIVEIRA; SANTA-ROSA, 2002; BASTOS; MOREIRA; PASSOS, 2004).
Os caes acometidos, geralmente, apresentam infecgdes clinicas inaparentes e responsivas a
terapia antiprotozoarica (ZAHLER ef al., 1998; OYAMADA et al. 2005). Todavia, podem ser
observados também sinais na forma aguda, com anorexia, apatia, diarreia, febre, palidez de
mucosas e letargia. Em casos em que a hemolise ¢ mais intensa, manifesta-se
hemoglobinemia, hemoglobinuria e ictericia. (NELSON; COUTO, 2015; SOARES;
GIROTTO-SOARES, 2015a). A necropsia, os caninos infectados por B. vogeli podem estar
emaciados, palidos e ictéricos. A injuria vascular ¢ evidenciada por hemorragias e edema, que
podem ser graves nos pulmdes. O bago pode estar aumentado de tamanho e firme, enquanto os
rins apresentam coloragdo marrom-escura. O figado pode estar aumentado de volume e de
coloracdo marrom-amarelada. A vesicula biliar, por sua vez, exibe bile espessa e abundante
(LEVINE, 1985).

Babesia gibsoni, por sua vez, esta no grupo das “pequenas babesias”, com tamanho de
I-1,2 ym x 1,9-3,2 pm (HOSKINS, 1991; KUTTLER, 1988), sendo observada
predominantemente de forma individual no interior de eritrocitos, mas também podem ser
observados numerosos parasitos em uma mesma célula parasitada (KOCAN et al., 2001). Os

merozoitos de B. gibsoni sdo pleomorficos, e sdo encontrados com maior frequéncia na forma



22

redonda a oval (TABOADA; MERCHANT, 1991). Sua distribuicdo geografica ¢ mais restrita,
com descrigdes na Asia, América do Norte, Africa e Europa (ANO; MAKIMURA;
HARASAWA, 2001), além de raros relatos no Brasil (BRACCINI et al., 1992; LUCIDI et al.,
2004; TRAPP et al., 2006; JOJIMA et al., 2008). B. gibsoni ¢ considerada altamente
patogénica (SHAW et al., 2001) e os vetores conhecidos sdo Haemaphysallis bispinosa e H.
longicornis (SWAMINATH, 1937; OTSUKA, 1974), todavia, ha crescentes evidéncias de que
R. sanguineus também seja um vetor potencial desse agente, cujo desenvolvimento tem sido
demonstrado no intestino e glandulas salivares desse carrapato (HIGUCHI; IZUMITANI;
HOSHI, 1999). Os caes acometidos por esse agente apresentam as alteracdes muito similares
aos da infeccdo por B. vogeli, como febre, trombocitopenia, anemia regenerativa,
esplenomegalia, linfadenopatia e letargia. A ictericia na babesiose ¢ um achado incomum em

caes (MEINKOTH et al., 2002).

2.2.1 Diagnostico

O diagndstico de babesiose canina ¢ baseado no exame fisico e historico do paciente,
além de andlise de esfregacos de sangue periférico para confirmacdo da infeccdo
(GUIMARAES; OLIVEIRA; SANTA-ROSA, 2002). Durante a parasitemia, formas
intraeritrociticas de Babesia spp. sdo facilmente encontradas em esfregacos de sangue
periférico corados, especialmente em cdes febris (GUIMARAES et al., 2004). Ainda assim, o
método tem limitacdes, com baixa sensibilidade ao analisar casos cronicos e atipicos
(UILENBERG et al., 1989). Por sua vez, a deteccdo de Babesia spp. através do diagndstico
molecular tem demonstrado melhor sensibilidade, além de permitir caracterizar com precisao

as espécies envolvidas e, dessa forma, identificar novas espécies (ZAHLER et al., 2000).
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2.2.2 Babesia spp. em animais silvestres

Inumeros estudos tém evidenciadoa deteccdo de Babesia spp. em canideos e

procionideos silvestres. (Tabela 2)



Tabela 2- Estudos moleculares e sorologicos de Babesia spp. em canideos e procionideos silvestres.

Hospedeiro Agente Origem Amostra Referéncia
Canidae
. Babesia canis . . ANDRE et al., 2011
Graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) Babesia caballi Brasil Cativeiro SOUSA et al.. 2018
Cachorro-vinagre (Speothos venaticus) Babesia canis Brasil Cativeiro ANDRE et al., 2011
Coiote (Canis latrans) B. microti-like  Estados Unidos Vida livre BIRKENHEUER et al., 2010
Raposa do deserto (Vulpes zerda) Babesia sp. Alf\rllgijo Vida livre MAIA et al., 2014
Chacal dourado (Canis aureus) Babesia sp. Alf\rllgijo Vida livre MAIA et al., 2014
Raposa cinzenta (Urocyon cinereoargenteus)  B. microti-like Estados Unidos Vida livre BIRKENHEUER et al., 2010
Raposa-palida (Vulpes pallida) Babesia sp. Alf\rlfijo Vida livre MAIA et al., 2014
Cao-guaxinim (Nyctereutes procyonoides) B. microti-like  Coreia do Sul Vida livre HAN et al., 2010
Raposa vermelha (Vulpes vulpes) B. canis Portugal Vida livre CARDOSO et al., 2013
Babesia sp. Polénia Vida livre BIRKENHEUER et al., 2010
B. microti-like Italia Vida livre TORINA et al., 2013
Raposa de Ruppell (Vulpes rueppellii) Babesia sp.  Norte da Africa Vida livre MAIA et al., 2014
Chacal Lado-listrado Africano (Canis Babesia sp.  Norte da Africa Vida livre MAIA et al., 2014
adustos)
Cao selvagem (Lycaon pictus) B. rossi Africa do Sul Vida livre MATIILA et al., 2008
Babesia sp. Zambia Vida livre WILLIAMS et al., 2014
Lobo-cinzento (Canis lupus) B. microti-like Italia Vida livre ZANET et al., 2014
Babesia sp. Brasil Cativeiro ANDRE et al., 2011
B. canis Hungria Cativeiro ERDELYI et al., 2014
Babesia sp. Italia Vida livre ZANET et al., 2014
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Hospedeiro Agente Origem Amostra Referéncia
Procyonidae
Guaxinim (Procyon lotor) Babesia sp. Japdo Vida livre KAWABUCHI et al., 2005
Babesia sp.  Estados Unidos Vida livre BIRKENHEUER et al., 2006
Babesia sp.  Estados Unidos Vida livre BIRKENHEUER et al., 2008
B. microti-like  Estados Unidos Vida livre BIRKENHEUER et al., 2008
Babesia sp. Japdo Vida livre JINNAI et al., 2009
B. microti-like  Estados Unidos Vida livre CLARK; SA;/OIEK; BUTLER,
Babesia sp. Costa Rica Vida livre MEHRKENS et al., 2013
Guaxinim-sulamericano/Mao-pelada Babesia sp. Uruguai Vida livre THOMPSON et al., 2018

(Procyon cancrivorus)
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ARTIGO 1

Nesse item ¢ apresentado o artigo intitulado “Rangelia vitalii in free-living crab-
eating foxes (Cerdocyon thous) in Uruguay”, o qual foi redigido segundo as normas

do periddico Tick and tick-borne diseases e submetido para o mesmo.
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4. ARTIGO 2

Nesse item ¢ apresentado o artigo intitulado “Rangelia vitalii molecular and histological
quantification in tissues comparing crab-eating foxes (Cerdocyon thous) and domestic dogs”,
o qual foi redigido segundo as normas do periddico Tick and tick-borne diseases € com o

aceite do artigo da revista.
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5. ARTIGO 3
Nesse item ¢ apresentado o artigo intitulado “Deteccdo de duas espécies de piroplasmideos em
mao-peladas (Procyon cancrivorus) de vida-livre no Sul do Brasil”, o qual serd submetido para um

periddico a definir.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos demonstram que R. vitalii circula na populagdo silvestre de C. thous no Uruguai.
Os resultados aqui apresentados permitem concluir que tanto em caninos domésticos como
silvestres (C. thous), Rangelia vitalii possivelmente se mantém de forma assexuada (merogonia),
os orgdos (bago, medula dssea e sangue) tiveram resultados semelhantes os dois canideos.

O sistema nervoso central apresentou uma taxa semelhantetambém dos nimeros de copias do gene
hsp 70 de Rangelia vitalii em canideos domésticos e silvestres.

C. thous provavelmente desenvolva uma fase esquizogonica limitada e/ou de curta duracdo, o que
conferiria a0 mesmo o possivel cardter de reservatorio do agente, em contrapartida com o cdo, um
provavel hospedeiro acidental. O numero de copias do gene hsp 70 de Rangelia vitalii, foi
significativamente maior em cdes domésticos nos sistemas digestivo, cardiorrespiratorio,
endocrino, geniturinario e musculo esquelético quando comparados com C. thous;

Duas espécies geneticamente distintas de piroplasmas foram encontradas pela primeira vez em
mao-peladas (P. cancrivorus) de vida livre no Brasil. Uma pequena Babesia sp. ja detectada em P.
cancrivorus do Uruguai, pertencente ao clado X - Babesia sensu stricto e outra Babesia sp., que se
enquadrou em um grupo mais basal do clado I- Babesia microti grupo, pertence a potenciais

gendtipos zoonoticos.
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