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                                                                     RESUMO 

RODAMILANS, Gustavo M. Infecção por Hepatozoon spp. em Boa constrictor Linnaeus, 

1758: Bioquímica clínica, hematologia, diagnóstico molecular e estudos filogenéticos. 

2021. 134p. Tese (Doutorado em Ciência Animal nos Trópicos) - Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2021. 

 

O gênero Hepatozoon compreende hemoparasitos protozoários que infectam anfíbios, répteis, 

aves e mamíferos, sendo o principal parasito intraeritrocitário que infecta serpentes, com 

descrição de mais de 130 espécies. A forma gamonte deste parasito pode provocar alterações 

na morfologia de hemácias, bem como levar a quadros de anemia, perda de peso, diminuição 

nas taxas reprodutivas e de crescimento. A partir deste cenário, objetivou-se com esta 

pesquisa avaliar, através de métodos de diagnóstico parasitológicos diretos e moleculares, 

bem como de hematologia e bioquímica clínica, a infecção por Hepatozoon sp. em serpentes 

Boa constrictor de vida livre oriundas de fragmentos periurbanos de Mata Atlântica no 

Nordeste brasileiro. Foram realizados testes de diagnóstico molecular (PCR) utilizando dois 

diferentes marcadores em 52 Boa constrictor de vida livre, sendo que esfregaços sanguíneos 

desses animais também foram analisados microscopicamente. Foram sequenciados 40 

amplicons oriundos de dois PCRs do gene SSU RNA ribossomal, com objetivo de avaliar a 

espécie de Hepatozoon envolvida. Foi observada frequência de infecção duas vezes maior 

pelos ensaios moleculares do que na análise parasitológica direta. O estudo filogenético 

sugeriu que duas amostras seriam Hepatozoon musa; duas amostras se posicionaram em um 

mesmo subclado que Hepatozoon ameiva, assim como foi observada a formação de um 

subclado exclusivo incluindo cinco amostras, o que sugere uma possível nova espécie de 

Hepatozoon. Na microscopia, foram observadas alterações morfológicas nas hemácias, bem 

como parasitemia média de 0,67%. A partir destes resultados, os animais foram divididos em 

dois grupos, infectados e não infectados, e análises hematológicas e bioquímicas foram 

realizadas. Não houve diferença estatística significativa entre os grupos para os parâmetros de 

hemograma analisados. No entanto foi observada associação negativa entre a concentração 

sérica de creatina quinase e o nível de parasitemia. Foram sugeridos valores de referência 

hematológicas e de bioquímica sérica para Boa constrictor de vida livre localizadas no 

Nordeste brasileiro. 

 

Palavras-chave: Boidae; Hematologia; Hemoparasitos; Patologia Clínica
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ABSTRACT 

RODAMILANS, Gustavo M. Infection with Hepatozoon spp. in Boa constrictor Linnaeus, 

1758: Clinical biochemistry, hematology, molecular diagnosis and phylogenetic studies. 

2021. 134p. Tese (Doutorado em Ciência Animal nos Trópicos) - Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2021. 

 

The genus Hepatozoon comprises protozoan hemoparasites that infect amphibians, reptiles, 

birds and mammals, being the main intraerythrocytic parasite that infects snakes, with 

descriptions of more than 130 species. The gamont form of this parasite can cause changes in 

the morphology of red blood cells, as well as lead to anemia, weight loss, and reduction in 

reproductive and growth rates. From this scenario, the objective of this research was to 

evaluate, through direct parasitological and molecular diagnostic methods, as well as 

hematology and clinical biochemistry assays, the infection by Hepatozoon spp. in free-living 

Boa constrictor snakes from peri urban Atlantic Forest fragments in Northeastern Brazil. 

Molecular diagnostic tests (PCR) were performed using two different markers in 52 free-

living Boa constrictor, and blood smears from these animals were analyzed microscopically. 

Forty amplicons from two ribosomal SSU RNA gene PCRs were sequenced in order to 

evaluate the Hepatozoon species involved. The frequency of infection was twice as high in 

molecular assays as in the direct parasitological analysis. The phylogenetic study suggested 

that two samples would be Hepatozoon musa; two samples were positioned in the same 

subclade as Hepatozoon ameiva, as well as the formation of an exclusive subclade including 

05 samples was observed, suggesting a possible new species of Hepatozoon. On microscopy, 

morphological changes were observed in the red blood cells, as well as a mean parasitemia of 

0.67%. From these results, the animals were divided into two groups, infected and uninfected, 

and hematological and biochemical analyzes were performed. There was no statistically 

significant difference between the groups for the analyzed hemogram parameters. However, a 

negative association was observed between the serum creatinine kinase concentration and the 

level of parasitemia. Hematological and serum biochemical reference values were suggested 

for free-living Boa constrictor from Northeastern Brazil. 

 

Keywords: Boidae; Hematology; Hemoparasites; Clinical Pathology.
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1 Introdução Geral 

 Serpentes são animais encontrados globalmente, com massiva redução do 

número de espécimes em populações de vida livre, devido principalmente à 

fragmentação de habitats e o crescimento urbano desordenado (HIERINK et al., 2020). 

A retirada destes animais da natureza ocorre devido a vários fatores, tais como 

utilização como fonte de alimento e em medicina tradicional (ALVES et al., 2009; 

KLEMENS e THORBJARNARSON, 1995; SOMAWEERA e SOMAWEERA, 2010), 

uso comercial da pele (KASTERINE et al., 2012; LUISELLI et al., 2012) e como 

animais de companhia (ALVES et al., 2019; AULIYA et al., 2016; JENSEN et al., 

2019). 

 Serpentes Boa constrictor são animais de ampla distribuição na América do Sul, 

sendo muito solicitadas pelo tráfico de animais silvestres devido às suas características 

comportamentais que facilitam a sua manutenção como animais de companhia, e é a 

espécie de serpente nativa com maior número de indivíduos mantidos como animal de 

estimação no Brasil (ALVES et al., 2019). São animais que vem sofrendo com a perda 

do seu habitat, mas que tendem a se adaptar a áreas urbanas e peri-urbanas, desde que 

encontrem presas nestes lugares (SILVEIRA e MARTINS-NETO, 2007). 

 Há uma crescente demanda de conhecimentos clínicos para as diferentes 

espécies de animais selvagens, tanto para a clínica de animais criados como pets, mas 

principalmente para projetos de conservação em centros de reabilitação e pesquisa 

responsáveis pelos cuidados com animais de vida livre resgatados do tráfico de animais 

ou que sofreram algum outro tipo de ação antropogênica. É importante ressaltar que o 

comércio de serpentes tende a levar à introdução de espécies exóticas invasoras, 

patógenos e vetores de doenças, o que pode ameaçar a vida selvagem, animais 

domésticos e até mesmo a saúde pública (KARESH et al., 2005; LOCKWOOD et al., 

2019; SMITH et al., 2017). 

 Hemoparasitos do gênero Hepatozoon são relatados infectando eritrócitos em 

aves, anfíbios e répteis, e em leucócitos em mamíferos (SMITH, 1996). Serpentes 

infectadas, na maioria das vezes não apresentam sinais clínicos, embora alguns relatos 

tenham observado perda do fitness, anemia, diminuição do crescimento, e mortalidade 

em filhotes (BROWN et al., 2006; MADSEN et al., 2005). Em mamíferos domésticos, 

tais como cães e gatos, são relatadas complicações clínicas causando mortalidade 
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devido à infecção por Hepatozoon spp.  advindos de animais silvestres (BANETH et al., 

2003; KEGLER et al., 2018). 

 Os métodos de diagnósticos para Hepatozoon normalmente se baseiam na 

observação do gamonte em esfregaços sanguíneos ou por técnicas de biologia molecular 

(MAIA et al., 2014). Estes últimos, normalmente são mais sensíveis e eficazes por 

conseguirem detectar o parasito mesmo em infecções crônicas com baixas parasitemias 

(CALIL et al., 2019; MAIA et al., 2014) 

 Desta forma, e com a finalidade de identificar ao menor táxon possível, bem 

como pesquisar a frequência de Hepatozoon spp. e suas possíveis implicações na saúde 

de serpentes Boa constrictor de vida livre, neste trabalho foram realizados ensaios de 

hematologia e bioquímica clínica, diagnóstico parasitológico direto, molecular e estudos 

filogenéticos. Com estes resultados foi possível sugerir quais espécies de Hepatozoon 

spp. infectam Boa constrictor, bem como caracterizar os gamontes infectantes nos 

eritrócitos e suas ações na morfologia destas células. Concomitantemente, análises 

hematológicas e bioquímicas foram realizadas, proporcionando alterações nestes 

parâmetros em animais infectados.  
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2 Revisão de Literatura 

2.1 Saúde única 

 O termo “Saúde Única” foi desenvolvido para complementar a definição de 

“Medicina Única”, a qual compreendia somente a medicina humana e a medicina 

veterinária, sobretudo no que tange às zoonoses (DESTOUMIEUX-GARZÓN et al., 

2018). No entanto, nos últimos anos, as principais doenças que ameaçam a saúde 

pública são doenças infecciosas causadas por patógenos emergentes ou re-emergentes 

que sofreram influência direta da saúde do ecossistema, se expandindo geograficamente, 

mudando de espécies hospedeiras, sofrendo alterações na patogênese, e com isso 

aumentando o impacto ou a gravidade da doença (DASZAK et al., 2004).  

 Levando em consideração o importante fator “ecossistema”, no ano de 2004 

surgiu a definição de “Saúde Única” (One Health), ao ser observada a interdependência 

entre a saúde humana, saúde animal e a saúde do ecossistema, incluindo no componente 

medicina veterinária a fauna selvagem tanto por sua importância zoonótica, como pela 

importância da conservação das espécies (DESTOUMIEUX-GARZÓN et al., 2018). 

Desta forma, a Saúde Única baseia-se na importância do equilíbrio entre os 

componentes desta tríade (Figura 01) para manter a saúde global, porém com uma 

abordagem interdisciplinar e multissetorial da saúde. 

 

 Figura 01: Ilustração da interatividade e interdependência das atividades relacionadas a saúde 

humana, saúde animal e saúde ambiental. 

 

Figura adaptada de Destoumieux-Garzón et al., 2018. 
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 O aumento da população humana, os crescimentos urbanos e industriais, com 

consequente aumento de poluentes, interferem diretamente na saúde do ecossistema, 

provocando mudanças climáticas, diminuição de áreas nativas e da biodiversidade, e em 

alguns casos extinção de espécies (DASZAK et al., 2001). Concomitantemente, nos 

últimos anos, as principais doenças que ameaçam a saúde pública são doenças 

infecciosas emergentes que normalmente se expandem geograficamente, mudando de 

uma espécie hospedeira para outra, aumentando o impacto ou gravidade da doença, 

sofrendo alterações na patogênese, ou causadas por patógenos não conhecidos 

anteriormente ( DASZAK et al., 2004; FORSTER et al., 2020; LANFRANCHI et al., 

2003). Segundo Taylor et al. (2001), cerca de 75% das doenças emergentes são 

zoonoses, ou seja, foram transmitidas do hospedeiro natural animal para os humanos. 

 A movimentação, a fragmentação e a perda do habitat, associadas à exploração 

excessiva de algumas espécies, podem provocar não somente o desenvolvimento de 

doenças infecciosas intraespecíficas, bem como favorecer o “spill-over” de agentes 

infecciosos para outras espécies (LANFRANCHI et al., 2003).  Daszak et al. (2004) 

relatam que a aproximação entre humanos, animais domésticos e de companhia junto a 

animais selvagens predispõe o contato com novos patógenos, proporcionando o 

surgimento de doenças emergentes, e que estas doenças já causam prejuízos econômicos 

significativos, além da morte de muitos animais silvestres. Desta forma ressalta-se a 

importância de um plano de translocação para soltura de animais selvagens resgatados, 

onde conhecer os patógenos comuns ao local de soltura torna-se fundamental para evitar 

uma possível exposição e infecção do espécime a ser solto, bem como para não permitir 

que o animal em questão carreie patógenos estranhos à área de soltura 

(CUNNINGHAM, 1996). 

 No Brasil, outras formas de dispersão de patógenos ocorrem pelo tráfico de 

animais silvestres, pela compra ilegal de animais exóticos e pela venda de animais 

silvestres criados em criatórios legalizados. Com o aumento do interesse pela criação de 

animais selvagens como pets, alavancou-se o número de criatórios de animais selvagens 

em cativeiro, sejam de aves, mamíferos ou répteis, totalizando 196 criadouros 

legalizados que se dedicam a comercialização desses animais (IBAMA, 2019). 

 Com a contínua fragmentação de florestas, as serpentes figuram entre os répteis 

primariamente impactados devido às suas peculiaridades ecológicas e comportamentais, 

mas costumam se adaptar a áreas urbanas e periurbanas desde que encontrem presas 

nestes lugares (MACHADO, 2016). Bohm e colaboradores (2013) sugerem que 1/5 das 
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espécies de répteis estejam ameaçadas de extinção em escala global, sendo o 

crescimento acelerado da população humana e o adensamento urbano fatores 

ameaçadores à diversidade reptiliana devido à destruição e modificação do ambiente 

natural (DAWSON e HOSTETLER, 2008; MCKINNEY, 2002; MCKINNEY, 2006). 

 Serpentes da espécie Boa constrictor despertam uma grande atração humana, 

sendo comumente criadas como pets (ALVES, 2019). Considerando o interesse por 

estes animais, esta espécie é uma das mais traficadas no Brasil e consequentemente são 

das mais resgatadas e encaminhadas a centros de triagens, de pesquisa e de apoio a 

órgãos ambientais. Cuidados devem ser tomados ao manejar estes animais, pois é 

sabido que carreiam diversos patógenos, sendo alguns de potencial zoonótico 

(MARTINS et al., 2017; RODAMILANS et al., 2020). Desta forma, o médico 

veterinário assume um papel de suma importância, junto a outros tão quão importantes 

atores, no conceito de Saúde Única, sendo responsáveis por prevenir, diagnosticar, tratar 

e entender os ciclos epidemiológicos destas doenças emergentes, seus ciclos biológicos 

nos animais selvagens e domésticos, atuar na conservação das espécies e na mitigação 

dos efeitos antropogênicos nos ecossistemas.   

 

2.2 Serpentes Boa constrictor (Linnaeus 1758) 

 As serpentes fazem parte da Ordem Squamata, com cerca de 3.879 espécies 

conhecidas atualmente no mundo (UETZ, 2020). Descendem de um grupo de lagartos, 

que foram perdendo os membros locomotores durante o longo percurso da evolução 

biológica, sendo que algumas possuem vestígios externos dos membros posteriores sob 

a forma de esporões, e/ou vestígios internos da cintura pélvica (SOERENSEN, 1996).  

Segundo Nogueira e colaboradores (2019), o Brasil abriga 412 espécies identificadas, e 

dentre estas 143 são encontradas no estado da Bahia (COSTA e BÉRNILIS, 2018). São 

animais ectotérmicos, ou seja, a temperatura do ambiente influência os aspectos 

fisiológicos destes animais, sendo que a preferência térmica dos animais pode variar de 

acordo com diversos fatores, tais como condição reprodutiva, processo de ecdise, idade, 

digestão e sexo, entre outros (BAUER e BAUER, 2014). 

 As serpentes da espécie Boa constrictor LINNAEUS, 1758 (Figuras 02 e 03) 

possuem ampla distribuição nas Américas, particularmente na América do Sul, 

ocorrendo na Argentina, Bolívia, Brasil, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Paraguai, 

Peru, Suriname, Trinidad e Tobago e Venezuela. No Brasil, registra-se na maioria das 

ecorregiões, exceto Floresta da Araucária e Campos do Pampas, sendo abundantes em 
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fragmentos de vegetação em centros urbanos e periurbanos (Navega-Gonçalves & 

Porto, 2016; Nogueira et al., 2019), alimentando-se principalmente de pequenos 

mamíferos, lagartos, anfíbios e aves (Cabral et al., 2019; Pizzatto et al., 200). Segundo 

Pinto-Coelho et al. (2020), Boa constrictor está distribuída em oito das nove 

ecorregiões do estado da Bahia, Brasil, inclusive com registros em cidades com grande 

ocupação humana, como é o caso da cidade de Salvador, capital do estado. 

  Apesar de acidentes com mordedura por estas serpentes não representar 

importância médica, são negligenciadas como reservatórios de patógenos de potencial 

zoonótico, tais como fungos, vírus e bactérias (Mitchel, 2011).  

 

 

Figura 02: Exemplar de Boa constrictor encontrado em área periurbana da cidade de 

Salvador/Bahia. 

 

Fonte: Rodamilans, 2021 
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 É uma das espécies mais resgatadas em áreas periurbanas, sendo então 

encaminhadas para centros de triagens e de pesquisa. Em cativeiro, as jiboias se 

adaptam bem a uma alimentação composta por roedores oriundos de biotérios, sendo 

esta também a forma de alimentação quando são criadas como animais de estimação 

(SCARTOZZONI e MOLINA, 2004). 

 

Figura 03: Serpente Boa constrictor de vida livre predando lagarto Iguana iguana em Praia do 

Forte, município de Mata de São João, Bahia. (A) A serpente realizando constrição no iguana; (B) A 

serpente começando a fazer a ingestão do iguana. 
 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

  
 

Fonte: Rodamilans, 2021. 

 

 

2.3 Hematologia de Serpentes 

 Na clínica de animais silvestres, os exames laboratoriais são indicados como 

ferramenta para diagnóstico e prevenção de doenças, para caracterização do estresse 

tanto em ambientes naturais quanto em cativeiro, e até mesmo para caracterização de 

biomarcadores de impactos ambientais (ALMOSNY, 2014). Embora estudos com 

animais silvestres sejam escassos, a demanda por valores de referências hematológicos e 

bioquímicos bem definidos vem estimulando pesquisas em diferentes espécies, tanto 

criadas em cativeiro quanto de vida livre (CAMPBELL, 2015). Segundo Campbell 

(2015), valores de referências bem definidos são aqueles que sejam representativos para 

uma população de espécie animal. No entanto, a escassez de estudos faz com que muitas 

A                                                                                   B 
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vezes os valores de referências utilizados sejam oriundos de animais de outras regiões e 

mesmo de outros países, não permitindo que sejam consideradas as particularidades de 

cada região e população (GOMES et al., 2011).  

 Durante a realização da colheita e conservação das amostras para a confecção do 

hemograma, devemos levar em consideração as particularidades anatômicas e 

fisiológicas de cada espécie (SARMIENTO et al., 2018). Répteis em geral possuem 

cerca de 5% a 8% do seu peso corpóreo composto por sangue circulante total, sendo 

seguro realizar a colheita de até 10% deste volume em animais sadios (SYKES e 

KLAPHAKE, 2015). Além das variáveis fisiológicas em animais homeotérmicos, como 

espécie, idade, sexo e nutrição, acrescenta-se a particularidade de os répteis serem 

animais ectotérmicos, ou seja, aspectos de sua fisiologia são influenciados por fatores 

climáticos no ambiente (CAMPBELL, 2015; NARDINI et al., 2013). 

 Os anticoagulantes de escolha são a heparina ou o ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA). Embora a heparina seja largamente citada como o principal 

anticoagulante em répteis, estudos sugerem que o sangue coletado com EDTA produz 

esfregaços sanguíneos de melhor qualidade em algumas espécies (HANLEY et al., 

2004; HARR et al., 2005; MURO et al., 2013). Alguns autores sugerem que o ideal, 

quando possível, seja preparar os esfregaços sanguíneos logo após a colheita 

(ALMOSNY, 2014; SYKES e KLAPHAKE, 2015). 

 Em serpentes em geral, as vias de coleta de sangue mais utilizadas são a 

intracardíaca e a veia coccígea caudal. No entanto, Sykes and Klaphake (2015) alertam 

que estas vias exigem cuidados para não induzir lesões e hemorragias cardíacas com 

consequente perfusão de sangue no saco pericárdico ou contaminação por linfa (Figura 

04). Em serpentes maiores, como em Boa constrictor, a via de coleta pelo plexo venoso 

vertebral (Figura 05) mostrou se uma via segura e eficaz (ZIPPEL et al., 2001). 
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Figura 04: Amostras de sangue de Bothrops jararaca coletadas pela veia coccígea caudal. (A) sangue 

sem contaminação de linfa; (B) sangue contaminado por linfa. 

 

 

                                      Fonte: Foto cedida por Paulo R. Bahiano, em Rodamilans, 2021. 

 

Figura 05: Coleta de sangue em Boa constrictor pela via do plexo venoso vertebral. 

 

 

Fonte: Rodamilans, 2021. 

 

     A                    B 
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 O hemograma é composto pelo eritrograma e leucograma, sendo o principal 

exame de triagem por permitir detectar condições tais como anemia, doenças 

inflamatórias, parasitemias, distúrbios hematopoiéticos e alterações hemostáticas 

(CAMPBELL, 2015). O eritrograma e o leucograma são realizados em câmara de 

Neubauer com o aumento de 400x no microscópio de luz. Utiliza-se o retículo de 

hemácias para contagem das diferentes células, onde para as contagens de eritrócito, 

leucócito e trombócitos devem-se contar todos os 25 quadrados no retículo de eritrócito 

e multiplicar-se pelo fator 1000 (ALMOSNY, 2014). Em répteis, devido a seus 

eritrócitos nucleados, não é indicado o uso de contadores automáticos devido à 

impossibilidade do aparelho em diferenciar os eritrócitos, trombócitos e leucócitos. 

Desta forma, Almosny (2014) recomenda alguns diluentes na proporção de 1:100, sendo 

os principais o Natt-Herrick e diluente de Gowers.  

 O eritrograma consiste na mensuração dos eritrócitos, analisados segundo os 

valores de volume globular (VG), concentração de hemoglobina (Hb), contagem total 

de eritrócitos, volume globular médio (VGM), concentração de hemoglobina globular 

média (CHGM) e análise morfológica das hemácias na lâmina de esfregaço 

(ALMOSNY, 2014). O volume globular, a concentração de hemoglobina e a contagem 

de eritrócitos auxiliam tanto no diagnóstico da anemia quanto na avaliação da 

intensidade desta (THRALL, 2012; TVEDTEN, 2010). A hemoglobina dos répteis 

possui estrutura semelhante à dos mamíferos, porém com menor afinidade pelo 

oxigênio (MURRAY, 2006).  

 Os eritrócitos das serpentes possuem um formato oval, com a presença de um 

núcleo central, de cor variando do azul marinho ao roxo enegrecido, de mesmo formato 

quando corados por panótico rápido (Figura 06). Possuem um citoplasma abundante e 

de coloração basofílíca. Assim como nos demais vertebrados, são as células mais 

abundantes do sangue. Podem ser normalmente encontradas em esfregaço sanguíneos 

hemácias binucleadas ou em processo de divisão (KINDLOVITS et al., 2017a). 
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Figura 06: Eritrócitos de Boa constrictor em esfregaço sanguíneo corado por Panótico rápido. 

Barras de escala: 10µm. 

 

 

                      Fonte: Rodamilans, 2021. 

 

 O valor de hematócrito é determinado pelo método padrão do microhematócrito 

com uso de centrífuga e seu resultado é dado em porcentagem. A cor do plasma está 

relacionada ao tipo de dieta do animal, sendo que em serpentes pode ser observada uma 

coloração verde-amarelada (CAMPBELL, 1998). O valor do hematócrito normal na 

maioria dos répteis varia entre 15 e 55% (FRYE, 1991), sendo que valores abaixo de 

15% sugerem anemia, e para valores menores que 10% deve-se considerar a realização 

de transfusão sanguínea (MARTÍNEZ-SILVESTRE et al., 2011).  

 A contagem total de leucócitos deve ser interpretada em associação com o seu 

diferencial (WEISER, 2012). Os répteis possuem seis tipos de leucócitos visíveis ao 

esfregaço sanguíneo, os quais são classificados como heterófilos, eosinófilos, basófilos, 

linfócitos, monócitos e azurófilos (KELLER et al., 2012; KELLY et al., 2015). Os 

azurófilos e monócitos podem ser contatos separadamente ou juntos, porém em geral 

são considerados variações de monócitos, possuindo a mesma função (CHAFFIN et al., 

2008; SYKES e KLAPHAKE, 2015).   

 Os heterófilos de serpentes têm sido descritos como células grandes 

arredondadas, apresentando núcleo excêntrico e de formato oval a arredondado, sendo o 

citoplasma abundante em grânulos pleomórficos e de coloração rosa (ALMOSNY, 

2014; OZZETTI, 2013). Em estudos citoquímicos e ultraestruturais, identificou-se que 

os heterófilos possuem semelhanças funcionais com os neutrófilos de mamíferos, 

participando do processo de fagocitose das bactérias e de antígenos em geral 

(KINDLOVITS et al., 2017b) (Figura 07A). 

10 µm 
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 Os eosinófilos são raros em serpentes, não sendo incomum estarem ausentes na 

contagem diferencial de leucócitos. Quando encontrados, apresentam grânulos 

eosinofílicos grandes, geralmente redondos (ALMOSNY, 2014) (Figura 07B). 

 Os basófilos são descritos como células de núcleo periférico, apresentando 

grande quantidade de grânulos difusos em seu citoplasma, os quais se apresentam 

arredondados (Figura 07C). A presença dos grânulos por muitas vezes dificulta a 

visualização do núcleo (CAMPBELL, 2015).  

 Os linfócitos são a categoria de leucócitos mais abundante no sangue das 

serpentes (Figura 07D), sendo que em períodos de ecdise seus valores são encontrados 

aumentados.  Em serpentes, os linfócitos podem se apresentar em diversos tamanhos, 

com formato predominantemente arredondado, assemelhando-se fortemente aos 

linfócitos de mamíferos. Seu citoplasma é escasso e cora-se em tons de cinza a 

basofílicos (ALMOSNY, 2014; KINDLOVITS et al., 2017b). 

 Os monócitos das serpentes são comumente denominados azurófilos, estando 

essa nomenclatura associada à coloração azulada dessas células quando coradas com 

panótico rápido, Wright e Giemsa (Figura 07E). Apresentam-se como células grandes, 

com citoplasma e núcleo pleomórficos. O núcleo dessas células é excêntrico, podendo 

apresentar cromatinas com áreas densas, e no citoplasma dos azurófilos comumente são 

encontrados vacúolos de tamanhos variados, bem como grânulos arroxeados 

(CAMPBELL, 2015). 

 Em serpentes, os trombócitos desempenham o papel atribuído às plaquetas dos 

mamíferos, sendo células de aspecto pleomórfico, com núcleo semelhante ao dos 

eritrócitos (redondo ou ovalado, e de coloração azul escuro a roxo enegrecido). 

Apresentam citoplasma escasso, o qual pode atribuir um aspecto alongado ou até 

mesmo ameboide a célula (Figura 07F). Essas células em répteis participam do 

processo de fagocitose de partículas estranhas e coagulação sanguínea (ALMOSNY, 

2014; KINDLOVITS et al., 2017b). 
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 Figura 07: Leucócitos de serpentes Boa constrictor em esfregaço sanguíneo corado com Panótico rápido. A) Heterófilo; B) Eosinófilo; C) Basófilo; D) Linfócitos;                     

E) Azurófilos; F) Trombócitos. Escala de Barra: 10µm 

 

 

Fonte: Rodamilans, 2021
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2.4 Bioquímica Clínica em Serpentes 

 As análises bioquímicas e enzimáticas do sangue, juntamente ao histórico clínico 

do paciente, do exame físico completo e de outros exames complementares, são 

importantes instrumentos para o diagnóstico das diversas enfermidades que podem 

acometer as serpentes. Relatamos a seguir a importância de alguns componentes 

bioquímicos séricos de serpentes. 

 

 2.4.1 Aspartato Aminotransferase (AST) 

 A enzima aspartato aminotransferase está presente em todos os tecidos do 

organismo, especialmente na musculatura esquelética e no fígado, tendo seus níveis 

aumentados na presença de lesões hepáticas ou de células musculares estriadas e 

cardíacas. Doenças generalizadas, tais como septicemias ou toxemias, bem como 

processos infecciosos, podem lesar estes tecidos e provocar elevações plasmáticas desta 

transaminase devido a necrose celular generalizada (ALMONSY, 2014).  

 

 2.4.2 Creatina quinase (CK) 

 A enzima creatina quinase é encontrada no músculo esquelético, miocárdio, 

cérebro e músculos lisos (CAMPBELL, 2015). É uma enzima bastante específica para a 

avaliação de danos musculares em répteis e outros animais, sendo bastante comum 

haver aumento dos níveis de CK após lesão muscular provocada por injeções 

intramusculares e infecções sistêmicas que afetam músculos esqueléticos e cardíacos 

(ALMONSY, 2014). Animais que resistem à contenção para coleta de sangue tendem a 

apresentar elevações nos níveis de CK, acompanhadas de elevação de lactato 

desidrogenase (KANEKO, 1997). 

 

 2.4.3 Glicose 

 A concentração normal de glicose no sangue de répteis varia de acordo com 

espécie, estado nutricional e condições ambientais, sendo que há variações sazonais 

normais. Os valores da concentração sérica de glicose em répteis variam entre 60 a 100 

mg/dL (CAMPBELL, 2015). Casos de hipoglicemia e hiperglicemias podem ser 

observados nas serpentes por desnutrição, dietas altamente proteicas, hepatopatia 

severa, septicemia, ou por causas iatrogênicas, tais como administração excessiva de 

glicose ou de glicocorticoides (ALMONSY, 2014).  
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 2.4.4 Creatina 

 Os valores de creatina em répteis são fisiologicamente baixos (< 1mg/dL), sendo 

que podem se elevar por desidratação severa e doença renal (ALMONSY, 2014). No 

entanto, Campbell (2015) não considera este parâmetro como um bom teste diagnóstico 

para doenças renais.  

 

 2.4.5 Ácido Úrico 

 O ácido úrico é o produto primário final do catabolismo de proteínas e purinas 

em répteis terrestres, representando 80 a 90% no nitrogênio total excretado pelos rins 

(CAMPBELL, 2015). Desidratação, dietas altamente proteicas e lesão renal grave são as 

principais causas de hiperacidemia (FRYE, 1991), sendo que em casos graves há 

deposição de microcristais em rins, fígado, saco pericárdico e articulações 

(MESSONNIER, 1996). Valores superiores a 15 mg/dL caracterizam hiperacidemia, 

sendo este dado normalmente associado a doenças renais de etiologia bacteriana 

(ALMONSY, 2014). Répteis carnívoros podem alcançar picos de concentração de ácido 

úrico de até 2 vezes maior no período pós-prandial (CAMPBELL, 2015). 

 

 2.4.6 Ureia 

 Os répteis terrestres são animais uricotélicos e sua concentração normal de ureia 

é muito reduzida, não ultrapassando 10 mg/dL (ALMONSY, 2014). A elevação dos 

valores normais pode ser sugestiva de doenças renais ou pré-renais, contudo pode ser 

observada fisiologicamente após ingestão de grandes concentrações de proteínas 

(CAMPBELL, 2015).  

 

 2.4.7 Colesterol 

 Aumentos nos níveis de colesterol tem sido associados a vitelogênese (CALLE 

et al., 1994; LAMIRANDE et al., 1999), sendo que a diminuição dos níveis de 

colesterol está relacionada com o período de ecdise (SILVESTRE, 2003). 

 

 2.4.8 Cálcio 

 O metabolismo do cálcio sanguíneo e a quantidade de cálcio ionizado no plasma 

de répteis são mediados pelo paratormônio, calcitonina e vitamina D3 ativada, bem 

como pelo estrógeno, tiroxina e glucagon (CAMPBELL, 2015). Valores maiores que 

20mg/dL caracterizam hipercalcemia, sendo causados por dietas ricas em cálcio e 
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vitamina D3, hiperparatireoidismo primário e lesões osteolíticas. Fisiologicamente, pode 

ocorrer durante a formação de ovos (ALMONSY, 2014). Casos de hipocalcemia 

normalmente são consequência de hipoalbuminemia, hiperfosfatemia, deficiência de 

vitamina D, deficiência de cálcio na dieta ou em sua absorção, acidose tubular renal, 

pancreatite aguda, bacteremia, hipomagnesemia, e uso de alguns medicamentos 

(ALMONSY, 2014). 

 

 2.4.9 Proteínas Plasmáticas Totais (PPT) e Albumina 

 Em répteis, a hipoproteinemia está relacionada com a má nutrição, má absorção, 

perda de proteínas em enteropatias e em intensas hemorragias, doenças hepáticas ou 

renais crônicas (ALMONSY, 2014). Casos de hiperproteinemia ocorrem em animais 

desidratados ou em casos de infecções crônicas, sendo que hiperglobulinemias indicam 

doenças inflamatórias (CAMPBELL, 2015). Fêmeas em fase folicular ativa apresentam 

hiperproteinemias (ALMONSY, 2014). 

 

 2.4.10 Triglicérides 

 Em répteis os valores séricos de triglicérides são pouco utilizados no perfil 

hepático, mas mostram-se mais elevados na fase de vitelogênese (GOLDBERG et al., 

2011).  

 

 2.4.11 Ferro 

 A determinação de ferro sérico é útil para diagnóstico diferencial das anemias 

hipocrômicas e microcíticas. Níveis séricos de ferro tendem a diminuir em casos de 

ingestão e absorção inadequados, perda crônica de sangue e liberação reduzida de ferro 

dos estoques orgânicos, causando anemia da inflamação (ALMONSY, 2014). Casos de 

níveis séricos elevados de ferro podem acontecer devido a hemossiderose, anemias 

hemolíticas causadas por hemoparasitos, hepatopatias, necrose hepática aguda e 

sobrecarga de ferro (CAMPBELL, 2015).  

 

2.5 Haemogregarinidae 

 As Hemogregarinas são um grupo de parasitos encontrados nos leucócitos e 

eritrócitos de hospedeiros vertebrados. Pertencem à ordem Eucoccidia (BARTA et al., 

2012; DAVIES e JOHNSTON, 2000), sendo divididos em duas subordens: Eimeriina e 

Adeleina (LEVINE et al., 1980). A divisão destas subordens é baseada no número de 
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fases do parasito no hospedeiro vertebrado e invertebrado, sendo que os membros de 

Eimeriina apresentam as fases de merogonia, gametogonia e esporogonia no hospedeiro 

vertebrado, e o hospedeiro invertebrado atua somente como vetor (TELFORD, 1984). 

Adeleina apresenta apenas a merogonia no hospedeiro vertebrado, enquanto a 

gametogonia e a esporogonia ocorrem no hospedeiro invertebrado (LANE e MADER, 

1996). 

 Organismos pertencentes à subordem Adeleina são caracterizados por realizarem 

parte do ciclo em diversos órgãos, tais como fígado, baço e pulmão, e, pelo 

desenvolvimento dos macros e microgametas simultaneamente dentro das células do 

hospedeiro vertebrado (DAVIES,1995). Essa subordem é dividida em três famílias e 

seis gêneros, das quais são muito semelhantes morfologicamente na fase sanguínea, e 

diferem apenas nas fases do ciclo no vetor, tipo de hospedeiro e localidade, o que faz 

com que a taxonomia desse grupo seja um desafio (SIDDALL, 1995; SMITH, 1996; 

TELFORD, 2009). 

 A família Haemogregarinidae engloba os gêneros Haemogregarina, Desseria e 

Cyrilia, sendo os dois últimos conhecidos como parasitos exclusivos de peixes e 

transmitidos por sanguessugas (MAGRO et al., 2016; SIDDALL, 1995), enquanto o 

gênero Haemogregarina é encontrada no ambiente aquático, onde é transmitida por 

sanguessugas e isopodos, infectando peixes e tartarugas. No ambiente terrestre, seus 

vetores são mosquitos e carrapatos, e infectam cágados e anfíbios (KARADJIAN et al., 

2015; SIDDALL, 1995). 

 A família Karyolysidae é composta pelos gêneros Karyolysus e Hemolivia, 

sendo que o gênero Hemolivia é o único capaz de realizar merogonia intraeritrocitária, 

possuindo três espécies descritas infectando anfíbios e cágados, onde carrapatos são os 

vetores (KVIČEROVÁ et al., 2014). Karyolysus foi descrito em lagartos na Europa e na 

Ásia e possuem como único vetor o ácaro Ophionyssus sp. (HAKLOVÁ-KOČÍKOVÁ, 

2014; HASSI, 2012).  

 

2.6 Hepatozoon spp. em serpentes. 

 O gênero Hepatozoon é o único representante da família Hepatozoidae 

(BARTA, 1989; SIDDALL, 1995). Desta maneira, este protozoário pertence ao filo 

Apicomplexa; classe Conoidasida; subclasse Coccidia; ordem Eucoccidiida; subordem 

Adeleorina (NBCI, 2020). São hemoparasitos que infectam eritrócitos de aves, anfíbios 

e répteis ou leucócitos de mamíferos (TELFORD, 2009). Possui morfologia no estado 



32 

 

gamonte e merontes tissulares muito similares a outras famílias de Hemogregarinas, 

sendo desta forma dificilmente identificados apenas microscopicamente (HARRIS et 

al., 2011; TELFORD, 2010). Desser et al. (1995), observaram que a identificação 

genérica é também dependente da natureza do desenvolvimento esporogônico no vetor. 

 Uma das características marcantes dos parasitos do gênero Hepatozoon, e que os 

diferencia de parasitos filogeneticamente próximos tais como os hemosporídeos do 

gênero Plasmodium, diz respeito à transmissão para os hospedeiros vertebrados. Os 

hepatozoídeos são transmitidos pela ingestão do vetor invertebrado portando 

esporozoítos dentro dos oocistos, enquanto em Plasmodium spp. os esporozoitos são 

injetados no sangue dos hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguíneo dos 

mosquitos vetores (BARTA et al., 2001; MERINO et al., 2006). Em serpentes, são 

descritas as formas de transmissão horizontal, onde a serpente ingere diretamente o 

vetor invertebrado infectado ou o hospedeiro vertebrado primário, (O’DWYER et al., 

2013; SMITH, 1996), e a forma de infecção vertical (KAUFFMAN et al., 2017; 

LOWICHIK e YAEGER, 1987).  

 A fase de gamonte é encontrada dentro dos eritrócitos (Figura 08A), 

caracterizada por apresentar uma forma elíptica (TELFORD, 2009), estendendo-se pelo 

comprimento da célula hospedeira e apresentando citoplasma uniforme com núcleo 

condensado, quando maduro. Algumas vezes, os gamontes podem ser visualizados 

extracelularmente, e nesses casos o parasito pode apresentar formato mais alongado 

(Figura 08B) (TELFORD, 2009). A presença do gamonte no eritrócito pode afetar sua 

capacidade de carrear oxigênio devido a alterações morfológicas no eritrócito (Figura 

09A), perda de hemoglobina (Figura 09B). Em alguns casos, pode haver o rompimento 

do eritrócito infectado (Figura 09C), provocando a liberação compensatória de 

eritrócitos jovens na corrente sanguínea (BROWN et al., 2006; TELFORD, 2009). 
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Figura 08: Gamontes de Hepatozoon spp. em Boa constrictor. A – Gamontes intraeritrocitários de 

Hepatozoon spp., em esfregaço sanguíneo corado por Panótico; B – Gamonte de Hepatozoon spp. em 

meio extracelular, esfregaço sanguíneo corado por May-Grunwald Giemsa. Escala de barra 10µm. 

 

 
Fonte: Rodamilans, 2021.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 09: Esfregaços sanguíneos de Boa constrictor infectadas por gamontes de Hepatozoon spp.         
A- Eritrócito infectado apresentando alteração na morfologia; B- Eritrócito infectado apresentando perda 

da hemoglobina; C- Gamonte de Hepatozoon spp. em meio extracelular, após romper o eritrócito. Escala 

de barra 10µm. 

 

 
Fonte: Rodamilans, 2021.   
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2.7 Diagnóstico de infecção por Hepatozoon spp. em serpentes. 

 São descritas mais de 130 espécies de Hepatozoon em serpentes (UNGARI et 

al., 2018). Contudo, a maioria desses achados descreve as espécies baseando-se 

basicamente em características morfológicas do gamonte, hospedeiro e localização 

geográfica (TELFORD, 2009).  

 O diagnóstico de Hepatozoon spp. em serpentes normalmente é realizado pela 

observação da forma gamonte em esfregaço sanguíneo na microscopia. Atualmente, 

com o intuito de diferenciar o máximo possível os gamontes, outras variáveis 

morfométricas vêm sendo observadas, como a área do parasito e do seu núcleo, bem 

como a utilização de sistemas computacionais de análise de imagens (MOÇO et al., 

2012; O’DWYER et al., 2011). O’Dwyer et al. (2011) observaram que é comum que 

serpentes sejam infectadas por gamontes com diferentes características morfológicas, 

sugerindo que fossem diferentes espécies ou diferentes estágios de desenvolvimento da 

mesma espécie. Smith (1996) relatou baixa especificidade aos hospedeiros vertebrados 

e invertebrados, e que uma mesma espécie de Hepatozoon pode parasitar mais de uma 

espécie de serpente, e um único animal pode ser parasitado por mais de uma espécie de 

Hepatozoon. 

 A semelhança entre gamontes de diversas espécies de Hepatozoon torna a 

morfometria insuficiente para identificação dessas espécies (HARRIS et al., 2011; 

TELFORD, 2010). Outro fato que dificulta a identificação de espécies de Hepatozoon, é 

a possibilidade de uma mesma espécie apresentar características morfológicas e 

morfométricas diferentes em hospedeiros diversos (BALL,1970). 

 Maia et al. (2014) relataram que serpentes com infecções crônicas tendem a 

apresentar variações de parasitemia, podendo não apresentar gamontes no sangue 

periférico e, consequentemente, resultados falsos negativos à microscopia. Com isso, 

percebe-se que o uso da microscopia não pode ser eficaz para o diagnóstico de infecção 

por Hepatozoon, bem como para identificação de espécies deste hemoparasito, apesar 

de auxiliar na sua caracterização (MOÇO et al., 2012). Calil et al. (2019) observaram 

que técnicas moleculares são mais sensíveis e eficazes para o diagnóstico e identificação 

destes parasitos. 

 Os primeiros estudos sobre caracterização molecular de Hepatozoon spp. de 

serpentes foram conduzidos por Wozniak et al. (1994). Os autores conseguiram 
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amplificar uma região do rDNA de cinco diferentes isolados de Hepatozoon utilizando 

oligonucleotídeos desenvolvidos a partir da sequência de rDNA dos genes estruturais 

18S de Plasmodium e Babesia. Contudo, estudos posteriores observaram que os 

oligonucleotídeos iniciadores desenvolvidos por Wozniak et al. (1994) não 

apresentaram especificidade para hemogregarinas e amplificavam também os genes 

SSU rDNA dos hospedeiros vertebrados quando o DNA era extraído do sangue 

(PERKINS e MARTIN, 1999). Assim, Perkins e Keller (2001) desenvolveram novos 

oligonucleotídeos iniciadores para caracterização de Hepatozoon spp. de serpentes, 

denominados HEMO1 e HEMO2. 

 Ujvari et al. (2004) também utilizaram técnicas moleculares para diagnosticar a 

infecção por Hepatozoon sp. em Liasis fuscus, lançando mão dos iniciadores HepF300 e 

Hep900, encontrando uma alta taxa de infecção. Contudo, os autores não nomearam a 

espécie de Hepatozoon, pois observaram a mesma sequência de nucleotídeos em outras 

quatro espécies de serpentes e por não possuírem outros dados biológicos do 

protozoário. Os autores sugeriram ainda que uma mesma espécie de Hepatozoon tem 

capacidade de infectar hospedeiros de diferentes níveis taxonômicos.   

 Telford et al. (2004) compararam sequências de hemogregarinas encontradas em 

serpentes no nordeste da Flórida, morfologicamente semelhantes com o já descrito 

Hepatozoon sauritus comumente encontrado no sul da Flórida e com Hepatozoon 

sirtalis, este morfologicamente distinto, porém descrito no norte da Flórida. Para tal, 

utilizaram os oligonucleotídeos HEMO1 e HEMO2, desenhados por Perkins e Keller 

(2001). Os autores observaram dois haplotipos de Hemogregarinas, indicando a 

existência de dois grupos, sendo um deles incluindo H. sauritus e as quatro amostras do 

nordeste da Flórida compostos de amostras de H. sirtalis.  

 Rubini et al. (2005) realizaram a primeira caracterização molecular de 

Hepatozoon sp. de serpentes, no caso Hydrodynastes gigas, na América Latina, 

utilizando os oligonucleotídeos HepF e HepR (INOKUMA et al., 2002). A PCR foi 

eficiente em detectar Hepatozoon sp. do sangue de H. gigas com amplificação de um 

produto de PCR de 625 pb. O sequenciamento indicou a possibilidade de se tratar de 

uma única espécie de Hepatozoon, com 98,9% de identidade com o isolado 1 

(AY252110) de Stegonotus cuculattus (Colubridae) da Austrália, e 96,0% de identidade 

com H. catesbianae (AF176837) de anfíbios no estado de Oklahoma, Estados Unidos.  

 Harris et al. (2011) caracterizaram molecularmente espécies de Hepatozoon em 

répteis das Ilhas Seychelles, sequenciando regiões do gene 18S rDNA, utilizando os 
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oligonucleotídeos HEMO1 e HEMO2 (PERKINS e KELLER, 2001), bem como 

HepF300 e Hep900 (UJVARI et al., 2004). A análise filogenética indicou que as 

espécies de Hepatozoon de Seychelles formam uma linhagem monofilética. Maia et al. 

(2011) realizaram um inquérito molecular sobre espécies de Hepatozoon de lagartos do 

Norte da África, sequenciando regiões do 18S rDNA, utilizando os mesmos pares de 

oligonucleotídeos utilizados por Harris et al. (2011), e encontraram múltiplas linhagens 

geneticamente distintas. 

 Moço et al. (2012) conduziram estudos com Hepatozoon sp. de Caudisona 

durissa terrifica utilizando os oligonucleotídeos HepF/HepR (INOKUMA et al., 2002) 

e PiroA1/PiroB (JEFFERIES et al., 2003), os quais amplificaram, respectivamente, 650 

e 500 pb da região 18S rDNA. Apesar do sucesso dos mesmos em detectar tais 

parasitos, a caracterização molecular utilizando o fragmento amplificado mostrou-se 

incapaz de diferenciar espécies de Hepatozoon de serpentes. 

 O’Dwyer et al. (2013) foram os primeiros autores na América do Sul a 

descreverem novas espécies de Hepatozoon spp. em serpentes através de caracterização 

molecular e dados morfológicos. Os autores testaram diferentes pares de 

oligonucleotídeos e observaram que somente os pares HepF300/Hep900 e 

HEMO1/HEMO2 foram eficientes para amplificar e distinguir diferentes isolados de 

Hepatozoon spp. de serpentes. Com isso, conseguiram propor três novas espécies, 

Hepatozoon cuestensis, Hepatozoon cevapii e Hepatozoon massardii em serpentes 

Crotalus durissus terrificus de cativeiro, em Botucatu - São Paulo - Brasil.   

 Borges-Nojosa et al. (2017) descreveram uma nova espécie de Hepatozoon sp. 

no Nordeste brasileiro em Philodryas nattereri de vida livre. Além da caracterização 

morfológica do gamonte, os autores realizaram teste molecular utilizando os 

oligonucleotídeos HEP e HEMO. A nova espécie sugerida, chamada Hepatozoon musa, 

gerou uma sequência de nucleotídeos muito próxima a descrita por O’Dwyer et al. 

(2013) para a espécie H. cuestensis.  

 Ungarí et al. (2018) realizaram testes moleculares em diferentes espécies de 

serpentes de cativeiro no estado de São Paulo, Brasil, que apresentaram eritrócitos 

infectados por Hepatozoon spp. Os autores utilizaram os oligonucleotídeos HEP e 

HEMO e conseguiram identificar a espécie H. musa e H. cuestensis além de identificar 

uma potencial nova espécie em Boa constrictor. Este estudo foi o primeiro a relatar H. 

musa parasitando Epicrates crassus e C. durrisus.  
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 Calil et al. (2019) realizaram diagnóstico de Hepatozoon em 110 animais de 

cativeiro ou recém resgatados, locados no Zoológico de São Paulo e no Instituto 

Butantan, São Paulo, Brasil. Dos 110 animais, apenas 13,3% dos animais (15/110) 

apresentaram eritrócitos infectados à microscopia de luz, e 5,5% (6/110) foram 

positivos ao PCR utilizando pares de oligonucleotídeos HEPF300/HEPR900.  

Úngari et al. (2021) diagnosticaram uma possível nova espécie de Hepatozoon 

em uma serpente Dipsas mikanii coletada no estado de Goiás, Brasil. Foram utilizados 

nesses estudo os primers HEPF300/HEPR900 para as amostras sanguíneas e os primers 

4558 e 2733 nas amostras de tecido hepático. Os autores conseguiram também 

caracterizar morfologicamente os gamontes localizados em sangue periférico, bem 

como os merontes e cistos monozoicos encontrados no exame histopatológico presentes 

no tecido hepático. 

Portanto, considerando a importância ecológica dos parasitos do gênero 

Hepatozoon em diferentes espécies de animais, e em especial em serpentes, é de alta 

relevância diagnosticar, estimar a prevalência e identificar a espécie destes 

hemoparasitos em animais de vida livre, bem como avaliar as possíveis alterações 

hematológicas e bioquímicas induzidas pela infecção por Hepatozoon. Paralelamente, a 

observação e comparação destes resultados podem servir de ferramentas na conservação 

de animais silvestres e na clínica de animais de estimação. 
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4. Objetivos 

 

4.1 Objetivo geral: 

 Caracterizar a infecção por Hepatozoon spp. em serpentes Boa constrictor de 

vida livre provindas de fragmentos periurbanos de Mata Atlântica do Nordeste 

brasileiro, através de diagnóstico microscópico e molecular, avaliar as espécies de 

Hepatozoon envolvidas, e observar os efeitos da infecção por Hepatozoon spp. nos 

componentes sanguíneos celulares e bioquímicos destes animais.   

 

4.2 Objetivos específicos 

 a) Determinar a frequência da infecção por Hepatozoon spp. em Boa constrictor 

de vida livre provenientes de áreas periurbanas do nordeste brasileiro; 

 b) Avaliar os diferentes métodos de diagnóstico para Hepatozoon spp. em Boa 

constrictor; 

 c) Determinar a parasitemia nos animais infectados apresentando gamontes em 

sangue periférico; 

 d) Realizar filogenia molecular a partir das sequências obtidas dos amplificados 

em PCR.; 

 e) Caracterizar morfologicamente e morfometricamente os gamontes dos 

parasitos, bem como as possíveis alterações provocadas nos eritrócitos infectados; 

 f) Observar possíveis alterações induzidas nos constituintes sanguíneos pela 

infecção por Hepatozoon spp., e comparar com animais não infectados; 

 g) Estabelecer padrão de valores de referência hematológicos e bioquímicos para 

Boa constrictor de vida livre no nordeste brasileiro. 
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5. Hipóteses 

  

 Parasitos do gênero Hepatozoon são os principais hemoparasitos encontrados em 

serpentes, sendo relatada mais de 130 espécies nesses animais. Embora serpentes 

infectadas normalmente não apresentem sinais clínicos, relatos de animais que 

apresentaram manifestações clínicas e mesmo óbito são conhecidos. Estudos anteriores 

observaram que técnicas de biologia molecular são mais sensíveis e eficazes, além de 

possibilitar a posterior identificação do parasito. Estudos epidemiológicos e de interação 

ecológica entre parasito e o hospedeiro em animais de vida livre são importantes para a 

conservação das espécies e do entendimento da saúde ambiental do habitat. Desta 

forma, admite-se que serpentes Boa constrictor de vida livre são infectadas por 

parasitos do gênero Hepatozoon, em frequência maior que a encontrada em animais de 

cativeiro, bem como possivelmente albergam espécies de Hepatozoon nunca descritos 

para esta espécie, bem como há alterações hematológicas e de bioquímica clínica 

decorrentes da infecção. 
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RESUMO 

 

O gênero Hepatozoon compreende hemoparasitos protozoários que atingem anfíbios, 

répteis, aves e mamíferos, sendo que em serpentes já foram descritas mais de 130 

espécies. A forma gamonte deste parasito se aloja no eritrócito do réptil hospedeiro, 

podendo provocar alterações morfológicas na célula. A serpente Boa constrictor é 

comumente encontrada em fragmentos de floresta Mata Atlântica localizados em áreas 

periurbanas, porém são poucos os estudos sobre infecção por Hepatozoon em espécimes 

de vida livre. Com isso, o objetivo deste trabalho foi diagnosticar a infecção por 

Hepatozoon em serpentes Boa constrictor de vida livre resgatadas em áreas periurbanas, 

caracterizar os parasitos utilizando técnicas parasitológicas diretas e moleculares, bem 

como observar possíveis alterações morfológicas nos eritrócitos parasitados. Nos 52 

animais pesquisados, foram encontrados gamontes nos eritrócitos de 48,1% (25/52), 

com média de parasitemia de 0,63%. Foi observado que parasitos encontrados em 

alguns animais alteravam a morfologia do eritrócito, deslocando o seu núcleo ou 

provocando perda de hemoglobina. Reações de PCR demonstraram positividade em 

90,4% (47/52) das amostras, sendo que todas as amostras positivas em microscopia 

óptica também foram positivas nos PCRs. Em duas amostras, as sequências originadas 

se apresentaram filogeneticamente próximas a Hepatozoon musa, sendo assim o 

primeiro possível relato deste parasito em Boa constrictor. As sequências de outras três 

amostras originadas se apresentaram próximos a Hepatozoon ameivae. Cinco amostras 

apresentaram sequências fortemente próximas, formando um único subclado, sugerindo 

uma possível nova espécie de Hepatozoon. 

Palavras-chave: Diagnóstico Molecular, Hemogregarinas, Ofídios, Hemoparasitos
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ABSTRACT 

 

The genus Hepatozoon comprises protozoan hemoparasites that affect amphibians, 

reptiles, birds and mammals, and more than 130 species have been described in snakes. 

The gamont form of this parasite is found in the erythrocyte of the host reptile and can 

lead to morphological changes in the cell. The Boa constrictor snake is commonly 

found in Atlantic Forest fragments located in peri-urban areas, but there are few studies 

on Hepatozoon infection in free-living specimens. Thus, the objective of this work was 

to diagnose Hepatozoon infection in free-living Boa constrictor snakes rescued in peri-

urban areas, to characterize the parasites using direct parasitological and molecular 

techniques, as well as to observe possible morphological changes in the parasitized 

erythrocytes. Of the 52 animals surveyed, 48.1% presented gamonts in their 

erythrocytes (25/52), with a mean parasitemia of 0.63%. It was observed that parasites 

found in some animals altered the morphology of the erythrocyte, displacing its nucleus 

or causing loss of hemoglobin. PCR showed positivity in 90.4% (47/52) of the snakes, 

and all samples positive in optical microscopy were also positive in PCRs. In two 

samples, the originated sequences were phylogenetically close to Hepatozoon musa, 

thus being the first possible report of this parasite in Boa constrictor. The sequences of 

three other samples originated were close to Hepatozoon ameivae. Five samples showed 

strongly close sequences, forming a single subclade, suggesting a possible new species 

of Hepatozoon. 

 

Keywords: Molecular diagnosis, Hemogregarines, Ofidiology, Hemoparasite 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Hemogregarinas do gênero Hepatozoon são hemoparasitos intraeritrocitários 

e/ou intraleucocitários encontrados em anfíbios, répteis, aves e mamíferos (Telford, 

2009). Possuem ciclo de vida heteroxênico onde a fase de reprodução sexuada e 

esporogonia ocorrem no vetor invertebrado, e as fases de merogonia e gametogonia 

ocorrem no hospedeiro vertebrado (Wozniak et al., 1994).  Em serpentes, já foram 

descritas mais de 130 espécies pertencentes ao gênero Hepatozoon (Úngari et al., 2018), 

os quais são transmitidos pela ingestão direta do vetor invertebrado ou pela predação do 

hospedeiro vertebrado paratênico (Smith, 1996; O’Dwyer et al., 2013). A transmissão 

vertical também já foi observada em serpentes (Lowichik e Yaeger, 1987; Kauffman et 

al., 2017). Embora mosquitos normalmente não façam parte da dieta das serpentes, 

estudos experimentais mostraram que estes animais podem se infectar ao ingerir 

mosquitos ou carrapatos infectados (Telford et al., 2008;  Telford, 2010). Fonseca et al. 

(2020) observaram a presença de Hepatozoon na glândula salivar e no intestino de 

Amblyomma rotundatum que estavam parasitando Boa constrictor no Nordeste do 

Brasil.  

Serpentes infectadas por Hepatozoon spp. normalmente não apresentam sinais 

clínicos, porém alguns espécimes podem apresentar perda de hemoglobina, hipertrofia 

eritrocitária, alterações na membrana do eritrócito, deslocamento do núcleo do eritrócito 

e anemia, provocando perda de peso, diminuição na reprodução e na taxa de 

crescimento (Wozniak et al., 1996; Madsen et al., 2005; Brown et al., 2006). No Brasil, 

é conhecida a infecção por Hepatozoon spp. em algumas espécies de serpentes de vida 

livre e cativeiro (Moço et al., 2002;  O’Dwyer et al., 2004; Motta et al., 2011; Moço et 

al., 2012), sendo inclusive descritas novas espécies deste hemoparasito (O’Dwyer et al., 
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2013; Borges Nojosa et al, 2017; Úngari et al, 2021). No entanto, poucos estudos 

relatam a infecção por Hepatozoon em serpentes Boa constrictor, principalmente de 

vida livre (Paperna e Lainson, 2004; Úngari et al., 2018; Calil et al., 2019).  

A identificação da infecção por Hepatozoon em serpentes pode ser realizada 

através de análise de microscopia óptica de esfregaços sanguíneos, permitindo também 

a caracterização morfológica e morfométrica do estágio gamonte do parasito. Porém, 

apenas análises morfológicas nem sempre são efetivas para diferenciar espécies, e trata-

se de um método de baixas sensibilidade e reprodutibilidade (Telford, 2010;  Harris et 

al., 2011). Além disso, o uso apenas da microscopia óptica pode gerar falsos negativos, 

pois infecções crônicas podem provocar baixas parasitemias (Maia et al., 2014). Desta 

forma, o uso de técnicas moleculares se mostrou mais sensível e eficaz para o 

diagnóstico e identificação destes parasitos (Calil et al., 2019).  

Portanto, os objetivos deste trabalho foram identificar e quantificar a infecção 

por hemoparasitos do gênero Hepatozoon em serpentes da espécie Boa constrictor de 

vida livre e caracterizar morfológica e molecularmente os espécimes de Hepatozoon 

spp. detectados.  

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 Animais estudados e aspectos éticos 

Foram obtidas amostras sanguíneas de 52 serpentes Boa constrictor de vida 

livre, resgatadas por instâncias governamentais no ano de 2018 em fragmentos 

periurbanos de Mata Atlântica das cidades do Salvador e Feira de Santana no Estado da 

Bahia, o mais populoso da região Nordeste do Brasil. Os animais resgatados eram 

encaminhados ao Setor de Animais Silvestres e Exóticos, Zoológico de Salvador ou ao 

Núcleo de Ofidiologia e Animais Peçonhentos da Bahia, localizados na cidade do 
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Salvador, ou ao Laboratório de Animais Peçonhentos e Herpetologia da Universidade 

Estadual de Feira de Santana, na cidade de Feira de Santana.  

No momento do resgate dos animais, foi realizado exame clínico para detectar 

quaisquer sinais clínicos que pudessem indicar alguma enfermidade, biometria, 

pesagem e sexagem por médicos veterinários especializados em animais silvestres. A 

coleta de sangue de cada animal foi realizada pelo seio venoso paravertebral, sendo 

coletados 0,5 mL com anticoagulante EDTA para obtenção de DNA genômico e 

posterior análise molecular, e para confecção de esfregaços sanguíneos, os quais foram 

feitos imediatamente após a coleta para posterior análise microscópica.   

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Escola de 

Medicina Veterinária da Universidade Federal da Bahia (CEUA/UFBA 94/2018), pelo 

Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO 63053-3) e pelo 

Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético (SISGEN A789EC8). 

 

2.2 Análises Microscópicas 

Os esfregaços sanguíneos foram corados com corante May-Grunwald-Giemsa e 

examinados em microscópio óptico de luz com 1000x para presença de hepatozoídeos. 

Os animais foram considerados positivos na análise de microscopia óptica quando 

apresentavam gamontes nas hemácias do sangue periférico.  

A parasitemia foi calculada como sugerido por Maia et al. (2014), 

contabilizando os eritrócitos infectados em um total de 4000 eritrócitos e em seguida 

determinando a porcentagem. Com o intuito de reduzir possíveis erros, as lâminas de 

espécimes infectados foram contadas três vezes e calculada então a média aritmética. 

  A morfometria dos eritrócitos foi realizada após os resultados de microscopia e 

PCR. Desta forma, as amostras foram selecionadas aleatoriamente por conveniência e 
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classificadas em três grupos de acordo com seus achados microscópicos e moleculares 

para comparar possíveis alterações morfométricas entre elas, sendo: Grupo 1 = amostras 

negativas na microscopia e no PCR (n = 5); Grupo 2 = amostras negativas na 

microscopia e positivas no PCR (n = 6); Grupo 3 = amostras positivas na microscopia e 

no PCR (n = 17). Foram medidos: a área do núcleo, e o comprimento, largura e área do 

eritrócito. A morfometria dos gamontes foi realizada medindo o comprimento e largura 

tanto do parasito quanto do seu núcleo (Figura 01). Para essas análises, foi utilizado 

microscópio binocular (Nikon Eclipse, Nikon, Tokyo, Japão), aumento de 1000x, e com 

o programa NIS Elements versão 4.60 (Nikon). 

 

 

Figura 01: Esquematização dos parâmetros morfológicos de eritrócitos e de gamontes de 

Hepatozoon sp., como determinados nesse estudo. 1- Comprimento do gamonte; 2- 

Comprimento do núcleo do gamonte; 3- Comprimento do núcleo do eritrócito; 4- Largura do 

eritrócito; 5- Largura do núcleo do gamonte; 6- Largura do eritrócito; 7- Comprimento do 

eritrócito.  

 

Foram avaliadas também, possíveis interferências da presença do parasito no 

eritrócito infectado. Os eritrócitos eram considerados normais caso se apresentassem de 
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forma oval, com o núcleo centralizado e citoplasma rico em hemoglobina, permitindo 

delimitar a forma do eritrócito. Os eritrócitos infectados que apresentassem o seu núcleo 

deslocado pelo parasito, clareamento do citoplasma por perda da hemoglobina ou 

alteração morfológica eram então sinalizados. 

 

2.3 Diagnóstico Molecular 

Amostras de DNA genômico foram extraídas do sangue dos 52 animais 

utilizando o kit de extração PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA), de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de 

DNA foram quantificadas e analisadas com relação à sua pureza em aparelho Nanodrop 

(ThermoFisher Scientific).  

Os ensaios de reação em cadeia da polimerase (PCR) foram realizados 

utilizando-se dois pares de iniciadores desenhados para amplificar regiões do gene da 

subunidade menor do RNA ribossomal (SSU RNAr), específicos para o gênero 

Hepatozoon. O par de iniciadores senso HEP300 – 5’– GTTTCTGACCTAT 

CAGCTTTCGACG –3’ e antissenso HEP900 – 5’– CAAATCTAAGAAT 

TTCACCTCTGAC –3’ foram utilizados para amplificar uma região de 600pb do gene 

SSU RNAr de Hepatozoon sp. conforme descrito por Ujvari et al. (2004).  Já o par de 

iniciadores senso HEMO1 – 5’ – TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG – 3’ 

e antissenso HEMO2 – 5’ – CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC – 3’ 

amplificam uma região de 1000pb do gene SSU RNAr de hemogregarinas (Perkins e 

Keller, 2001).  

As reações foram realizadas utilizando o kit Go Taq G2 DNA Polymerase 

(Promega, Madison, WI) onde, para cada reação de volume final de 50 µL foram 

adicionados 50 ng de amostras de DNA genômico, 1,25 U de DNA polimerase, 1,5 mM 
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de MgCl2, 200 µM de cada nucleotídeo, 1 µM de cada iniciador (senso e antissenso) e 5 

µL de tampão 5x colorless GoTaq (Promega). Para todas as reações foram utilizados 

controles positivo e negativo da reação, onde foram adicionados no lugar da amostra de 

DNA, respectivamente, uma alíquota de 50 µg do DNA extraídos do sangue de uma 

serpente com alta parasitemia (controle positivo) e água livre de DNAse e RNAse 

(controle negativo). A reação de PCR foi realizada para os iniciadores HEP nas 

seguintes condições: a desnaturação inicial foi realizada à 95 ºC por 5 minutos, seguidas 

por 40 ciclo de desnaturação à 95 ºC por 30 segundos, anelamento à 60 ºC por 30 

segundos e extensão à 72 ºC por 1 minuto, ao final foi realizada uma etapa de extensão 

final à 72 ºC por 5 minutos. Para os iniciadores HEMO, as condições da reação de PCR 

foram as mesmas, exceto para o anelamento onde foi utilizada a temperatura de 50 ºC. 

Após a PCR, foi realizada a corrida das amostras em gel de agarose 2 % preparado com 

tampão Tris-Borato EDTA 1x (TBE) e 4,5 µL de brometo de etídeo10 mg/mL (para 150 

mL de gel), e os produtos de PCR foram então submetidos à eletroforese horizontal a 

100 V. Para visualização das bandas, o gel foi submetido à luz ultravioleta em 

transluminador para visualização de possível amplificação. 

 

2.4 Sequenciamento e Análise Filogenética 

Para a identificação molecular, foram aleatoriamente analisadas 20 amostras 

positivas no PCR para os iniciadores HEP e HEMO (10 em que havia sido feita a 

morfometria dos parasitos e 10 em que não houve parasitemia detectável), que foram 

extraídas e purificadas utilizando-se o kit Pure Link Quick Gel Extraction 

(ThermoFisher Scientific), segundo informações fornecidas pelo fabricante, e o 

amplicon obtido com a purificação foi submetido ao sequenciamento. O 

sequenciamento foi realizado pela metodologia de Sanger em Sequenciador ABI 3730 
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DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando-se o kit BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).  

Os resultados foram gerados em formato ABI, e a qualidade do sequenciamento 

analisada pelo software livre FinchTV, e a obtenção de sequências consenso foi 

realizada no software livre Bioedit. As sequencias consenso foram submetidas à busca 

por similaridade utilizando a ferramenta BLAST / NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), e acessando o GenBank/NCBI. 

Em seguida, gerou-se um banco de dados com as sequências obtidas pelo 

sequenciamento das amostras e pelas sequências armazenadas no GenBank/NCBI para 

concatenação e alinhamento pelo MAFFT (Multiple alignment program for amino acid 

or nucleotide sequences) v. 7. Após o alinhamento foram geradas as árvores 

filogenéticas para as sequências geradas pelos iniciadores HEP e HEMO, bem como 

uma outra árvore filogenética de Máxima Verossimilhança para comparar as sequências 

do estudo com as sequências do banco de dados do GenBank/NCBI.  

 

2.5 Análises Estatísticas 

As variáveis morfométricas dos eritrócitos e dos gamontes coletados 

apresentaram distribuição livre no teste de D'Agostino-Pearson. Por conseguinte, foi 

realizado o teste de Kruskal -Wallis e o pós-teste de Dunn no software IBM SPSS v. 26 

(IBM, AMonk, NY) para comparação da distribuição dos dados entre os grupos. A 

significância foi considerada quando P < 0,05. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Diagnóstico parasitológico direto e molecular 

Ao investigar microscopicamente a presença de gamontes no sangue periférico 

das serpentes, foi encontrada frequência de 48,1% (25/52) de animais positivos, com 

média de parasitemia de 0,63%, valor máximo de 2,5% e mínimo de 0,03% de 

parasitemia.  

Dos 52 animais analisados, 90,4% (47/52) foram positivos em PCR para um dos 

iniciadores utilizados, sendo que 7,7% (4/52) amostras amplificaram apenas para o 

primer HEMO. Não foram observadas amostras que amplificassem apenas ao primer 

HEP, como descrito na Tabela 01. Todas as amostras que amplificaram apenas para o 

primer HEMO (4/52) obtiveram resultado negativo para a observação de parasitos 

durante a microscopia óptica. Todas as amostras positivas na microscopia (25/52) 

obtiveram resultados positivos para a amplificação do primer HEP. 

 

Tabela 01. Número de amostras de Boa constrictor de vida livre que amplificaram 

aos iniciadores HEP e HEMO.  

 

 

 

 

 

3.2 Morfometria 

Os resultados morfométricos dos três grupos são apresentados em medianas 

junto a seus respectivos valores mínimos e máximos (Tabela 02). As medianas dos 

eritrócitos não infectados diferiram estatisticamente (P < 0,05) dos outros dois grupos 

para os parâmetros “comprimento”, “largura”, “área total” e “área do núcleo”.   

Resultado PCR Número de amostras (%) 

Não amplificou a nenhum iniciador 05 (9,61%) 

Amplificou HEP e HEMO 43 (82,7%) 

Amplificou somente HEMO 04 (7,69%) 

Amplificou somente HEP 00 (0,00%) 

TOTAL 52 (100%) 
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Foi possível observar diferença estatística significativa (P < 0,05) entre os 

eritrócitos infectados e os não infectados do Grupo 03 para os parâmetros 

“comprimento”, “largura” e “área total”. A mensuração dos gamontes em 17 espécimes 

de Boa constrictor não apresentou diferença estatística (P < 0,05) para quaisquer dos 

parâmetros analisados (Tabela 03). 

Em 100% (17/17) dos indivíduos analisados microscopicamente para morfologia 

das hemácias, observamos que os eritrócitos infectados apresentavam alterações 

morfológicas devido à presença do hemoparasito, bem como foi verificado o 

deslocamento do núcleo dos eritrócitos infectados em 76,47% (13/17). A perda da 

hemoglobina nos eritrócitos infectados foi observada em 35,29% das amostras (6/17) 

(Tabela 04; Figura 02). 

 

 

 

Figura 02: Influência do parasito na morfologia dos eritrócitos parasitados em 

serpentes Boa constrictor de vida livre. (A) eritrócito parasitado apresentando perda 

de hemoglobina; (B) eritrócito parasitado apresentando deslocamento do núcleo; (C) 

eritrócito parasitado apresentando alteração na morfologia e perda de hemoglobina. 

Barras de escala: 10µm. Coloração de May-Grunwald-Giemsa. 
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Tabela 02: Morfometria eritrocitária em serpentes Boa constrictor de vida livre, de acordo com seus diagnósticos microscópicos e 

moleculares de Hepatozoon sp. Medianas, na mesma linha e seguidas por diferentes letras sobrescritas, não diferem pelo teste Kruskal -Wallis e 

o pós-teste de Dunn com P < 0,05. Para o grupo 1 foram analisadas 250 hemácias, 150 hemácias no Grupo 2 e 425 hemácias no Grupo 3. 

 GRUPO 1            

Microscopia e PCR 

Negativos (n=5) 

Medianas com Valores 

Max e Min 

GRUPO 2             

Microscopia Negativo                             

e PCR Positivo (n= 6) 

Medianas com Valores 

Max e Min 

GRUPO 3            

Microscopia e PCR 

Positivos (n=17) 

Medianas com Valores 

Max e Min 

Média e desvio 

padrão dos 

PCR Positivos 

(GRUPO 2 e 3) 

Média e desvio 

padrão Geral 
Valor P

1
 

Comprimento do Eritrócito 

não Infectado (µm) 
20,55 (11,46 – 27,08) 19,64 (14,55 – 24,61) 17,71 (13,58 – 21,52) 18,67 (± 0,97) 19,3 (± 1,45) P < 0,000 

Comprimento do Eritrócito 

Infectado (µm) 
Ausente Ausente 20,80 (13,45 – 34,40)    

Largura do Eritrócito não 

Infectado (µm) 
11,11

 
(8,16 -- 15,25) 10,86 (7,71 – 14,08) 10,08 (6,32 – 15,04) 10,47 (± 0,55) 10,68 (± 0,54) P < 0,000 

Largura do Eritrócito Infectado Ausente Ausente 11,54 (6,85 – 20,15) 
  

 

Área do Eritrócito não 

Infectado (µm²) 
182,81 (117,72 – 261,26) 168,51

 
(102,7 – 232,37) 153,02 (93,98 – 201,16) 160,77 (± 10,95) 168,11 (± 14,90) P < 0,000 

Área do Eritrócito Infectado 

(µm²) 
Ausente Ausente 207,44 (76,87 – 586,19) 

  
 

Área do Núcleo não Infectado 

(µm²) 
22,65

g
 (10,07 – 45,84) 21,61

g
 (13,32 – 41,05) 21,45

g
 (5,47 – 43,69) 21,53 (± 0,11) 21,90 (± 0,65) P > 0,859 

Área do Núcleo Infectado Ausente Ausente 22,09 (9,52 – 56,5) 
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Tabela 03: Morfometria de Hepatozoon spp. infectando serpentes Boa constrictor de vida livre. Esfregaços sanguíneos foram analisados em 

microscópio óptico com aumento de 1000x. Para cada amostra de cada animal, foram analisados 25 parasitos. Não foram encontradas diferenças 

estatísticas significativas para cada parâmetro entre diferentes animais, usando o teste Kruskal -Wallis com P < 0,05. 

Identificação dos 

espécimes (n=17) 

Morfometria expressa em medianas com seus respectivos valores mínimos e máximos 

Comprimento do parasito (µm) Largura dos parasitos (µm) 
Comprimento do núcleo 

do parasito (µm) 

Largura do núcleo do 

parasito (µm) 

486 12,97 (10,40 – 14,96) 3,54 (2,04 – 5,35) 5,17 (3,07 – 8,78) 1,62 (1,09 – 2,54) 

538 16,57 (8,66 – 19,20) 3,78 (2,01 – 8,52) 4,78 (1,83 – 7,21) 2,37 (1,45 – 4,68) 

577 13,09 (11,44 – 15,96) 4,02 (2,36 – 7,68) 5,21 (3,33 – 7,77) 1,80 (1,17 – 4,31) 

664 12,98 (9,90 – 14,68) 3,57 (1,16 – 5,25) 4,43 (2,70 – 7,88) 1,36 (0,90 – 2,17) 

763 14,75 (10,80 – 16,31) 2,71 (1,47 – 6,05) 4,47 (2,51 –6,97) 1,83 (1,22 – 4,07) 

769 14,11 (12,15 – 15,62) 3,49 (2,05 – 5,32) 4,03 (2,32 – 5,60) 2,16 (1,54 – 3,48) 

5902 14,03 (11,61 – 16,58) 3,58 (1,16 – 6,74) 4,32 (2,59 – 6,08) 1,74 (1,05 – 3,62) 

5913 14,04 (11,75 – 16,54) 3,64 (1,80 – 5,89) 3,96 (2,54 – 5,76) 2,17 (1,26 – 5,32) 

5924 14,78 (13,66 – 17,13) 3,08 (1,78 – 5,40) 3,49 (2,76 – 6,84) 2,68 (1,94 – 3,68) 

5928 13,49 (11,67 – 14,62) 3,96 (2,05 – 5,54) 4,04 (2,25 – 6,24) 2,12 (1,14 – 4,71) 

5934 14,26 (12,07 – 16,12) 4,24 (2,69 – 5,46) 4,67 (2,95 – 5,98) 2,51 (1,55 – 4,26) 

5952 14,85 (12,07 – 16,05) 2,51 (0,98 – 4,67) 4,17 (2,01 – 7,08) 1,72 (0,98 – 3,82) 

9413 16,90 (11,91 – 22,55) 5,68 (2,45 – 10,4) 6,35 (4,02 – 15,72) 2,68 (1,41 –4,71) 

9489 12,24 (11,05 – 19,95) 4,04 (2,19 – 9,22) 6,48 (2,67 – 11,36) 2,71 (1,54 – 8,09) 

9490 13,93 (11,77 – 15,58) 2,26 (0,98 – 4,83) 4,09 (2,46 – 5,62) 1,78 (0,98 – 2,90) 

9509 16,63 (11,03 – 21,85) 6,87 (2,56 – 9,30) 4,50 (2,99 – 8,94) 4,15 (1,14 – 7,81) 

9653 16,55 (11,74 – 18,82) 6,12 (2,70 – 11,20) 7,25 (2,52 – 11,34) 3,04 (1,02 – 6,48) 

Mediana Total 14,06 (8,66 – 22,55) 3,78 (0,98 – 11,20) 4,45 (1,83 – 15,72) 2,16 (0,90 – 8,09) 

P 0,1744 0,3256 0,1100 0,4798 
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Tabela 04: Influência do Hepatozoon spp. na morfologia dos eritrócitos parasitados 

em serpentes Boa constrictor de vida livre. Os esfregaços sanguíneos foram 

analisados em microscópio óptico com 1000x de aumento.  

 

Identificação dos 

espécimes (n=17) 

Mudança na 

anatomia do 

eritrócito  

Deslocamento do 

núcleo do 

eritrócito 

Perda de 

hemoglobina 

486 Presente Presente Ausente 

538 Presente Presente Ausente 

577 Presente Presente Presente 

664 Presente Presente Presente 

763 Presente Ausente Ausente 

769 Presente Ausente Ausente 

5902 Presente Presente Ausente 

5913 Presente Presente Ausente 

5924 Presente Ausente Ausente 

5928 Presente Presente Presente 

5934 Presente Presente Ausente 

5952 Presente Ausente Ausente 

9413 Presente Presente Presente 

9489 Presente Presente Ausente 

9490 Presente Presente Ausente 

9509 Presente Presente Presente 

9653 Presente Presente Presente 

TOTAL 17 (100%) 13 (76,47%) 6 (35,29%) 
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3.3 Sequenciamento 

Não houve consenso no sequenciamento para o primer HEMO em 10% das 

amostras (2/20), enquanto para o primer HEP não houve consenso em 25% (5/20).  

Ao comparar o banco de dados formado pelas sequências consenso obtidas pelos 

primers HEMO e HEP com o banco de dados disponível no GenBank/NCBI, foi gerada 

uma tabela que consta como material suplementar deste manuscrito (MATERIAL 

SUPLEMENTAR 01). Nela, podemos observar que as amostras 538 e 9413 obtiveram 

porcentagens de homologia maiores que 99,63% com a espécie Hepatozoon musa para 

as sequências HEMO 9413, HEMO 538 e HEP 538. Observamos também, que apenas 

três únicas amostras (583, 666 e 769) tiveram suas sequências HEP com percentagem 

de homologia altas para a sequência de Hepatozoon sp. encontrado em Boa constrictor, 

depositada no GenBank/NCBI, sendo estes valores respectivamente de 99,26%; 99,81% 

e 99,81%. Estas mesmas amostras também obtiveram percentagem de homologia altas 

para a espécie Hepatozoon ameivae com respectivos valores de 99,07%; 99,63%; 

99,61%. 

Sete amostras (486, 664, 5924, 5928, 5934, 9653 e 9736) apresentaram uma 

característica peculiar, na qual não houve percentagem de homologia maior que 99% 

entre as sequências geradas pelo primer HEP e quaisquer outras sequências do banco de 

dados do GenBank/NCBI. 

 

3.4 Análises filogenéticas 

Analisando a árvore filogenética para as sequências consenso geradas pelo 

sequenciamento HEP (Figura 03), observamos a formação de dois clados, onde um 

subclado é formado pelas sequências HEP 9653, HEP 446, HEP 5924, HEP 5692 e HEP 

5903, que ao serem analisadas juntos ao banco de dados do NCBI e confeccionada uma 
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árvore filogenética de máxima verossimilhança (Figura 05), pôde-se observar que 

localizavam-se próximas às amostras HEMO, sendo possível sugerir que as mesmas são 

do gênero Hepatozoon. A sequência HEP 446 foi localizada em um mesmo subclado da 

árvore de máxima verossimilhança que a espécie Hepatozoon fitzsimonsi. O outro 

subclado da árvore filogenética das sequências HEP apresentam três distintos grupos 

formados por: grupo A (HEP 9413 e HEP 538), grupo B (HEP 583, HEP 666 e HEP 

769) e grupo C (HEP 486, HEP 9736, HEP 5928, HEP 664 e HEP 5934).  

O grupo A, quando analisado na árvore de máxima verossimilhança se 

posicionou no mesmo clado que sequências de H. musa, enquanto os grupos B e C se 

posicionaram em um clado distinto nesta mesma árvore. O grupo B se posicionou em 

um subclado junto a duas sequências de H. ameivae encontrado em lagartos Ameiva 

ameiva e a uma sequência de Hepatozoon sp. encontrado em serpente Boa constrictor, 

ambas no Brasil. O grupo C formou um subclado exclusivo, localizado entre subclados 

de isolados de animais da ordem Squamata. A aproximação evolutiva entre as 

sequências deste grupo, revelada na árvore com as sequências consenso HEP, sugere 

que podem representar uma única espécie de Hepatozoon. 

Ao analisar as árvores filogenéticas para as sequências consenso geradas pelo 

sequenciamento do primer HEMO (Figura 04) e a de máxima verossimilhança (Figura 

05), observamos que ambos os clados formados por estas sequências HEMO tendem a 

se aproximar de sequências do banco de dados identificados apenas em nível 

taxonômico de gênero, com exceção da sequência HEMO 5692 que se posicionou em 

um mesmo subclado que o Hepatozoon aegypti descrito em serpente Spalerosophis 

diadema na Arábia Saudita. As sequências HEMO 446 e HEMO 5924 se apresentaram 

em um subclado da árvore de máxima verossimilhança, junto com uma sequência de 

Hepatozoon sp. identificada em serpente Crotalus durissus terrificus no Brasil.  
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Figura 03. Árvore filogenética para as sequências consenso geradas pelo 

sequenciamento do iniciador HEP de amostras de Boa constrictor de vida livre.  

 

 

 

Figura 04: Árvore filogenética para as sequências consenso geradas pelo 

sequenciamento do iniciador HEMO de amostras de Boa constrictor de vida livre. 
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Figura 05: Árvore filogenética de Máxima Verossimilhança com sequências dos 

iniciadores HEP e HEMO e sequências do banco de dados do NCBI. 
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4. DISCUSSÃO 

Hemogregarinas do gênero Hepatozoon são descritos como os mais comuns 

hemoparasitos em serpentes (Úngari et al., 2018) e, embora muitas vezes os animais 

infectados não apresentem sinais clínicos, há relatos de serpentes com significativas 

parasitemias que desenvolveram patologias (Wozniak et al., 1996; Madsen et al., 2005; 

Brown et al., 2006). Estudos em animais selvagens de vida livre são escassos, 

negligenciando a importância de informações sobre o hemoparasito e suas infecções no 

hospedeiro em condições naturais, em contraste com animais em cativeiro (Metzger et 

al., 2008; Calil et al., 2019). Desta forma investigações sobre a relação Hepatozoon sp. 

e serpentes de vida livre são importantes para que possamos analisar a frequência da 

infecção pelo parasito no ambiente selvagem, identificação correta da espécie, 

parasitemia dos animais e danos funcionais a célula infectada. Neste estudo foi possível 

diagnosticar microscopicamente e por PCR a infecção por Hepatozoon sp. em serpentes 

Boa constrictor de vida livre, estimar sua parasitemia, bem como possivelmente 

identificar as espécies de Hepatozoon encontradas. 

Observamos que houve diferença entre a frequência da infecção por Hepatozoon 

sp. em Boa constrictor de vida livre nos diferentes métodos de diagnóstico utilizados, 

sendo encontrada frequência de 48,1% na microscopia óptica e de 90,4% (47/52) pelo 

método de PCR, indicando que o método de PCR é mais sensível e eficaz para o 

diagnóstico de Hepatozoon sp. Segundo Maia et al (2014), esta diferença pode ser 

justificada pela baixa presença de gamontes no sangue periférico dos répteis em casos 

de infecções crônicas, bem como devido à variação natural da parasitemia no ciclo da 

infecção, determinando falsos negativos ao diagnóstico microscópico. São raros os 

estudos que lancem mão do método de PCR para determinar a prevalência de infecções 

por Hepatozoon sp. em serpentes, sendo o PCR normalmente utilizado em amostras 
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positivas para a presença de gamontes na microscopia, para que seu produto seja 

sequenciado e identificada a espécie do hemoparasito.  Calil et al (2019) pesquisaram 

pelo método de PCR a prevalência de Hepatozoon spp. em diferentes espécies de 

serpentes de cativeiro e recém resgatadas e encaminhadas a centros de pesquisa em São 

Paulo, Brasil, observando prevalência de 5,5% (6/110). Considerando apenas estudos 

com animais de vida livre, a frequência de 48,1% encontrada microscopicamente em 

nosso estudo foi maior do que encontrado por O’Dwyer et al. (2003), que identificaram 

38,9% em serpentes Boa constrictor amarali recém capturadas e encaminhadas a 

centros de pesquisa no estado de São Paulo, Brasil. O’Dwyer et al. (2003) sugerem que 

diferenças entre prevalência da infecção podem ser influenciadas por características 

climáticas e abundância de vetores. 

De Biase et al (1989) observaram que animais de vida livre tendem a ter uma 

prevalência maior para infecção por Hepatozoon sp. devido ao maior contato com 

carrapatos e mosquitos transmissores, bem como com presas hospedeiras 

intermediárias. A frequência encontrada na microscopia da infecção por Hepatozoon sp. 

em nosso estudo foi menor do que a encontrada por Lopes et al (2010) que observaram 

prevalência de 100% (7/7) em Boa constrictor de cativeiro no semiárido do Rio Grande 

do Norte. No entanto, foi maior do que encontrado por Ungari et al. (2018) e Calil et al. 

(2019) em Boa constrictor de cativeiro, ambos na região Sudeste do Brasil, com valores 

de 16,7% (4/24) e 18,2% (2/11), respectivamente. De Biase et al (1989) acreditam que a 

presença de animais em cativeiro infectados com Hepatozoon sp. pode estar relacionada 

à longevidade do parasito em seu hospedeiro e não por uma reinfecção.  Por outro lado, 

Ungari et al (2018) sugerem que a gestão adequada da saúde contribui para a baixa 

prevalência de parasitos em cobras em cativeiro. Ainda não possuímos informações 

mais precisas que possam indicar qual ponto de vista estaria mais próximo da realidade. 
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Em nosso trabalho encontramos parasitemia mínima de 0,03% e máxima de 

2,5%, porém, devido à ausência de pesquisas similares com Boa constrictor de vida 

livre, podemos comparar nossos resultados somente com pesquisas em serpentes de 

cativeiro. Normalmente são encontradas parasitemias que não ultrapassam 1% (Santos 

et al., 2005; Glaser et al., 2008; Calil et al., 2019), apesar de Lopes et al., (2010) terem 

encontrado parasitemia de 4,5% em uma espécime de Boa constrictor em cativeiro. 

Santos et al. (2005) acompanharam a parasitemia de serpentes de cativeiro infectadas 

por 2 anos e observaram que o Hepatozoon levou a infecções crônicas nos animais e 

que a parasitemia tende a oscilar, porém sempre havendo um decréscimo com o tempo 

após primeiro exame. É provável que o achado de parasitemias mais altas do que o 

relatado em cativeiro esteja relacionado com o fato de que as serpentes aqui analisadas 

eram de vida livre, e que se alimentavam de animais infestados com ectoparasitos 

infectados com o hemoparasito, o que não acontece normalmente em cativeiro. Ewing et 

al., (2003) sugerem que mesmo animais com parasitemias baixas demandam cuidados 

ao serem introduzidos em ambientes com outras serpentes, pois o vetor invertebrado se 

infecta mesmo quando infestando animais com baixas parasitemias. 

Os resultados da morfometria dos eritrócitos não infectados apresentaram 

diferença estatística entre as medianas dos parâmetros “comprimento”, “largura” e “área 

do eritrócito” entre os três Grupos, sendo que o Grupo 1 obteve a maior mediana para 

estes parâmetros. Estes resultados nos fazem suspeitar que a presença de Hepatozoon 

sp., mesmo que na infecção crônica, estimule a hematopoese nas serpentes, seja por 

produção medular ou por mitoses eritrocitária, pois é sabido que as células jovens 

nesses animais são de menor tamanho, diferentemente dos mamíferos (Almosny, 2014). 

Gonzalez et al (2021) observaram que anfíbios parasitados tendiam a ter um maior 

número de eritrócitos jovens no sangue periférico, bem como a ocorrência de mitoses 
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nestas células. Madsen et al (2005) sugerem que uma das consequências fisiológicas 

possíveis pela infecção por Hepatozoon sp. seria justamente a redução na capacidade de 

carreamento do oxigênio pelo eritrócito e consequente liberação compensatória de 

eritrócitos jovens. A ausência de trabalhos similares, realizando a mensuração de 

animais infectados e não infectados confirmados por PCR, dificulta comparações. 

Observamos que Hepatozoon sp. altera a morfologia do eritrócito infectado em 

Boa constrictor de vida livre, bem como pode haver a perda da hemoglobina destes 

eritrócitos provocada pelos gamontes. Madsen et al. (2005) observaram que serpentes 

infectadas por Hepatozoon sp. apresentaram diminuição do seu “fitness” e sugeriram 

que seja devido a alterações na morfologia, consumo da hemoglobina e diminuição da 

área livre para o carreamento do oxigênio pelo eritrócito infectado, bem como a 

presença de eritrócitos imaturos na circulação periférica. Em relação a característica de 

perda da hemoglobina do eritrócito, ao cruzarmos as informações dos espécimes que 

apresentavam esta característica junto com a posição na árvore filogenética de máxima 

verossimilhança, percebemos que estes espécimes podem ou não estar no mesmo sub 

Clado que outros espécimes que não apresentavam perda de hemoglobina, sugerindo 

assim que esta não é uma característica peculiar na diferenciação de uma espécie de 

Hepatozoon.  

Nossos resultados de sequenciamento das amostras positivas dos primers HEMO 

e HEP sugerem que os hemoparasitos encontrados são realmente do gênero 

Hepatozoon, tendo indícios que duas amostras seriam da espécie H. musa. A espécie H. 

musa (KX 880079), foi descrita pela primeira vez por Borges-Nojosa et al. (2017) 

parasitando Philodryas nattereri no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.  Úngari et 

al., (2018) relataram pela primeira vez a infecção por H. musa em Crotallus durissus 

(MF 497763; MF 497764; MF 497765; 497766) e Epicrates crassus (MF 497767) no 
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estado de Minas Gerais, Brasil. A distribuição geográfica das serpentes Boa constrictor 

convergem com a distribuição das serpentes P. nattereri, C. durissus e E. crassus 

(Nogueira et al. 2020) bem como compartilham de alguns hábitos alimentares 

(Sant’Anna e Abe, 2007; Mesquita et al., 2011; Mesquita et al., 2013). Somada ainda a 

baixa especificidade ao hospedeiro relatada para este gênero de hemoparasito (Telford, 

2009), torna-se plausível que Boa constrictor seja infectada por H. musa, sendo assim, o 

primeiro relato desta interação interespecífica. Outras três amostras obtiveram 

sequências pelo PCR utilizando primers HEP que apresentavam percentagem de 

homologia fortes (> 99%) com as sequências depositadas de H. ameivae (MN 833642; 

MN 833641) encontrados em lagartos Ameiva ameiva, e Hepatozoon sp. (MF497768) 

encontrado em B. constrictor, ambos no Brasil. Este resultado corroborou com o 

resultado da árvore filogenética de verossimilhança, onde as sequências destas amostras 

se apresentaram em um subclado mais fortemente ligados as sequências de A. ameiva e 

Hepatozoon sp. descritas acima. Picelli et al (2020) encontraram uma relação muito 

próxima entre as sequências de diferentes répteis, sugerindo que esta proximidade se 

deve a relação presa-predador entre o lagarto e a serpente, podendo o lagarto ser tanto 

um hospedeiro intermediário quanto um hospedeiro paratênico.  

Cinco amostras originaram sequências no PCR com primers HEP que se 

apresentaram como um subclado específico na árvore filogenética de máxima 

verossimilhança, localizado entre outros subclados da ordem Squamata. Estas amostras 

não obtiveram percentagens de homologia maiores que 99% entre as sequências geradas 

pelo primer HEP e nenhuma das sequências disponíveis no GenBank/NCBI. Picelli et al 

(2020), comparando estudos e resultados filogenéticos de Hepatozoon sp., observaram 

que o gene 18S rRNA é um marcador de área conservada, sugerindo que diferenças 

maiores ou próximas a 1% podem ser consideradas para distinção entre espécies. Dessa 
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forma, é possível sugerir que estas amostras sejam potencialmente uma espécie de 

Hepatozoon ainda não descrita. Além disso, devido a forte aproximação entre as 

sequências observada na árvore filogenética HEP bem como seus resultados do 

sequenciamento, é possível que estas sequências sejam de uma mesma única espécie. 

  

5. CONCLUSÃO 

Este trabalho observou, através de técnicas moleculares, uma alta prevalência de 

serpentes Boa constrictor de vida livre infectadas por Hepatozoon spp., ratificando a 

sensibilidade deste método para diagnóstico de infecções crônicas por este 

hemoparasito, bem como pôde apresentar pela primeira vez a infecção por H. musa 

nesses animais. 
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Material Suplementar 01 

Tabela 01: Análise das sequências de nucleotídeos de amplificados de produtos de PCR utilizando os primers HEMO e HEP. Os 

amplificados foram sequenciados por metodologia de Sanger, e as sequências submetidas a análise BLAST. 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 446 

Hepatozoon sp. KC342523.1 99.88% C. durissus terrificus / Squamata SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MG456821.1 99.75% C. pectinata / Squamata OAXACA / MÉXICO 
Hepatozoon sp. MG456824.1 99.75% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MÉXICO 
Hepatozoon sp. MH174343.1 99.63% O. atacamensis / Ixodida CHILE 

H. colubri MN723844.1 99.51% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 

HEP 446 

Hepatozoon sp. MG456824.1 100% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MÉXICO 
H. colubri MN723844.1 99.89% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 

Hepatozoon sp. MH174343.1 99.89% O. atacamensis / Ixodida CHILE 
H. fitzsimonsi KJ702453.1 99.81% C. angulata / Jabuti ÁFRICA DO SUL 
H. fitzsimonsi KR069084.1 98.81% K. zombensis / Testudinata ÁFRICA DO SUL 

HEMO 5692 

Hepatozoon sp. KU680460.1 99.88% T. deserti / Squamata MARROCOS 
H. chinensis KF939627.1 99.88% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA 
H. chinensis KF939626.1 99.88% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA 
H. aegypti MH198742.1 99.88% S. diadema / Squamata ARABIA SAUDITA 

H. chinensis KF939624.1 99.77% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA 

HEP 5692 

Hepatozoon sp. KM234617.1 100% H. mabouia / Squamata PARAÍBA / BRASIL 
Hepatozoon sp. KM234616.1 100% H. mabouia / Squamata RIO GND DO NORTE / BRASIL 
Hepatozoon sp. MW076444.1 100% Repteis SOCOTRA / YEMEN 

H. ophisauri MN723845.1 94.54% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
Hepatozoon sp. MK454897.1 94.54% M. musculus / Rodentia CHILE 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 5903 

H. ophisauri MN723845.1 100% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
H. griseisciuri MK452253.1 100% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADÁ 
H. griseisciuri MK452252.1 100% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADÁ 

Hepatozoon sp. MN003370.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

HEP 5903 

Hepatozoon sp. KM234617.1 100% H. mabouia / Squamata PARAÍBA / BRASIL 
Hepatozoon sp. KM234616.1 100% H. mabouia / Squamata RIO GND DO NORTE / BRASIL 
Hepatozoon sp. MW076444.1 100% Repteis SOCOTRA / YEMEN 

H. ophisauri MN723845.1 99.75% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
Hepatozoon sp. MK454897.1 99.75% M. musculus / Rodentia CORRAL / CHILE 

HEMO 5924 

Hepatozoon sp. KC342523.1 100% C. durissus terrificus / Squamata BRASIL 
Hepatozoon sp. MG456821.1 99.88% C. pectinata / Squamata OAXACA / MEXICO 
Hepatozoon sp. MH174343.1 99.75% O. atacamensis / Ixodida CHILE 

H. colubri MN723844.1 99.63% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
H. banethi MG758133.1 99.63% I. tasmani / Ixodida TASMANIA /AUSTRALIA 

HEP 5924 

H. colubri MN723844.1 98.68% SEM INFORMAÇÃO IRAN 
Hepatozoon sp. MH174343.1 98.11% O. atacamensis / Ixodida CHILE 
Hepatozoon sp. KM234613.1 97.92% P. pollicaris / Squamata PERNAMBUCO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MG456824.1 97.73% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MÉXICO 
Hepatozoon sp. KX387860.1 97.73% P. calcogaster / Squamata SEM INFORMAÇÃO 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 9653 

Hepatozoon sp. MN003370.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. KM234615.1 100% H. mabouia / Squamata CEARÁ / BRASIL 
Hepatozoon sp. MG456822.1 99.78% Sauromalus sp. / Squamata BAIXA CALIFÓRNIA / MEXICO 
Hepatozoon sp. MG456824.1 99.56% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO 

HEP 9653 

H. colubri MN723844.1 98.70% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
Hepatozoon sp. MH174343.1 98.52% O. atacamensis / Ixodida CHILE 

H. ophisauri MN723845.1 98.33% SEM INFORMAÇÃO IRÃ 
Hepatozoon sp. MG456824.1 98.33% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO 

H. chinensis KF939627.1 98.33% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA 

HEMO 486 

Hepatozoon sp. MN003370.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003368.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
H. griseisciuri MK452252.1 99.20% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADÁ 

Hepatozoon sp. MN003356.1 99.20% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

HEP 486 

H. ameivae MN833642.1 98.67% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 98.67% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.67% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497765.1 98.67% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497764.1 98.67% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 664 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

HEP 664 

H. musa MF497765.1 99% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497766.1 98.63% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497767.1 98.63% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

H. ameivae MN833641.1 98.63% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
 H. ameivae MN833642.1 98.63% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

HEMO 5928 

Hepatozoon sp. KM234615.1 99.39% H. mabouia / Squamata CEARÁ / BRASIL 
H. griseisciuri MK452252.1 99.27% S. carolinensis / Rodentia CANADÁ 

Hepatozoon sp. MN003370.1 99.27% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 99.27% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. caimani KJ413133.1 99.15% C. crocodilus yacare / Crocodylia MATO GROSSO / BRASIL 

HEP 5928 

H. ameivae MN833642.1 98.66% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 98.66% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.66% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497766.1 98.66% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497765.1 98.66% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 5934 

Hepatozoon sp. MN003370.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. KM234615.1 99.10% H. mabouia / Squamata CEARÁ / BRASIL 

H. caimani KJ413138.1 99.10% C. crocodilus yacare / Crocodylia MATO GROSSO / BRASIL 
H. caimani KJ413133.1 99.10% C. crocodilus yacare / Crocodylia MATO GROSSO / BRASIL 

HEP 5934 

H. ameivae MN833642.1 98.75% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 98.75% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.54% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497766.1 98.54% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

 Hepatozoon sp. MT561455.1 98.54% H. angulatus / Squamata MACAPÁ / BRASIL 

HEMO 9736 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.77% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

Hepatozoon sp. MN003364.1 99.77% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.77% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 

Hepatozoon sp. MN399960.1 99.54% A. lituratus / Chiroptera MATO GROSSO DO SUL / BRASIL 

Hepatozoon sp. MK508986.1 99.54% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

HEP 9736 

H. ameivae MN833642.1 98.69% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. ameivae MN833641.1 98.69% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.69% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

H. musa MF497765.1 98.69% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

H. musa MF497763.1 98.69% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 9413 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.51% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL 

HEP 9413 

Hepatozoon sp. MK503647.1 99.45% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MK503646.1 99.45% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

H. ameiva MN833642.1 98.71% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameiva MN833641.1 98.71% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

 Hepatozoon sp. AY252108.1 97.97% L. fuscus / Squamata AUSTRÁLIA 

HEMO 538 

Hepatozoon sp. MN003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MN003357.1 99.87% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.62% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

HEP 538 

H. musa MF497767.1 99.82% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497765.1 99.82% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497763.1 99.82% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

Hepatozoon sp. MK503647.1 99.45% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MK503646.1 99.45% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 583 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

HEP 583 

Hepatozoon sp. MF497768.1 99.26% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. ameivae MN833642.1 99.07% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 99.07% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

Hepatozoon sp. JQ670908.1 98.52% A. varanense / Ixodida TAILÂNDIA 
 Hepatozoon sp. AY252109.1 98.52% V. scalaris / Squamata AUSTRALIA 

HEMO 666 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.64% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 99.64% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.64% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.52% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508985.1 99.52% L. latrans / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

HEP 666 

Hepatozoon sp. MF497768.1 99.81% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. ameivae MN833642.1 99.63% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 99.63% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.89% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. musa MF497765.1 98.89% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 

ACESSO 

GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 769 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508985.1 99.51% L. latrans / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

HEP 769 

Hepatozoon sp. MF497768.1 99.81% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
H. ameivae MN833642.1 99.61% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 
H. ameivae MN833641.1 99.61% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL 

H. musa MF497767.1 98.94% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 
 H. musa MF497765.1 98.94% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL 

HEMO 9505 

Hepatozoon sp. MN003370.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003369.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. KM234615.1 99.10% H. mabouia / Squamata CEARÁ / BRASIL 

H. musa KX880079.1 98.88% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
H. domerguei KM234649.1 98.88% Furcifer sp. / Squamata MADAGASCAR 

HEP  9505 
 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
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CONTINUAÇÃO TABELA 01 

AMOSTRA ESPÉCIE 

NÚMERO DE 
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GenBank/NCBI 

% DE 

SIMILARIDADE 

HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 9672 

Hepatozoon sp. MN003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MN003357.1 99.88% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.63% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 

HEP 9672 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

HEMO 9495 

Hepatozoon sp. MN003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 

Hepatozoon sp. MN003357.1 99.87% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.62% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.62% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL 

HEP 9495 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
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HOSPEDEIRO / ORDEM 

TAXONÔMICA 
LOCALIDADE 

HEMO 6028 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.51% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL 

HEP 6028 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 

HEMO 6013 

Hepatozoon sp. MN003367.1 99.58% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 
Hepatozoon sp. MN003364.1 99.58% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI 

H. musa KX880079.1 99.58% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL 
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.45% R. diptycha / Anura SÃO PAULO / BRASIL 
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.45% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL 

HEP 6013 

SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX 
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Abstract 

 

The Hepatozoon genus comprises more than 130 species of hemoparasites, and many of 

them infect snakes. Although this infection does not normally lead to apparent clinical 

symptoms, alterations such as anemia, decreased growth and decreased reproductive 

rate, among others, have already been described. Boa constrictor is one of the species of 

snake most bred as a companion animal and one of the most affected by wild animal 

trafficking. The aim of this study was to observe possible hematological and 

biochemical changes caused by the infection by Hepatozoon sp. in free-ranging Boa 

constrictor. Fifty-two Boa constrictors had blood samples collected, which were 

subjected to direct parasitological and molecular diagnosis to identify the infection by 

the hemoparasite, as well as hematological and serum biochemical analyzes. No 

significant differences were found (P < 0.05) between infected and uninfected animals 

for the hematological and biochemical values analyzed. A significant difference (P 

<0.05) was observed in the heterophile values between juvenile and adult animals. We 

observed that there is a negative correlation between serum CK concentration and the 

level of parasitemia, as well as a positive correlation between condition factor and the 

serum iron concentration. This work adds information about the hematology and the 

serum biochemistry of free-ranging Boa constrictor and can support professionals of the 

One Health area and in the clinic of exotic and wild animals. 

 

Keywords: Boidae, clinical pathology, Hemogregarines, Hematology 
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INTRODUCTION 

The genus Hepatozoon comprises hemoparasites that affect snakes (1), with 

more than 130 species affecting these animals (2). The transmission occurs by the 

accidental ingestion of the vector or by the predation of the primary vertebrate host (3-

6), although vertical transmission has also been observed (7, 8).  

Snakes usually present chronic infections with this hemoparasite, characterized 

by variations in parasitemia, which can persist throughout the life of the host (9). 

Normally, there is no development of clinical symptoms in infected snakes, despite 

reports of increased infant mortality, influence on growth, or even cases of hemolytic 

anemia in animals with high parasitemia (1, 10). In infected animals, erythrocytes are 

parasitized by the gamonte stage of the hemoparasite, which can be observed in blood 

smears. In these cases, some specimens may show loss of hemoglobin, erythrocyte 

hypertrophy, changes in the erythrocyte membrane and displacement of the nucleus 

(11). In Brazil, it was already described the infection with Hepatozoon spp. in some 

species of free-living and captive snakes (12–15), including new species of this 

hemoparasite (6).  

Boa constrictor snakes (LINNAEUS, 1758) have a wide distribution in the 

Americas, being commonly found in peri-urban areas (16). Pinto-Coelho et al (17) 

investigated the records of the occurrence of Boa constrictor in the state of Bahia, 

Brazil, noting that this species is distributed in 08 of the 09 ecoregions of this state, 

including records in peri urban regions of cities with high human occupation. These 

snakes usually feed on small mammals, lizards, amphibians and birds (18, 19). Alves et 

al. (19) reported that it is the species of snake of the Brazilian fauna with a greater 

number of individuals bred as companion animals.  
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The few studies that report the infection with Hepatozoon spp. in Boa 

constrictor snakes (2, 20, 21) investigated only the prevalence and morphological 

characteristics of the parasites, and there are no studies that relate hematological and 

biochemical parameters in free-living Boa constrictor infected by Hepatozoon spp. 

Hematological and biochemical tests provide support for interpretations of animal 

health, even in those that do not have clinical symptoms. In addition, reference values 

are necessary to represent the population of the studied species, especially reptiles. (22, 

23).  

Thus, the objectives of this work were to evaluate possible influences of 

Hepatozoon spp. infection on the hematological and serum biochemistry parameters of 

free-living Boa constrictor snakes, and to establish reference values for the species in 

northeastern Brazil. 

 

MATERIALS AND METHODS 

2.1 Animals and ethical aspects 

Blood samples were obtained from 52 free-living Boa constrictor snakes, 

rescued by the Environmental Police in fragments of the Atlantic Rainforest near urban 

or peri-urban areas in the state of Bahia, the most populous of the Brazilian northeast 

region. The rescued animals were sent to the Wild Animals Sector or to the Center for 

Ophiology and Venomous Animals of Bahia, both located at the Federal University of 

Bahia, in the city of Salvador, or to the Laboratory of Venomous Animals and 

Herpetology at the State University of Feira de Santana, in the city of Feira de Santana.  

At the time of animal rescue, a clinical examination was carried out to assess the 

presence of skin lesions, the integrity of scales, the presence of ectoparasites, possible 

presence of traumatic lesions, and an analysis of the oral cavity, as well as the 
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measurement of the total length, weighing and sexing by a veterinarian doctor 

specializing in wild animals, with the aim of detecting any clinical signs that could 

indicate the presence of diseases. After sexing and biometrics, the animals were 

categorized as adult males as those with a total length of 1.59 meters or more, and adult 

females those with a total length of 1.67 meters (24). Then, the condition factor was 

calculated considering the formula weight / length², as described by Falk et al (25) for 

snakes of the Python bivittatus species.  

The blood collection of each animal was carried out through the paravertebral 

venous sinus, with 0.5 ml of anticoagulant being collected to perform a complete blood 

count, leukogram and genomic DNA obtaining, and 4.0 ml of blood without 

anticoagulant to obtain serum and posterior biochemical analyzes. Blood smears were 

prepared immediately for further microscopic analysis.  

This project was approved by the Committee of Ethics in the Use of Animals in 

Experimentation of the School of Veterinary Medicine of the Federal University of 

Bahia (CEUA/UFBA 94/2018). In addition, it was obtained approvals by the Brazilian 

Federal Environmental Organs, such as the National System for Authorization and 

Information in Biodiversity (SISBIO 63053-3) and the National System for Genetic 

Resources Management (SISGEN A789EC8). 

 

2.2 Diagnosis of the infection by Hepatozoon spp.  

The blood smears were stained using the May-Grunwald-Giemsa staining 

method and observed under an optical microscope with 1000x magnification. The 

animals were considered positive in this analysis when they presented gamonts in the 

peripheral blood erythrocytes. The intensity of the parasitemia was calculated as 

suggested by Maia et al. (26), counting the percentage of infected erythrocytes in a total 
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of 4000 analyzed erythrocytes. With the objective to reduce possible errors, the blood 

slides of each animal were counted three times and then the arithmetic mean was 

calculated. 

The molecular diagnosis was performed using genomic DNA samples from the 

blood of the 52 animals, obtained using the PureLink Genomic DNA Mini Kit 

extraction kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), according to the 

manufacturer's instructions. The DNA samples were quantified and analyzed for purity 

using a Nanodrop device (ThermoFisher Scientific). The polymerase chain reaction 

(PCR) assays were performed using two pairs of primers designed to amplify regions of 

the ribosomal RNA minor subunit gene (SSU RNAr). The sense primer HEP300 - 5'– 

GTTTCTGACCTAT CAGCTTTCGACG –3 and the antisense primer HEP900 - 5’– 

CAAATCTAAGAAT TTCACCTCTGAC –3' were used to amplify a 600bp region of 

the SSU RNAr gene from Hepatozoon sp. as described by Ujvari et al. (27). The sense 

primer HEMO1 - 5 '- TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG - 3' and 

antisense primer HEMO2 - 5 '- CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC - 3 

amplify a region of 1000 bp of the SSU RNAr gene of Hemogregarines (28).  

The PCRs were carried out in a final volume of 50 µL, where it was added 50 ng 

of genomic DNA, 1.25 U of Go Taq G2 DNA Polymerase (Promega, Madison, WI), 1.5 

mM of MgCl2, 200 µM of dNTP nucleotides, 1 µM of each primer (sense and 

antisense) and 5 µL of 5x colorless GoTaq buffer (Promega). For all reactions, positive 

and negative reaction controls were performed, using 50 µg of DNA extracted from the 

blood of a snake with high parasitemia and previously confirmed as infected by 

Hepatozoon spp. through nucleotide sequencing (positive control), or DNAse and 

RNAse-free water. The PCR reaction was performed for the HEP primers under the 

following conditions: the initial denaturation was carried out at 95 ºC for 5 minutes, 
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followed by 40 cycles of denaturation at 95 ºC for 30 seconds, annealing at 60 ºC for 30 

seconds and extension at 72 ºC for 1 minute, and a final extension step at 72 ºC for 5 

minutes. For the HEMO primers, the conditions of the PCR reaction were the same, 

except for the annealing step, where the temperature of 50 ºC was used. After the PCR, 

the samples were run on a 2% agarose gel prepared with 1x Tris-Borate EDTA buffer 

(TBE) and 4.5 µL of ethidium bromide 10 mg/mL (for a total of 150 mL of gel), and the 

PCR products were then subjected to horizontal electrophoresis at 100 V. The gel was 

under an ultraviolet light for the visualization of possible amplifications. 

 

2.3 Hemograms 

Samples of whole blood collected from the snakes were used in the erythrogram 

and leukogram analysis. The samples were diluted in Natt-Herrick's solution (1: 100µL) 

and subsequently counted in a Neubauer chamber, as described by Almosny (29), and 

their results were expressed as erythrocytes x 10
3
/µL. The determination of the globular 

volume was performed using the microhematocrit technique, with the results expressed 

as a percentage, thus making it possible to calculate the hematimetric indices of mean 

globular volume and the mean globular hemoglobin concentration, following the 

methodology described by Almosny (29). 

The differential leukogram was performed by reading blood smears stained with 

May-Grunwald-Giemsa-Wright and analyzed under an optical microscope with a 1000x 

magnification. From the count, the absolute quantity of each cell category was 

calculated, based on the total leukogram value, applying the formula: total leukocyte 

value (cells / µL) x leukocyte count by category (%) / 100 = absolute value of each 

category (cells / µL) (30). 
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2.4 Clinical biochemistry assays 

For the analysis of the clinical biochemical components, commercial kits 

(Labtest, Lagoa Santa, Brazil) were used for the determination of the serum 

concentration of uric acid, albumin, AST, calcium, cholesterol, creatine kinase, iron, 

glucose, total proteins, triglycerides and urea. The dosages were performed according to 

the specifications of each kit and in duplicate, using a semi-automatic biochemical 

analyzer (BS 250, BioPlus, Barueri, Brazil).  

 

2.5 Statistical analysis 

The hematological and biochemical data were submitted to the D'Agostino-

Pearson test, where it was found that they did not presented a normal distribution. The 

Mann-Whitney non-parametric statistical test was used to assess the relationship 

between blood parameter data and the groups: (i) infected or not infected by 

Hepatozoon; (ii) sex; and (iii) life stage, and a statistically significant difference was 

considered when P < 0.05. This same test was carried out to evaluate the relationship 

between the values of the condition factor and parasitemia within these same three 

groups. To check if there is an association between blood parameters and the level of 

parasitemia and the condition factor, the Spearman’s correlation test was used, and 

significance was declared when P <0.05. The Kruskal-Wallis test was used to verify the 

relationship between blood findings and the three different groups related to the 

diagnosis of Hepatozoon spp., being (i) positive under microscopy and PCR; (ii) 

positive only for PCR; and (iii) PCR negative, being considered a statistically 

significant difference when P < 0.05. The statistical analysis described herein were 

conducted using the software SPSS v. 22.0 (IBM, Amonk, NY). 
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3 Results 

3.1 Clinical exam 

After clinical evaluation, biometrics and sexing of the animals, it was possible to 

notice that no animal presented any apparent clinical symptom in the clinical 

examination, being thus considered healthy animals. The results of the biometrics and 

the condition factor are shown in Table 01. It was also observed that 21.15% (11/52) of 

the animals had small amounts of ectoparasites (maximum of 3 ticks / animal).  

 

Table 01. Biometric and condition factor analysis of free-living Boa constrictor. It was analyzed 52 

animals.  

 Minimum 

Value 

25% 

Percentile 
Median 

75% 

Percentile 

Maximum 

Value 

Length (cm) 95 131 159 181 249 

Weight (Kg) 0.52 1.33 2.22 3.71 10.00 

Condition factor 0.0430 0.0736 0.0888 0.1164 0.2413 

  

The classification of animals according to sex and life stage are shown in Table 

02 along with their respective confidence intervals. There was 28 juvenile animals and 

24 adult animals. There was no statistically significant difference between the medians 

of the animals' length and weight when related to sex or life stage (P < 0.05).  

Table 02. Absolute and relative frequencies of the free-living Boa constrictor included in this study, 

according to sex and life stage (n=52). CI – confidence interval (95%). 

 

Parameter Absolute 

Frequency 

Relative 

Frequency (%) 

CI 

(95%) 

Females  27 51.92 38.65 – 64.93 

Males 25 48.08 35.06 – 61.37 

    

Juveniles 28 53.85 40.45 – 66.70 

Adults 24 46.15 33.30 – 59.55 
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3.2 Diagnosis of the infection by Hepatozoon spp. 

The animals considered positive for the infection by Hepatozoon spp. were all 

those that presented positive amplification at the PCRs using the Hep and/or Hemo 

primers (47/52). In animals that were positive only by microscopy (25/47), it was 

possible to detect the parasitemia by counting the number of erythrocytes infected by 

Hepatozoon spp. in the total of 4,000 erythrocytes, where it was observed the median of 

0.30%, the 25th percentile of 0.23% and the 75th percentile of 1.23%, and minimum 

values of 0.03% and maximum of 1.65% respectively. 

 

3.3 Hematology 

When comparing the results of the hematological parameters of animals infected 

with Hepatozoon spp. with the results of uninfected animals, it was not possible to 

observe a statistically significant difference at P < 0.05 (Figure 01) for any of the 

analyzed parameters. It is presented the hematological parameters in Table 03, with 

their respective medians, percentiles and minimum and maximum limits, and without 

distinction as to whether they were infected or not with Hepatozoon spp., as a reflection 

of these values in the total population.  

When the animals were classified according to their stage of life (juvenile and 

adult), a statistically significant difference (P = 0.0288) was observed between the 

medians of heterophiles percentages (Figure 02), where the juveniles had a higher 

median value. It was not possible to observe a statistically significant difference (P < 

0.05) between hematological values in males and females. Eosinophils and basophils 

were identified in only 19.23% (10/52) and 15.38% (08/52) of the animals, respectively, 

always in numbers greater than 04 per animal. According to the Mukaka's classification 

(31), a weak positive association was observed (r = 0.2886; P = 0.0379) between 
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condition factor and erythrocyte count (Figure 03). A female juvenile presented a 

hematocrit result of 12%, which indicates anemia. 

 

3.4 Clinical biochemistry  

The mean values found in the serum biochemistry analysis in Hepatozoon spp. 

infected and non-infected animals presented no statistically significant difference (P < 

0.05), as it can be seen in Table 04. A weak negative association was observed (r = -

0.4138; P = 0.0023) between creatinine kinase serum concentration and parasitemia 

levels (Figure 04), as well as it was possible to observe a weak positive association (r = 

0.3431; P = 0.0127) between the iron serum concentration and condition factor (Figure 

05), both for P < 0.05. The same female juvenile that presented lower hematocrit levels 

also had low levels of aspartate aminotransferase (5.23 U/L). 
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Figure 01. Erythrogram values in negative and positive animals for the infection by Hepatozoon spp. Parameters evaluated: Hematocrit (A), Erythrocyte Count (B), 

Leukocyte Count (C), Hemoglobin (D), Mean Globular Volume (E), Mean Globular Hemoglobin Concentration (F), Lymphocyte Count (G), Azurophil Count (H), Heterophil 

Count (I), Eosinophil Count (J), Basophil Count (K). 52 animals were evaluated, being 47 positive and 05 negative. Values with statistical difference at P < 0.05 according to 

the Mann Whitney test. To be continued. 
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Figure 01 (continuation). Erythrogram values in Hepatozoon spp negative (n = 05) and positive (n = 47) free-living Boa constrictor. Parameters evaluated: Hematocrit 

(A), Erythrocyte Count (B), Leukocyte Count (C), Hemoglobin (D), Mean Globular Volume (E), Mean Globular Hemoglobin Concentration (F), Lymphocyte Count (G), 

Azurophil Count (H), Heterophil Count (I), Eosinophil Count (J), Basophil Count (K). Values with statistical difference at P < 0.05 according to the Mann Whitney test. 
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Table 03. Hematological values in free-living Boa constrictor from the Brazilian northeast region. It was evaluated 52 clinically healthy animals. MGV – mean globular 

volume; MGHC - mean globular hemoglobin concentration. 

 

 

  Parameters Minimum Value 25% Percentile Median 75% Percentile Maximum Value 

Hematocrit (%) 12 

275 

1.50 

3.40 

160.22 

28.33 

5 

3 

3 

0 

0 

27 

650 

7.12 

9 

254.48 

33.30 

18.50 

31.50 

17.00 

0 

0 

29.50 

757.50 

15.50 

9.85 

378.42 

33.32 

29.50 

39.50 

26.50 

0 

0 

32 

1262.50 

30.25 

10.70 

481.98 

33.33 

41.50 

49.50 

38.50 

0 

0 

41 

1855 

67 

13.66 

1093.75 

33.47 

79 

69 

61 

3 

4 

Erythrocytes (x 10³) 

Leucocytes (x 10³) 

Hemoglobin (g/dL) 

MGV (fL) 

MGHC (%) 

Lymphocytes (%) 

Azurophils (%) 

Heterophils (%) 

Eosinophils (%) 

Basophils (%) 
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Figure 02. Heterophil blood counts in free-living Boa constrictor in different life stages. 52 animals were analyzed, being 28 juveniles and 24 adults, and the data were 

submitted to the Mann Whitney statistical test, with a significance level set at P < 0,05. 
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Figure 03.   Correlation between condiction factor and erythrocyte blood counts in 52 free-living Boa constrictor from the Brazilian northeast. The data were 

submitted to the Spearman correlation test, and the significance level was set at P < 0.05, and the correlation index was 0.28886, with P = 0.0379. 
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Table 04. Concentrations of serum components in Hepatozoon spp. infected and not infected Boa constrictor. It were analyzed 52 animals, being 47 positive and 05 

negative. The median values of the infected and not infected animals were compared using the Kruskall Wallis statistical test, with a significance level set at P < 0.05. AST – 

aspartate aminotransferase; CK – creatinine kinase.  

 
 

Parameter  

  

Positives (n=47) Negatives (n=05)   P Value 

 
Minimum 

Value 

25% 

Percentile 
Median 

75% 

Percentile 

Maximum 

Value 

Minimum 

Value 

25% 

Percentile 
Median 

75% 

Percentile 

Maximum 

Value 

Total protein (g/dL) 3.97 4.93 5.23 5.63 9.70 4.36 4.85 4.88 5.08 5.70  1.0000 

Albumin (g/dL) 1.18 1.37 1.48 1.62 2.61 1.33 1.38 1.46 1.56 1.68 1.0000 

Globulin (g/dL) 2.32 3.42 3.75 4.13 8.34 3.03 3.16 3.32 3.62 4.32 1.0000 

Triglycerides (mg/dL) 49.41 52.93 54.80 63.47 177.75 50.58 55.74 60.89 63.47 83.37 0.4848 

Cholesterol (mg/dL) 46.77 77.73 91.31 135.85 197.94 55.55 76.87 103.87 109.20 143.25 1.0000 

Glucose (mg/dL) 38.78 44.90 50.15 56.78 83.467 36.62 42.13 43.95 44.33 73.62 1.0000 

Urea (mg/dL) 5.77 6.84 7.45 7.95 11.81 6.53 6.70 7.08 7.43 8.74 1.0000 

Calcium (mg/dL) 12.55 13.79 14.67 15.21 22.21 13.55 13.59 13.66 14.05 15.33 1.0000 

Iron (µg/dL) 64.52 129.03 153.22 177.42 221.77 108.87 112.90 157.26 185.48 201.61 1.0000 

Uric Acid (mg/dL) 3.12 4.22 4.60 5.77 20.87 4.23 4.47 5.62 6.23 6.71 1.0000 

AST (U/L) 5.23 5.23 10.48 15.71 47.14 5.23 10.48 15.71 15.71 20.95 0.5306 

CK (U/L) 72.85 510.00 801.40 1579.00 3521.00 607.00 947.10 1020.00 1809.00 6217.00 0.3205 
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Figure 04. Correlation between parasitemia and serum creatinine kinase concentration levels in 

free-living 47 free-living Boa constrictor.  The data were submitted to the Spearman´s correlation test, 

with a significance level set at P < 0.05. The correlation index found was -0.4138 (P = 0.0023). 

 

  

 

 

Figure 05. Correlation between 52 free-living Boa constrictor condition factors and ther serum iron 

concentraton levels. The data were submitted to the Spearman´s correlation test, with a significance level 

set at P < 0.05. The correlation index found was 0.3432, with a P = 0.0127. 
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4. Discussion 

The genus Hepatozoon comprises species considered as the main hemoparasites 

found in snakes (2), and although in most cases there is no clinical symptomatology 

resulting from the infection, there are some reports of damages to the health of these 

animals (10, 11). Complementary tests such as hematology and serum biochemistry are 

important tools in the search for a more comprehensive clinical diagnosis. Thus, the 

evaluation of hematological parameters and serum biochemistry in Hepatozoon spp. 

naturally infected and not infected free-living Boa constrictor is justified to observe the 

possible changes in these parameters caused by the infection with this hemoparasite. In 

this study, it was possible to evaluate erythrogram and leukogram values in animals 

infected and not infected by Hepatozoon spp., as well as to perform a detailed 

biochemical panel of the main hematological and clinical biochemistry parameters for 

free-living Boa constrictor from the Brazilian northeast. 

It was possible to observe that there was no statistical difference between the 

parameters of the erythrogram between Hepatozoon spp. infected and non-infected 

animals. However, we verified a negative correlation between parasitemia and the 

MGHC values, at P < 0.10, suggesting that the presence of gametes in erythrocytes may 

lead to the consumption of hemoglobin, causing hemolytic anemia with an increase in 

young red blood cells in the circulation. Motta et al. (14) also observed that free-living 

Crotalus durissus collilineatus snakes infected with Hepatozoon spp. from Minas 

Gerais, Brazil, presented polychromatophilia in the blood count. The values of MCV 

and MGHC were similar to the reference values used for Boa constrictor in captivity at 

the Butantan Institute, São Paulo, Brazil (29). 

Anemias can be diagnosed by observing hematocrit values, mean globular 

volume and mean globular hemoglobin concentration (32, 33). Only one animal 
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presented anemia, where their hematocrit value was 12%, and according to Frye (34) 

the normal hematocrit value for reptiles varies between 15% and 55%. This animal did 

not present gamonts in peripheral blood, but it was PCR positive for Hepatozoon spp., 

and the only other parameter that drew attention was the low AST serum concentration 

(5.23 U/L), indicating liver injury in the acute phase. Wosniack et al. (35), reported that 

even animals with low parasitemia can develop severe granulomatous hepatitis due to 

the presence of meronts in the liver.  

In our study, the values of differential leukocyte counts were within the 

standards suggested by Almonsy (29). However, when evaluating the relative 

quantification of these cells, the azurophils presented the highest differential count 

(38.96%), followed by lymphocytes (32.49%) and heterophils (27.7%). Machado et al. 

(36) reported an increase in azurophil counts in Boa constrictor amarali snakes in 

captivity parasitized by Hemogregarines, suggesting an immune response to infection. 

Ozzetti et al (37) also observed that azurophils were the most common leukocyte 

subtype found in Oxyrhopus guibei and Xenodon neuwiedii snakes in captivity, even 

though these animals were not parasitized. 44.2% (23/52) of the animals in this study 

presented ≥ 40% of azurophils. Campbell (22) reports that increases in the number of 

azurophils may represent a granulomatous inflammatory disease or mild chronic 

infections, but these situations were not found in this study, as shown by the clinical 

examination.  

In 5.8% (3/52) of the animals, it was possible to observe heterophiles ≥ 50%, all 

of which were positive for Hepatozoon spp. in PCR, and only one presented a 

detectable parasitemia (0.23%). In addition, we observed that there is a statistically 

significant difference (P <0.05) between the relative frequency of heterophils in 

juvenile and adult animals, being found in greater quantity in the juvenile ones. It is 
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known that increases in the number of heterophiles in snakes may be related to non-

inflammatory responses, such as stress (22), especially in free-living animals that are 

not used to handling by humans, a situation that can be potentiated in young animals (38 

-39). When analyzing 07 clinically healthy Corallus hortulanus snakes from captivity, 

Quadrini et al. (40) observed that heterophils and azurophils were present in the same 

proportion, followed by lymphocytes. Campbell (22) reports that the number of normal 

heterophils in reptiles may be around 40% of total leukocytes and adds that these values 

may vary in the same individual due to seasonal climatic factors, management, diet and 

stress. 

Eosinophils were found in 23% of the animals (12/52) and basophils in 17.3% 

(9/52), but always in a number that did not represent more than 4% of the leukocyte 

subtypes. Eosinophils act against parasites in reptiles, mainly against helminths, and 

their findings tend to decrease during the summer. In snakes, it can be found in a small 

number or even represent 0% of leukocyte subtypes (22). Basophils are also rare in 

snakes, however, unlike heterophiles and eosinophils, their seasonal variations are 

minimal (22). Sarmiento et al. (23) evaluated adult and juvenile Boa constrictor 

recently captured by the local environmental police in Mexico, finding values of 1.5% 

eosinophils for both groups and 2.6% and 4.2% basophils for adult and juvenile 

animals, respectively. Machado et al (36) did not observe eosinophils in the differential 

leukocyte count in Boa constrictor amarali kept in captivity, and this same observation 

was reported by other authors working with other snake species (37, 40-41). 

The results of serum biochemistry showed no statistically significant difference 

between the group of infected and non-infected animals. The median value of total 

proteins found in our study (5.23 g / dL) is similar to that reported in other studies with 

Boa constrictor (23, 38) and by Silva et al (43) in Boa constrictor amarali kept in 
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captivity. However, we observed that 01 animal presented hyperproteinemia 

accompanied by hyperglobulinemia, and that the same animal was infected with 

Hepatozoon spp. with 0.65% parasitemia, with a high increase in the leukocyte count 

(67x10³ / mm³), with 69% of azurophils, suggesting a chronic infection (22) not 

detected in the clinical examination.  

When observing the AST, cholesterol and CK values, we concluded that the 

median value for AST found in this study (10.84 U/L), was lower than that reported for 

Boa constrictor of free life in the Amazon and in Mexico, and kept in captivity in São 

Paulo (23, 41, 42), and the difference in these values may be associated with food and 

temperature, among other variables. The median cholesterol value considering the 52 

specimens (91.40 mg/dL) was lower than that found by Carlos et al. (44) in snakes of 

the Bothrops genus kept in captivity in Argentina. In the animals examined, 3.85% 

(2/52) showed a significant increase in cholesterol values together with high AST 

values, suggesting liver problems. Due to the fact that the AST enzyme is not 

exclusively an hepatic indicator, but also a muscular one, it is recommended that the 

results of AST tests be analyzed together with the results of creatinine kinase (CK), 

since this indicator will accompany the increase in AST in cases of muscle injuries (29).  

In our study, the median creatinine kinase value found (983.55 U/L) was 

considered high when compared to that reported by Lamirande et al, (45) (177.9 ± 99.3) 

in Boiga irregularis snakes from Australia. We believe that, because they are free-living 

animals, this difference in values is a consequence of the capture stress and great 

physical resistance during handling and containment for blood collection. However, the 

absence of work on snakes makes further comparisons difficult. It was observed that 

CK levels are negatively associated with the level of parasitemia. It is known that CK is 

a muscular enzyme and an increase in its level is related to muscular inflammation or 
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trauma. So far, no influence of Hepatozoon spp. on skeletal or cardiac musculature has 

been reported, and such an association could be inferred by euthanasia and necropsy of 

the animals, which could not be done in this work because they are animals of the 

Brazilian fauna protected by specific legislation.  

The median values found for the urea and uric acid were 7.43 mg / dL and 4.61 

mg / dL respectively, and in our study the median value found for urea was higher than 

that found by Sarmiento et al (23) in free-living Boa constrictor, equal to the values 

found for species of the genus Bothrops kept in captivity (44), and lower than that found 

by Glaser et al (46) in captive snakes of the genus Bothrops. This diversity of results 

illustrates the importance of producing reference values that cover a given population of 

a species, observing the variables that can interfere with biochemical and hematological 

values, such as management, species, climate, captivity, among other factors (23).  

 

5. Conclusions 

 This work allowed us to measure the hematological and biochemical values of 

free-living Boa constrictor snakes naturally infected by Hepatozoon spp., showing that 

there was no significant change in these parameters. Also, for the first time, 

hematological and biochemical reference values for the Boa constrictor species in 

northeastern Brazil  
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8. Considerações Finais 

 Em plena era do Antropoceno, vivemos em um cenário onde as ações humanas 

impactam diretamente na qualidade de vida dos animais e do meio ambiente, causando 

um efeito rebote, seja o surgimento de doenças emergente e reemergentes, ou efeitos 

climáticos graves. Desta forma, são necessárias pesquisas e trabalhos no intuito de 

mitigar as consequências das ações humanas ao meio ambiente, oferecendo ferramentas 

para a conservação de animais silvestres. Estudos epidemiológicos e clínicos com 

animais de vida livre são de suma importância para entender os impactos humanos nas 

espécies, bem como a relação interespecífica entre hospedeiro e parasito, e suas as 

manifestações clínicas e subclínicas durante a infecção. A partir disso, os resultados de 

trabalhos com animais de vida livre tendem a contribuir com projetos de conservação e 

centros de reabilitação de animais silvestres, fundamentalmente na clínica destes 

animais. Tendo dito, observa-se a importância da multidisciplinaridade no conceito de 

Saúde Única para o equilíbrio sustentável a saúde humana, animal e do meio ambiente.  
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9 Anexos 

9.1 ANEXO 01: ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA ACTA TROPICA (Qualis A1, 

Fator de Impacto 2,555).  
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9.2 ANEXO 02: AUTORIZAÇÃO SISBIO 
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9.3 ANEXO 03: AUTORIZAÇÃO CEUA 
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9.4 ANEXO 04: REGISTRO SISGEN 
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