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RESUMO

RODAMILANS, Gustavo M. Infeccdo por Hepatozoon spp. em Boa constrictor Linnaeus,
1758: Bioquimica clinica, hematologia, diagnostico molecular e estudos filogenéticos.
2021. 134p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina

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

O género Hepatozoon compreende hemoparasitos protozoarios que infectam anfibios, répteis,
aves e mamiferos, sendo o principal parasito intraeritrocitario que infecta serpentes, com
descri¢do de mais de 130 espécies. A forma gamonte deste parasito pode provocar alteraces
na morfologia de hemécias, bem como levar a quadros de anemia, perda de peso, diminuicdo
nas taxas reprodutivas e de crescimento. A partir deste cenario, objetivou-se com esta
pesquisa avaliar, através de métodos de diagnostico parasitologicos diretos e moleculares,
bem como de hematologia e bioquimica clinica, a infeccdo por Hepatozoon sp. em serpentes
Boa constrictor de vida livre oriundas de fragmentos periurbanos de Mata Atlantica no
Nordeste brasileiro. Foram realizados testes de diagnéstico molecular (PCR) utilizando dois
diferentes marcadores em 52 Boa constrictor de vida livre, sendo que esfregacos sanguineos
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 frequéncia de infeccdo duas vezes maior
pelos ensaios moleculares do que na analise parasitoldgica 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 formacdo de um
subclado exclusivo incluindo cinco amostras, 0 que sugere uma possivel nova espécie de
Hepatozoon. Na microscopia, foram observadas alteracbes morfoldgicas nas hemacias, bem
como parasitemia média de 0,67%. A partir destes resultados, os animais foram divididos em
dois grupos, infectados e ndo infectados, e analises hematoldgicas e bioquimicas foram
realizadas. Nao houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos para 0s parametros de
hemograma analisados. No entanto foi observada associagdo negativa entre a concentracao
sérica de creatina quinase e o nivel de parasitemia. Foram sugeridos valores de referéncia
hematoldgicas e de bioguimica sérica para Boa constrictor de vida livre localizadas no

Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Boidae; Hematologia; Hemoparasitos; Patologia Clinica
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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 Ciéncia Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina
Veterinaria 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 Introducéo Geral

Serpentes sdo animais encontrados globalmente, com massiva reducdo do
nimero de espécimes em populacbes de vida livre, devido principalmente a
fragmentacéo de habitats e o crescimento urbano desordenado (HIERINK et al., 2020).
A retirada destes animais da natureza ocorre devido a varios fatores, tais como
utilizacdo 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 sdo animais de ampla distribuicdo na América do Sul,
sendo muito solicitadas pelo trafico de animais silvestres devido as suas caracteristicas
comportamentais que facilitam a sua manutencdo como animais de companhia, e € a
espécie de serpente nativa com maior numero de individuos mantidos como animal de
estimacdo no Brasil (ALVES et al., 2019). Sdo animais que vem sofrendo com a perda
do seu habitat, mas que tendem a se adaptar a areas urbanas e peri-urbanas, desde que
encontrem presas nestes lugares (SILVEIRA e MARTINS-NETO, 2007).

Ha uma crescente demanda de conhecimentos clinicos para as diferentes
espécies de animais selvagens, tanto para a clinica de animais criados como pets, mas
principalmente para projetos de conservacdo em centros de reabilitacdo e pesquisa
responsaveis pelos cuidados com animais de vida livre resgatados do trafico de animais
ou que sofreram algum outro tipo de acdo antropogénica. E importante ressaltar que o
comércio de serpentes tende a levar a introducdo de espécies exoéticas invasoras,
patdgenos e vetores de doencas, 0 que pode ameacar a vida selvagem, animais
domeésticos e até mesmo a salde publica (KARESH et al., 2005; LOCKWOOD et al.,
2019; SMITH et al., 2017).

Hemoparasitos do género Hepatozoon sao relatados infectando eritrécitos em
aves, anfibios e répteis, e em leucdcitos em mamiferos (SMITH, 1996). Serpentes
infectadas, na maioria das vezes ndo apresentam sinais clinicos, embora alguns relatos
tenham observado perda do fitness, anemia, diminui¢do do crescimento, e mortalidade
em filhotes (BROWN et al., 2006; MADSEN et al., 2005). Em mamiferos domésticos,

tais como cdes e gatos, sdo relatadas complicacdes clinicas causando mortalidade
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devido a infeccdo por Hepatozoon spp. advindos de animais silvestres (BANETH et al.,
2003; KEGLER et al., 2018).

Os métodos de diagnosticos para Hepatozoon normalmente se baseiam na
observacao do gamonte em esfregacos sanguineos ou por técnicas de biologia molecular
(MAIA et al., 2014). Estes ultimos, normalmente sdo mais sensiveis e eficazes por
conseguirem detectar o parasito mesmo em infecgOes cronicas com baixas parasitemias
(CALIL etal., 2019; MAIA et al., 2014)

Desta forma, e com a finalidade de identificar ao menor taxon possivel, bem
como pesquisar a frequéncia de Hepatozoon spp. e suas possiveis implicacdes na saude
de serpentes Boa constrictor de vida livre, neste trabalho foram realizados ensaios de
hematologia e bioquimica clinica, diagndstico parasitolégico direto, molecular e estudos
filogenéticos. Com estes resultados foi possivel sugerir quais espécies de Hepatozoon
spp. infectam Boa constrictor, bem como caracterizar os gamontes infectantes nos
eritrécitos e suas agGes na morfologia destas células. Concomitantemente, analises
hematol6gicas e bioquimicas foram realizadas, proporcionando alteragdes nestes

parametros em animais infectados.



17

2 Revisao de Literatura
2.1 Saude Unica

O termo “Satde Unica” foi desenvolvido para complementar a definicdo de
“Medicina Unica”, a qual compreendia somente a medicina humana e a medicina
veterinaria, sobretudo no que tange as zoonoses (DESTOUMIEUX-GARZON et al.,
2018). No entanto, nos ultimos anos, as principais doencas que ameagam a saude
publica sdo doencas infecciosas causadas por patégenos emergentes ou re-emergentes
que sofreram influéncia direta da satde do ecossistema, se expandindo geograficamente,
mudando de espécies hospedeiras, sofrendo alteracfes na patogénese, e com isso
aumentando o impacto ou a gravidade da doenga (DASZAK et al., 2004).

Levando em consideragdo o importante fator “ecossistema”, no ano de 2004
surgiu a defini¢do de “Saude Unica” (One Health), ao ser observada a interdependéncia
entre a salde humana, saude animal e a saude do ecossistema, incluindo no componente
medicina veterinaria a fauna selvagem tanto por sua importancia zoonoética, como pela
importancia da conservacdo das espécies (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2018).
Desta forma, a Salde Unica baseia-se na importancia do equilibrio entre os
componentes desta triade (Figura 01) para manter a saude global, porém com uma
abordagem interdisciplinar e multissetorial da salde.

Figura 01: llustracdo da interatividade e interdependéncia das atividades relacionadas a saude
humana, satide animal e salilde ambiental.

Doengas nao notificadas  Medicina humana

Doencgas infecciosas Saude publica
Resisténcia antimicrobiana Rede comunitaria
Doengas Medicina
multifatoriais evolutiva
Zoonoses & Epizootias Urbanizagao
Medicina veterinaria Ciclos & Reservatorios

Domesticagao Ecotoxicologia

Relacao Legislagdo

humano-animal Préaticas

culturais

Figura adaptada de Destoumieux-Garzdn et al., 2018.
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O aumento da populagdo humana, os crescimentos urbanos e industriais, com
consequente aumento de poluentes, interferem diretamente na salde do ecossistema,
provocando mudancas climaticas, diminuicdo de areas nativas e da biodiversidade, e em
alguns casos extin¢do de espécies (DASZAK et al., 2001). Concomitantemente, nos
ultimos anos, as principais doencas que ameacam a saude publica sdo doencas
infecciosas emergentes que normalmente se expandem geograficamente, mudando de
uma espécie hospedeira para outra, aumentando o impacto ou gravidade da doenca,
sofrendo alteracbes na patogénese, ou causadas por patdogenos ndo conhecidos
anteriormente ( DASZAK et al., 2004; FORSTER et al., 2020; LANFRANCHI et al.,
2003). Segundo Taylor et al. (2001), cerca de 75% das doencas emergentes sdo
zoonoses, ou seja, foram transmitidas do hospedeiro natural animal para os humanos.

A movimentacao, a fragmentacao e a perda do habitat, associadas a exploragédo
excessiva de algumas espécies, podem provocar ndo somente o desenvolvimento de
doengas infecciosas intraespecificas, bem como favorecer o “spill-over” de agentes
infecciosos para outras espécies (LANFRANCHI et al., 2003). Daszak et al. (2004)
relatam que a aproximacao entre humanos, animais domesticos e de companhia junto a
animais selvagens predispe o contato com novos patdgenos, proporcionando o
surgimento de doencas emergentes, e que estas doencas ja causam prejuizos econémicos
significativos, além da morte de muitos animais silvestres. Desta forma ressalta-se a
importancia de um plano de translocacdo para soltura de animais selvagens resgatados,
onde conhecer os patdgenos comuns ao local de soltura torna-se fundamental para evitar
uma possivel exposicdo e infeccdo do espécime a ser solto, bem como para ndo permitir
que o animal em questdo carreie patdgenos estranhos a area de soltura
(CUNNINGHAM, 1996).

No Brasil, outras formas de dispersdao de patdégenos ocorrem pelo trafico de
animais silvestres, pela compra ilegal de animais exoticos e pela venda de animais
silvestres criados em criatdrios legalizados. Com o0 aumento do interesse pela criagéo de
animais selvagens como pets, alavancou-se o nimero de criatorios de animais selvagens
em cativeiro, sejam de aves, mamiferos ou répteis, totalizando 196 criadouros
legalizados que se dedicam a comercializacdo desses animais (IBAMA, 2019).

Com a continua fragmentacdo de florestas, as serpentes figuram entre os répteis
primariamente impactados devido as suas peculiaridades ecoldgicas e comportamentais,
mas costumam se adaptar a areas urbanas e periurbanas desde que encontrem presas
nestes lugares (MACHADO, 2016). Bohm e colaboradores (2013) sugerem que 1/5 das
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especies de répteis estejam ameacadas de extingdo em escala global, sendo o
crescimento acelerado da populagdo humana e o adensamento urbano fatores
ameacadores a diversidade reptiliana devido a destruicdo e modificacdo do ambiente
natural (DAWSON e HOSTETLER, 2008; MCKINNEY, 2002; MCKINNEY, 2006).
Serpentes da espécie Boa constrictor despertam uma grande atracdo humana,
sendo comumente criadas como pets (ALVES, 2019). Considerando o interesse por
estes animais, esta espécie € uma das mais traficadas no Brasil e consequentemente séo
das mais resgatadas e encaminhadas a centros de triagens, de pesquisa e de apoio a
Orgdos ambientais. Cuidados devem ser tomados ao manejar estes animais, pois €
sabido que carreiam diversos patdgenos, sendo alguns de potencial zoonoético
(MARTINS et al., 2017; RODAMILANS et al., 2020). Desta forma, o médico
veterinario assume um papel de suma importancia, junto a outros tdo qudo importantes
atores, no conceito de Saude Unica, sendo responsaveis por prevenir, diagnosticar, tratar
e entender os ciclos epidemioldgicos destas doengas emergentes, seus ciclos bioldgicos
nos animais selvagens e domeésticos, atuar na conservagdo das espécies e na mitigacdo

dos efeitos antropogénicos 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 evolucgédo
biol6gica, sendo que algumas possuem vestigios externos dos membros posteriores sob
a forma de espordes, e/ou vestigios internos da cintura pélvica (SOERENSEN, 1996).
Segundo Nogueira e colaboradores (2019), o Brasil abriga 412 espécies identificadas, e
dentre estas 143 so encontradas no estado da Bahia (COSTA e BERNILIS, 2018). S&o
animais ectotérmicos, ou seja, a temperatura do ambiente influéncia os aspectos
fisiologicos destes animais, sendo que a preferéncia térmica dos animais pode variar de
acordo com diversos fatores, tais como condicdo reprodutiva, processo de ecdise, idade,
digestdo e sexo, entre outros (BAUER e BAUER, 2014).

As serpentes da espécie Boa constrictor LINNAEUS, 1758 (Figuras 02 e 03)
possuem ampla distribuicdo nas Americas, particularmente na América do Sul,
ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Paraguali,
Peru, Suriname, Trinidad e Tobago e Venezuela. No Brasil, registra-se na maioria das

ecorregides, exceto Floresta da Araucaria e Campos do Pampas, sendo abundantes em
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fragmentos de vegetacdo em centros urbanos e periurbanos (Navega-Gongalves &
Porto, 2016; Nogueira et al., 2019), alimentando-se principalmente de pequenos
mamiferos, lagartos, anfibios e aves (Cabral et al., 2019; Pizzatto et al., 200). Segundo
Pinto-Coelho et al. (2020), Boa constrictor esta distribuida em oito das nove
ecorregides do estado da Bahia, Brasil, inclusive com registros em cidades com grande
ocupa¢do humana, como € o caso da cidade de Salvador, capital do estado.

Apesar de acidentes com mordedura por estas serpentes ndo representar
importancia médica, sdo negligenciadas como reservatorios de patdgenos de potencial

zoonotico, tais como fungos, virus e bactérias (Mitchel, 2011).

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

Salvador/Bahia.

Fonte: Rodamilans, 2021
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E uma das espécies mais resgatadas em areas periurbanas, sendo ento
encaminhadas para centros de triagens e de pesquisa. Em cativeiro, as jiboias se
adaptam bem a uma alimentacdo composta por roedores oriundos de biotérios, sendo
esta também a forma de alimentacdo quando sdo criadas como animais de estimacéo
(SCARTOZZONI e MOLINA, 2004).

Figura 03: Serpente Boa constrictor de vida livre predando lagarto Iguana iguana em Praia do
Forte, municipio de Mata de S&o Jodo, Bahia. (A) A serpente realizando constricdo no iguana; (B) A
serpente comegando a fazer a ingestdo do iguana.

Fonte: Rodamilans, 2021.

2.3 Hematologia de Serpentes

Na clinica de animais silvestres, os exames laboratoriais sdo indicados como
ferramenta para diagnéstico e prevencdo de doengas, para caracterizacdo do estresse
tanto em ambientes naturais quanto em cativeiro, e até mesmo para caracterizacao de
biomarcadores de impactos ambientais (ALMOSNY, 2014). Embora estudos com
animais silvestres sejam escassos, a demanda por valores de referéncias hematoldgicos e
bioquimicos bem definidos vem estimulando pesquisas em diferentes espécies, tanto
criadas em cativeiro quanto de vida livre (CAMPBELL, 2015). Segundo Campbell
(2015), valores de referéncias bem definidos sdo aqueles que sejam representativos para
uma populacao de espécie animal. No entanto, a escassez de estudos faz com que muitas
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vezes os valores de referéncias utilizados sejam oriundos de animais de outras regides e
mesmo de outros paises, ndo permitindo que sejam consideradas as particularidades de
cada regido e populacdo (GOMES et al., 2011).

Durante a realizacdo da colheita e conservacdo das amostras para a confeccao do
hemograma, devemos levar em consideracdo as particularidades anatémicas e
fisiologicas de cada espécie (SARMIENTO et al., 2018). Répteis em geral possuem
cerca de 5% a 8% do seu peso corpdreo composto por sangue circulante total, sendo
seguro realizar a colheita de até 10% deste volume em animais sadios (SYKES e
KLAPHAKE, 2015). Além das variaveis fisioldgicas em animais homeotérmicos, como
espécie, idade, sexo e nutricdo, acrescenta-se a particularidade de os répteis serem
animais ectotérmicos, ou seja, aspectos de sua fisiologia sdo influenciados por fatores
climaticos no ambiente (CAMPBELL, 2015; NARDINI et al., 2013).

Os anticoagulantes de escolha sdo a heparina ou o acido 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
esfregacos sanguineos 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 possivel, seja preparar os esfregacos sanguineos logo apds a colheita
(ALMOSNY, 2014; SYKES e KLAPHAKE, 2015).

Em serpentes em geral, as vias de coleta de sangue mais utilizadas sdo a
intracardiaca e a veia coccigea caudal. No entanto, Sykes and Klaphake (2015) alertam
que estas vias exigem cuidados para nao induzir lesbes e hemorragias cardiacas com
consequente perfusdo de sangue no saco pericéardico ou contaminacéo 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 coccigea caudal. (A) sangue
sem contaminagdo de linfa; (B) sangue contaminado por linfa.

\allp Rasla

——

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.
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O hemograma é composto pelo eritrograma e leucograma, sendo o principal
exame de triagem por permitir detectar condi¢cbes tais como anemia, doengas
inflamatorias, parasitemias, disturbios hematopoiéticos e alteragdes hemostaticas
(CAMPBELL, 2015). O eritrograma e o leucograma sdo realizados em camara de
Neubauer com o aumento de 400x no microscopio de luz. Utiliza-se o reticulo de
hemécias para contagem das diferentes células, onde para as contagens de eritrocito,
leucdcito e trombdcitos devem-se contar todos os 25 quadrados no reticulo de eritrdcito
e multiplicar-se pelo fator 1000 (ALMOSNY, 2014). Em répteis, devido a seus
eritrocitos nucleados, ndo é indicado o uso de contadores automaticos devido a
impossibilidade do aparelho em diferenciar os eritrocitos, trombocitos e leucdcitos.
Desta forma, Almosny (2014) recomenda alguns diluentes na proporg¢éo de 1:100, sendo
os principais o Natt-Herrick e diluente de Gowers.

O eritrograma consiste na mensuracdo dos eritrocitos, analisados segundo 0s
valores de volume globular (VG), concentragdo de hemoglobina (Hb), contagem total
de eritrocitos, volume globular meédio (VGM), concentracdo de hemoglobina globular
média (CHGM) e analise morfoldgica das hemacias na lamina de esfregaco
(ALMOSNY, 2014). O volume globular, a concentracdo de hemoglobina e a contagem
de eritrécitos auxiliam tanto no diagndstico da anemia quanto na avaliagdo da
intensidade desta (THRALL, 2012; TVEDTEN, 2010). A hemoglobina dos répteis
possui estrutura semelhante a dos mamiferos, porém com menor afinidade pelo
oxigénio (MURRAY, 2006).

Os eritrocitos das serpentes possuem um formato oval, com a presenca de um
nacleo central, de cor variando do azul marinho ao roxo enegrecido, de mesmo formato
quando corados por panético rapido (Figura 06). Possuem um citoplasma abundante e
de coloracdo basofilica. Assim como nos demais vertebrados, sdo as células mais
abundantes do sangue. Podem ser normalmente encontradas em esfregaco sanguineos

hemaécias binucleadas ou em processo de divisdo (KINDLOVITS et al., 2017a).
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Figura 06: Eritrécitos de Boa constrictor em esfregaco sanguineo corado por Panotico rapido.
Barras de escala: 10um.
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Fonte: Rodamilans, 2021.

O valor de hematocrito € determinado pelo método padrdo do microhematdcrito
com uso de centrifuga e seu resultado é dado em porcentagem. A cor do plasma esta
relacionada ao tipo de dieta do animal, sendo que em serpentes pode ser observada uma
coloracdo verde-amarelada (CAMPBELL, 1998). O valor do hematocrito 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 realizagao
de transfusdo sanguinea (MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

A contagem total de leucdcitos deve ser interpretada em associacdo com o seu
diferencial (WEISER, 2012). Os répteis possuem seis tipos de leucécitos visiveis ao
esfregago sanguineo, os quais sdo classificados como heterdfilos, eosinofilos, basofilos,
linfocitos, mondcitos e azurdfilos (KELLER et al., 2012; KELLY et al., 2015). Os
azurdfilos e mondcitos podem ser contatos separadamente ou juntos, porém em geral
sdo considerados varia¢es de mondcitos, possuindo a mesma funcdo (CHAFFIN et al.,
2008; SYKES e KLAPHAKE, 2015).

Os heterofilos de serpentes tém sido descritos como células grandes
arredondadas, apresentando nucleo excéntrico e de formato oval a arredondado, sendo o
citoplasma abundante em granulos pleomorficos e de coloracdo rosa (ALMOSNY,
2014; OZZETTI, 2013). Em estudos citoquimicos e ultraestruturais, identificou-se que
os heterofilos possuem semelhangas funcionais com os neutrofilos de mamiferos,
participando do processo de fagocitose das bactérias e de antigenos em geral
(KINDLOVITS et al., 2017b) (Figura 07A).



26

Os eosinofilos sdo raros em serpentes, ndo sendo incomum estarem ausentes na
contagem diferencial de leucdcitos. Quando encontrados, apresentam granulos
eosinofilicos grandes, geralmente redondos (ALMOSNY, 2014) (Figura 07B).

Os basofilos sdo descritos como células de nucleo periférico, apresentando
grande quantidade de granulos difusos em seu citoplasma, 0s quais se apresentam
arredondados (Figura 07C). A presenca dos granulos por muitas vezes dificulta a
visualizagdo do nucleo (CAMPBELL, 2015).

Os linfocitos sdo a categoria de leucocitos mais abundante no sangue das
serpentes (Figura 07D), sendo que em periodos de ecdise seus valores sdo encontrados
aumentados. Em serpentes, os linfocitos podem se apresentar em diversos tamanhos,
com formato predominantemente arredondado, assemelhando-se fortemente aos
linfocitos de mamiferos. Seu citoplasma é escasso e cora-se em tons de cinza a
basofilicos (ALMOSNY, 2014; KINDLOVITS et al., 2017b).

Os mondcitos das serpentes sdao comumente denominados azurofilos, estando
essa nomenclatura associada a coloracdo azulada dessas células quando coradas com
panotico rapido, Wright e Giemsa (Figura 07E). Apresentam-se como células grandes,
com citoplasma e nucleo pleomorficos. O nucleo dessas células é excéntrico, podendo
apresentar cromatinas com &reas densas, e no citoplasma dos azuréfilos comumente séo
encontrados vactolos de tamanhos variados, bem como granulos arroxeados
(CAMPBELL, 2015).

Em serpentes, os trombdcitos desempenham o papel atribuido as plaquetas dos
mamiferos, sendo células de aspecto pleomorfico, com nacleo semelhante ao dos
eritrocitos (redondo ou ovalado, e de coloracdo 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 particulas estranhas e coagulacdo sanguinea (ALMOSNY,
2014; KINDLOVITS et al., 2017b).
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Figura 07: Leucocitos de serpentes Boa constrictor em esfregaco sanguineo corado com Panotico rapido. A) Heterdfilo; B) Eosindfilo; C) Basofilo; D) Linfocitos;
E) Azuroéfilos; F) Trombocitos. Escala de Barra: 10pum

Fonte: Rodamilans, 2021
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2.4 Bioguimica Clinica em Serpentes

As andlises bioquimicas e enziméticas do sangue, juntamente ao historico clinico
do paciente, do exame fisico completo e de outros exames complementares, sao
importantes instrumentos para o diagnéstico das diversas enfermidades que podem
acometer as serpentes. Relatamos a seguir a importancia de alguns componentes

biogquimicos séricos de serpentes.

2.4.1 Aspartato Aminotransferase (AST)

A enzima aspartato aminotransferase estd presente em todos os tecidos do
organismo, especialmente na musculatura esquelética e no figado, tendo seus niveis
aumentados na presenca de lesdes hepéaticas ou de células musculares estriadas e
cardiacas. Doencas generalizadas, tais como septicemias ou toxemias, bem como
processos infecciosos, podem lesar estes tecidos e provocar elevacdes plasmaticas desta

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

2.4.2 Creatina quinase (CK)

A enzima creatina quinase é encontrada no mdsculo esquelético, miocardio,
cérebro e musculos lisos (CAMPBELL, 2015). E uma enzima bastante especifica para a
avaliacdo de danos musculares em répteis e outros animais, sendo bastante comum
haver aumento dos niveis de CK ap6s lesdo muscular provocada por injecoes
intramusculares e infeccdes sistémicas que afetam musculos esqueléticos e cardiacos
(ALMONSY, 2014). Animais que resistem a contencédo para coleta de sangue tendem a
apresentar elevacdes nos niveis de CK, acompanhadas de elevacdo de lactato
desidrogenase (KANEKO, 1997).

2.4.3 Glicose

A concentracdo normal de glicose no sangue de répteis varia de acordo com
espécie, estado nutricional e condi¢des ambientais, sendo que ha variacdes sazonais
normais. Os valores da concentracdo 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 desnutricdo, dietas altamente proteicas, hepatopatia
severa, septicemia, ou por causas iatrogénicas, tais como administracdo excessiva de
glicose ou de glicocorticoides (ALMONSY, 2014).
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2.4.4 Creatina

Os valores de creatina em repteis sao fisiologicamente baixos (< 1mg/dL), sendo
que podem se elevar por desidratacdo severa e doenca renal (ALMONSY, 2014). No
entanto, Campbell (2015) ndo considera este parametro como um bom teste diagnostico

para doencas renais.

2.4.5 Acido Urico

O éacido drico é o produto primario final do catabolismo de proteinas e purinas
em répteis terrestres, representando 80 a 90% no nitrogénio total excretado pelos rins
(CAMPBELL, 2015). Desidratacéo, dietas altamente proteicas e leséo renal grave séo as
principais causas de hiperacidemia (FRYE, 1991), sendo que em casos graves ha
deposicdo de microcristais em rins, figado, saco pericardico e articulacdes
(MESSONNIER, 1996). Valores superiores a 15 mg/dL caracterizam hiperacidemia,
sendo este dado normalmente associado a doengas renais de etiologia bacteriana
(ALMONSY, 2014). Répteis carnivoros podem alcangar picos de concentracdo de acido

arico de até 2 vezes maior no periodo pds-prandial (CAMPBELL, 2015).

2.4.6 Ureia

Os répteis terrestres sdo animais uricotélicos e sua concentragdo normal de ureia
€ muito reduzida, nao ultrapassando 10 mg/dL (ALMONSY, 2014). A elevacdo dos
valores normais pode ser sugestiva de doencas renais ou pré-renais, contudo pode ser
observada fisiologicamente apds ingestdo de grandes concentracBes de proteinas
(CAMPBELL, 2015).

2.4.7 Colesterol

Aumentos nos niveis de colesterol tem sido associados a vitelogénese (CALLE
et al.,, 1994; LAMIRANDE et al., 1999), sendo que a diminuicdo dos niveis de
colesterol esté relacionada com o periodo de ecdise (SILVESTRE, 2003).

2.4.8 Célcio

O metabolismo do calcio sanguineo e a quantidade de calcio ionizado no plasma
de répteis sdo mediados pelo paratorménio, calcitonina e vitamina D3 ativada, bem
como pelo estrogeno, tiroxina e glucagon (CAMPBELL, 2015). Valores maiores que

20mg/dL caracterizam hipercalcemia, sendo causados por dietas ricas em calcio e



30

vitamina D3 hiperparatireoidismo primario e lesdes osteoliticas. Fisiologicamente, pode
ocorrer durante a formacdo de ovos (ALMONSY, 2014). Casos de hipocalcemia
normalmente sdo consequéncia de hipoalbuminemia, hiperfosfatemia, deficiéncia de
vitamina D, deficiéncia de calcio na dieta ou em sua absorcédo, acidose tubular renal,
pancreatite aguda, bacteremia, hipomagnesemia, e uso de alguns medicamentos
(ALMONSY, 2014).

2.4.9 Proteinas Plasmaticas Totais (PPT) e Albumina

Em répteis, a hipoproteinemia esta relacionada com a ma nutri¢cdo, méa absorcéo,
perda de proteinas em enteropatias e em intensas hemorragias, doengas hepaticas ou
renais cronicas (ALMONSY, 2014). Casos de hiperproteinemia ocorrem em animais
desidratados ou em casos de infec¢des cronicas, sendo que hiperglobulinemias indicam
doencas inflamatdrias (CAMPBELL, 2015). Fémeas em fase folicular ativa apresentam
hiperproteinemias (ALMONSY, 2014).

2.4.10 Triglicérides

Em répteis os valores séricos de triglicérides sdo pouco utilizados no perfil
hepatico, mas mostram-se mais elevados na fase de vitelogénese (GOLDBERG et al.,
2011).

2.4.11 Ferro

A determinacdo de ferro sérico é util para diagnostico diferencial das anemias
hipocroémicas e microciticas. Niveis séricos de ferro tendem a diminuir em casos de
ingestdo e absorcdo inadequados, perda cronica de sangue e liberacdo reduzida de ferro
dos estoques organicos, causando anemia da inflamacdo (ALMONSY, 2014). Casos de
niveis séricos elevados de ferro podem acontecer devido a hemossiderose, anemias
hemoliticas causadas por hemoparasitos, hepatopatias, necrose hepatica aguda e
sobrecarga de ferro (CAMPBELL, 2015).

2.5 Haemogregarinidae

As Hemogregarinas sdo um grupo de parasitos encontrados nos leucdcitos e
eritrocitos de hospedeiros vertebrados. Pertencem a ordem Eucoccidia (BARTA et al.,
2012; DAVIES e JOHNSTON, 2000), sendo divididos em duas subordens: Eimeriina e

Adeleina (LEVINE et al., 1980). A divisdo destas subordens € baseada no numero 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 a subordem Adeleina sdo caracterizados por realizarem
parte do ciclo em diversos orgaos, tais como figado, baco e pulméo, e, pelo
desenvolvimento dos macros e microgametas simultaneamente dentro das células do
hospedeiro vertebrado (DAVIES,1995). Essa subordem é dividida em trés familias e
seis géneros, das quais sdo muito semelhantes morfologicamente na fase sanguinea, 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 familia Haemogregarinidae engloba os géneros Haemogregarina, Desseria e
Cyrilia, sendo os dois ultimos conhecidos como parasitos exclusivos de peixes e
transmitidos por sanguessugas (MAGRO et al., 2016; SIDDALL, 1995), enquanto o
género Haemogregarina € encontrada no ambiente aquatico, onde € transmitida por
sanguessugas e isopodos, infectando peixes e tartarugas. No ambiente terrestre, seus
vetores s80 mosquitos e carrapatos, e infectam cagados e anfibios (KARADJIAN et al.,
2015; SIDDALL, 1995).

A familia Karyolysidae ¢ composta pelos géneros Karyolysus e Hemolivia,
sendo que o género Hemolivia é o Unico capaz de realizar merogonia intraeritrocitaria,
possuindo trés espécies descritas infectando anfibios e cdgados, onde carrapatos sdo 0s
vetores (KVICEROVA et al., 2014). Karyolysus foi descrito em lagartos na Europa e na
Asia e possuem como Unico vetor o acaro Ophionyssus sp. (HAKLOVA-KOCIKOVA,
2014; HASSI, 2012).

2.6 Hepatozoon spp. em serpentes.

O género Hepatozoon € o Unico representante da familia Hepatozoidae
(BARTA, 1989; SIDDALL, 1995). Desta maneira, este protozoario pertence ao filo
Apicomplexa; classe Conoidasida; subclasse Coccidia; ordem Eucoccidiida; subordem
Adeleorina (NBCI, 2020). Sdo hemoparasitos que infectam eritrdcitos de aves, anfibios

e répteis ou leucocitos de mamiferos (TELFORD, 2009). Possui morfologia no estado
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gamonte e merontes tissulares muito similares a outras familias de Hemogregarinas,
sendo desta forma dificilmente identificados apenas microscopicamente (HARRIS et
al.,, 2011; TELFORD, 2010). Desser et al. (1995), observaram que a identificagéo
genérica e também dependente da natureza do desenvolvimento esporogbnico no vetor.

Uma das caracteristicas marcantes dos parasitos do género Hepatozoon, e que 0s
diferencia de parasitos filogeneticamente préximos tais como os hemosporideos do
género Plasmodium, diz respeito a transmissdo para os hospedeiros vertebrados. Os
hepatozoideos sdo transmitidos pela ingestdo do vetor invertebrado portando
esporozoitos dentro dos oocistos, enquanto em Plasmodium spp. 0s esporozoitos séo
injetados no sangue dos hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo dos
mosquitos vetores (BARTA et al., 2001; MERINO et al., 2006). Em serpentes, sdo
descritas as formas de transmissdo horizontal, onde a serpente ingere diretamente o
vetor invertebrado infectado ou o hospedeiro vertebrado primario, (O’'DWYER et al.,
2013; SMITH, 1996), e a forma de infecgdo vertical (KAUFFMAN et al., 2017;
LOWICHIK e YAEGER, 1987).

A fase de gamonte é encontrada dentro dos eritrocitos (Figura 08A),
caracterizada por apresentar uma forma eliptica (TELFORD, 2009), estendendo-se pelo
comprimento da célula hospedeira e apresentando citoplasma uniforme com nucleo
condensado, quando maduro. Algumas vezes, 0os gamontes podem ser visualizados
extracelularmente, e nesses casos 0 parasito pode apresentar formato mais alongado
(Figura 08B) (TELFORD, 2009). A presenca do gamonte no eritrécito pode afetar sua
capacidade de carrear oxigénio devido a alteragcbes morfoldgicas no eritrocito (Figura
09A), perda de hemoglobina (Figura 09B). Em alguns casos, pode haver o rompimento
do eritrocito infectado (Figura 09C), provocando a liberacdo compensatéria de
eritrocitos jovens na corrente sanguinea (BROWN et al., 2006; TELFORD, 2009).
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Figura 08: Gamontes de Hepatozoon spp. em Boa constrictor. A — Gamontes intraeritrocitarios de
Hepatozoon spp., em esfregago sanguineo corado por Panético; B — Gamonte de Hepatozoon spp. em
meio extracelular, esfregago sanguineo corado por May-Grunwald Giemsa. Escala de barra 10pum.

Py

.
Fonte: Rodamilans, 2021.

Figura 09: Esfregacos sanguineos de Boa constrictor infectadas por gamontes de Hepatozoon spp.
A- Eritrdcito infectado apresentando alteragdo na morfologia; B- Eritrocito infectado apresentando perda
da hemoglobina; C- Gamonte de Hepatozoon spp. em meio extracelular, ap6s romper o eritrocito. Escala
de barra 10pum.

| L]
Fonte: Rodamilans, 2021.
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2.7 Diagnostico de infeccdo por Hepatozoon spp. em serpentes.

S&o 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 caracteristicas morfolégicas do gamonte, hospedeiro e localizagdo
geografica (TELFORD, 2009).

O diagnostico de Hepatozoon spp. em serpentes normalmente é realizado pela
observacdo da forma gamonte em esfregaco sanguineo na microscopia. Atualmente,
com o intuito de diferenciar 0 méximo possivel os gamontes, outras varidveis
morfométricas vém sendo observadas, como a area do parasito e do seu nucleo, bem
como a utilizacdo de sistemas computacionais de analise de imagens (MOCO et al.,
2012; O'DWYER et al., 2011). O’Dwyer et al. (2011) observaram que € comum que
serpentes sejam infectadas por gamontes com diferentes caracteristicas morfoldgicas,
sugerindo que fossem diferentes espécies ou diferentes estagios 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 Unico animal pode ser parasitado por mais de uma espécie de
Hepatozoon.

A semelhanca entre gamontes de diversas espécies de Hepatozoon torna a
morfometria insuficiente para identificacdo dessas espécies (HARRIS et al., 2011;
TELFORD, 2010). Outro fato que dificulta a identificacdo de espécies de Hepatozoon, é
a possibilidade de uma mesma espécie apresentar caracteristicas morfoldgicas e
morfomeétricas diferentes em hospedeiros diversos (BALL,1970).

Maia et al. (2014) relataram que serpentes com infec¢fes cronicas tendem a
apresentar variacOes de parasitemia, podendo ndo apresentar gamontes no sangue
periférico e, consequentemente, resultados falsos negativos a microscopia. Com isso,
percebe-se que o uso da microscopia ndo pode ser eficaz para o diagndéstico de infeccdo
por Hepatozoon, bem como para identificacdo de espécies deste hemoparasito, apesar
de auxiliar na sua caracterizacdo (MOCO et al., 2012). Calil et al. (2019) observaram
que técnicas moleculares sdo mais sensiveis e eficazes para o diagndéstico e identificagdo
destes parasitos.

Os primeiros estudos sobre caracterizagdo molecular de Hepatozoon spp. de

serpentes foram conduzidos por Wozniak et al. (1994). Os autores conseguiram
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amplificar uma regido do rDNA de cinco diferentes isolados de Hepatozoon utilizando
oligonucleotideos desenvolvidos a partir da sequéncia de rDNA dos genes estruturais
18S de Plasmodium e Babesia. Contudo, estudos posteriores observaram que 0S
oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos por Wozniak et al. (1994) nédo
apresentaram especificidade para hemogregarinas e amplificavam também os genes
SSU rDNA dos hospedeiros vertebrados quando o DNA era extraido do sangue
(PERKINS e MARTIN, 1999). Assim, Perkins e Keller (2001) desenvolveram novos
oligonucleotideos iniciadores para caracterizagdo de Hepatozoon spp. de serpentes,
denominados HEMO1 e HEMO2.

Ujvari et al. (2004) também utilizaram técnicas moleculares para diagnosticar a
infeccdo por Hepatozoon sp. em Liasis fuscus, langando méo dos iniciadores HepF300 e
Hep900, encontrando uma alta taxa de infec¢do. Contudo, 0s autores ndo nomearam a
espécie de Hepatozoon, pois observaram a mesma sequéncia de nucleotideos em outras
quatro espécies de serpentes e por ndo possuirem outros dados bioldgicos do
protozoario. Os autores sugeriram ainda que uma mesma espécie de Hepatozoon tem
capacidade de infectar hospedeiros de diferentes niveis taxondémicos.

Telford et al. (2004) compararam sequéncias de hemogregarinas encontradas em
serpentes no nordeste da Flérida, morfologicamente semelhantes com o ja descrito
Hepatozoon sauritus comumente encontrado no sul da Flérida e com Hepatozoon
sirtalis, este morfologicamente distinto, porém descrito no norte da Flérida. Para tal,
utilizaram os oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2, desenhados por Perkins e Keller
(2001). Os autores observaram dois haplotipos de Hemogregarinas, indicando a
existéncia de dois grupos, sendo um deles incluindo H. sauritus e as quatro amostras do
nordeste da Fl6rida compostos de amostras de H. sirtalis.

Rubini et al. (2005) realizaram a primeira caracterizacdo molecular de
Hepatozoon sp. de serpentes, no caso Hydrodynastes gigas, na América Latina,
utilizando os oligonucleotideos HepF e HepR (INOKUMA et al., 2002). A PCR foi
eficiente em detectar Hepatozoon sp. do sangue de H. gigas com amplificacdo de um
produto de PCR de 625 pb. O sequenciamento indicou a possibilidade de se tratar de
uma unica espécie de Hepatozoon, com 98,9% de identidade com o isolado 1
(AY252110) de Stegonotus cuculattus (Colubridae) da Australia, e 96,0% de identidade
com H. catesbianae (AF176837) de anfibios no estado de Oklahoma, Estados Unidos.

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

répteis das Ilhas Seychelles, sequenciando regifes do gene 18S rDNA, utilizando os
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oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2 (PERKINS e KELLER, 2001), bem como
HepF300 e Hep900 (UJVARI et al., 2004). A andlise 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 Africa, sequenciando regides do 18S rDNA, utilizando os mesmos pares de
oligonucleotideos utilizados por Harris et al. (2011), e encontraram mdltiplas linhagens
geneticamente distintas.

Moco et al. (2012) conduziram estudos com Hepatozoon sp. de Caudisona
durissa terrifica utilizando os oligonucleotideos HepF/HepR (INOKUMA et al., 2002)
e PiroAl/PiroB (JEFFERIES et al., 2003), os quais amplificaram, respectivamente, 650
e 500 pb da regido 18S rDNA. Apesar do sucesso dos mesmos em detectar tais
parasitos, a caracterizacdo 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 caracterizagao
molecular e dados morfolégicos. Os autores testaram diferentes pares de
oligonucleotideos 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 trés novas espécies,
Hepatozoon cuestensis, Hepatozoon cevapii € Hepatozoon massardii em serpentes
Crotalus durissus terrificus de cativeiro, em Botucatu - S&o 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 caracterizagdo
morfolégica do gamonte, os autores realizaram teste molecular utilizando os
oligonucleotideos HEP e HEMO. A nova espécie sugerida, chamada Hepatozoon musa,
gerou uma sequéncia de nucleotideos muito proxima a descrita por O’Dwyer et al.
(2013) para a espécie H. cuestensis.

Ungari et al. (2018) realizaram testes moleculares em diferentes espécies de
serpentes de cativeiro no estado de Sdo Paulo, Brasil, que apresentaram eritrocitos
infectados por Hepatozoon spp. Os autores utilizaram os oligonucleotideos 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.



37

Calil et al. (2019) realizaram diagndstico de Hepatozoon em 110 animais de
cativeiro ou recém resgatados, locados no Zooldgico de S&o Paulo e no Instituto
Butantan, Sdo Paulo, Brasil. Dos 110 animais, apenas 13,3% dos animais (15/110)
apresentaram eritrocitos infectados a microscopia de luz, e 5,5% (6/110) foram
positivos ao PCR utilizando pares de oligonucleotideos HEPF300/HEPR900.

Ungari et al. (2021) diagnosticaram uma possivel nova espécie de Hepatozoon
em uma serpente Dipsas mikanii coletada no estado de Goiés, Brasil. Foram utilizados
nesses estudo os primers HEPF300/HEPR900 para as amostras sanguineas e 0s primers
4558 e 2733 nas amostras de tecido hepatico. Os autores conseguiram também
caracterizar morfologicamente os gamontes localizados em sangue periférico, bem
como 0S merontes e cistos monozoicos encontrados no exame histopatoldgico presentes
no tecido hepatico.

Portanto, considerando a importancia ecologica dos parasitos do género
Hepatozoon em diferentes espécies de animais, e em especial em serpentes, é de alta
relevancia diagnosticar, estimar a prevaléncia e identificar a espécie destes
hemoparasitos em animais de vida livre, bem como avaliar as possiveis alteracfes
hematoldgicas e bioquimicas induzidas pela infec¢do por Hepatozoon. Paralelamente, a
observacao e comparacao destes resultados podem servir de ferramentas na conservacgao

de animais silvestres e na clinica de animais de estimagao.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral:

Caracterizar a infeccdo por Hepatozoon spp. em serpentes Boa constrictor de
vida livre provindas de fragmentos periurbanos de Mata Atlantica do Nordeste
brasileiro, através de diagndstico microscépico e molecular, avaliar as espécies de
Hepatozoon envolvidas, e observar os efeitos da infeccdo por Hepatozoon spp. nos

componentes sanguineos celulares e bioquimicos destes animais.

4.2 Obijetivos especificos

a) Determinar a frequéncia da infec¢do por Hepatozoon spp. em Boa constrictor
de vida livre provenientes de &reas periurbanas do nordeste brasileiro;

b) Avaliar os diferentes métodos de diagnostico 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 sequéncias obtidas dos amplificados
em PCR.;

e) Caracterizar morfologicamente e morfometricamente os gamontes dos
parasitos, bem como as possiveis alteracdes provocadas nos eritrdcitos infectados;

f) Observar possiveis alteracBes induzidas nos constituintes sanguineos pela
infeccdo por Hepatozoon spp., e comparar com animais ndo infectados;

g) Estabelecer padrédo de valores de referéncia hematoldgicos e bioguimicos para

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

Parasitos do género Hepatozoon sdo os principais hemoparasitos encontrados em
serpentes, sendo relatada mais de 130 espécies nesses animais. Embora serpentes
infectadas normalmente ndo apresentem sinais clinicos, relatos de animais que
apresentaram manifestacdes clinicas e mesmo 6bito sdo conhecidos. Estudos anteriores
observaram que técnicas de biologia molecular sdo mais sensiveis e eficazes, além de
possibilitar a posterior identificacdo do parasito. Estudos epidemiolégicos e de interagdo
ecoldgica entre parasito e o hospedeiro em animais de vida livre sdo importantes para a
conservacdo das espécies e do entendimento da saude ambiental do habitat. Desta
forma, admite-se que serpentes Boa constrictor de vida livre sdo infectadas por
parasitos do género Hepatozoon, em frequéncia maior que a encontrada em animais de
cativeiro, bem como possivelmente albergam espécies de Hepatozoon nunca descritos
para esta espécie, bem como ha alteracbes hematoldgicas e de bioquimica clinica

decorrentes da infeccao.
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RESUMO

O género Hepatozoon compreende hemoparasitos protozoarios que atingem anfibios,
répteis, aves e mamiferos, sendo que em serpentes ja foram descritas mais de 130
espécies. A forma gamonte deste parasito se aloja no eritrocito do réptil hospedeiro,
podendo provocar alteracdes morfolégicas na célula. A serpente Boa constrictor €
comumente encontrada em fragmentos de floresta Mata Atlantica localizados em areas
periurbanas, porém sdo poucos 0s estudos sobre infeccdo por Hepatozoon em espécimes
de vida livre. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi diagnosticar a infeccdo por
Hepatozoon em serpentes Boa constrictor de vida livre resgatadas em areas periurbanas,
caracterizar os parasitos utilizando técnicas parasitoldgicas diretas e moleculares, bem
como observar possiveis alteragdes morfologicas nos eritrécitos parasitados. Nos 52
animais pesquisados, foram encontrados gamontes nos eritrocitos de 48,1% (25/52),
com média de parasitemia de 0,63%. Foi observado que parasitos encontrados em
alguns animais alteravam a morfologia do eritrocito, deslocando o seu nucleo ou
provocando perda de hemoglobina. Reacdes de PCR demonstraram positividade em
90,4% (47/52) das amostras, sendo que todas as amostras positivas em microscopia
Optica também foram positivas nos PCRs. Em duas amostras, as sequéncias originadas
se apresentaram filogeneticamente préximas a Hepatozoon musa, sendo assim 0
primeiro possivel relato deste parasito em Boa constrictor. As sequéncias de outras trés
amostras originadas se apresentaram préximos a Hepatozoon ameivae. Cinco amostras
apresentaram sequéncias fortemente proximas, formando um unico subclado, sugerindo
uma possivel nova espécie de Hepatozoon.

Palavras-chave: Diagnostico Molecular, Hemogregarinas, Ofidios, 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. INTRODUCAO

Hemogregarinas do género Hepatozoon sdo hemoparasitos intraeritrocitarios
e/ou intraleucocitarios encontrados em anfibios, répteis, aves e mamiferos (Telford,
2009). Possuem ciclo de vida heteroxénico onde a fase de reproducdo sexuada e
esporogonia ocorrem no vetor invertebrado, e as fases de merogonia e gametogonia
ocorrem no hospedeiro vertebrado (Wozniak et al., 1994). Em serpentes, ja foram
descritas mais de 130 espécies pertencentes ao género Hepatozoon (Ungari et al., 2018),
0s quais sdo transmitidos pela ingestéo direta do vetor invertebrado ou pela predagéo do
hospedeiro vertebrado paraténico (Smith, 1996; O’Dwyer et al., 2013). A transmissédo
vertical também ja foi observada em serpentes (Lowichik e Yaeger, 1987; Kauffman et
al., 2017). Embora mosquitos normalmente ndo facam 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 presenga de Hepatozoon na glandula salivar e no intestino de
Amblyomma rotundatum que estavam parasitando Boa constrictor no Nordeste do
Brasil.

Serpentes infectadas por Hepatozoon spp. normalmente ndo apresentam sinais
clinicos, porém alguns espécimes podem apresentar perda de hemoglobina, hipertrofia
eritrocitaria, alteragdes na membrana do eritrocito, deslocamento do nucleo do eritrécito
e anemia, provocando perda de peso, diminuicdo na reproducdo e na taxa de
crescimento (Wozniak et al., 1996; Madsen et al., 2005; Brown et al., 2006). No Brasil,
é conhecida a infeccdo por Hepatozoon spp. em algumas espécies de serpentes de vida
livre e cativeiro (Mogo et al., 2002; O’Dwyer et al., 2004; Motta et al., 2011; Mogo et

al., 2012), sendo inclusive descritas novas espécies deste hemoparasito (O’Dwyer et al.,
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2013; Borges Nojosa et al, 2017; Ungari et al, 2021). No entanto, poucos estudos
relatam a infeccdo por Hepatozoon em serpentes Boa constrictor, principalmente de
vida livre (Paperna e Lainson, 2004; Ungari et al., 2018; Calil et al., 2019).

A identificacdo da infeccdo por Hepatozoon em serpentes pode ser realizada
através de anélise de microscopia Optica de esfregacos sanguineos, permitindo também
a caracterizagdo morfoldgica e morfométrica do estdgio gamonte do parasito. Porém,
apenas anélises morfologicas nem sempre sdo efetivas para diferenciar espécies, e trata-
se de um método de baixas sensibilidade e reprodutibilidade (Telford, 2010; Harris et
al., 2011). Além disso, 0 uso apenas da microscopia Optica pode gerar falsos negativos,
pois infeccdes crénicas podem provocar baixas parasitemias (Maia et al., 2014). Desta
forma, o uso de técnicas moleculares se mostrou mais sensivel e eficaz para o
diagndstico e identificacdo destes parasitos (Calil et al., 2019).

Portanto, os objetivos deste trabalho foram identificar e quantificar a infeccéo
por hemoparasitos do género Hepatozoon em serpentes da espécie Boa constrictor de
vida livre e caracterizar morfologica e molecularmente os espécimes de Hepatozoon

spp. detectados.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais estudados e aspectos éticos

Foram obtidas amostras sanguineas de 52 serpentes Boa constrictor de vida
livre, resgatadas por instancias governamentais no ano de 2018 em fragmentos
periurbanos de Mata Atléantica das cidades do Salvador e Feira de Santana no Estado da
Bahia, 0 mais populoso da regido Nordeste do Brasil. Os animais resgatados eram
encaminhados ao Setor de Animais Silvestres e Exoticos, Zooldgico de Salvador ou ao

Nucleo de Ofidiologia e Animais Pegonhentos da Bahia, localizados na cidade do
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Salvador, ou ao Laboratorio de Animais Pegonhentos e Herpetologia da Universidade
Estadual de Feira de Santana, na cidade de Feira de Santana.

No momento do resgate dos animais, foi realizado exame clinico para detectar
quaisquer sinais clinicos que pudessem indicar alguma enfermidade, biometria,
pesagem e sexagem por médicos veterinarios 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 obtencdo de DNA genémico e
posterior analise molecular, e para confeccao de esfregacos sanguineos, os quais foram
feitos imediatamente ap0ds a coleta para posterior analise microscépica.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (CEUA/UFBA 94/2018), pelo
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO 63053-3) e pelo

Sistema Nacional de Gest&o do Patrimdnio Genético (SISGEN A789ECS).

2.2 Analises Microscopicas

Os esfregacos sanguineos foram corados com corante May-Grunwald-Giemsa e
examinados em microscopio éptico de luz com 1000x para presenca de hepatozoideos.
Os animais foram considerados positivos na analise de microscopia optica quando
apresentavam gamontes nas hemaécias do sangue periférico.

A parasitemia foi calculada como sugerido por Maia et al. (2014),
contabilizando os eritrocitos infectados em um total de 4000 eritrécitos e em seguida
determinando a porcentagem. Com o intuito de reduzir possiveis erros, as laminas de
espécimes infectados foram contadas trés vezes e calculada entdo a média aritmética.

A morfometria dos eritrdcitos foi realizada apds os resultados de microscopia e

PCR. Desta forma, as amostras foram selecionadas aleatoriamente por conveniéncia e
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classificadas em trés grupos de acordo com seus achados microscopicos e moleculares
para comparar possiveis alteracdes morfométricas entre elas, sendo: Grupo 1 = amostras
negativas na microscopia € 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 area do nucleo, e o comprimento, largura e area do
eritrécito. A morfometria dos gamontes foi realizada medindo o comprimento e largura
tanto do parasito quanto do seu nucleo (Figura 01). Para essas analises, foi utilizado
microscopio binocular (Nikon Eclipse, Nikon, Tokyo, Japdo), aumento de 1000x, e com

o programa NIS Elements verséo 4.60 (Nikon).
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Figura 01: Esquematizacdo dos parametros morfoldgicos de eritrécitos e de gamontes de
Hepatozoon sp., como determinados nesse estudo. 1- Comprimento do gamonte; 2-
Comprimento do nucleo do gamonte; 3- Comprimento do nucleo do eritrdcito; 4- Largura do
eritrécito; 5- Largura do nucleo do gamonte; 6- Largura do eritrocito; 7- Comprimento do
eritrocito.

Foram avaliadas também, possiveis interferéncias da presenga do parasito no

eritrocito infectado. Os eritrocitos eram considerados normais caso se apresentassem de
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forma oval, com o nucleo centralizado e citoplasma rico em hemoglobina, permitindo
delimitar a forma do eritrdcito. Os eritrocitos infectados que apresentassem o seu nucleo
deslocado pelo parasito, clareamento do citoplasma por perda da hemoglobina ou

alteracdo morfoldgica eram entédo sinalizados.

2.3 Diagnostico Molecular

Amostras de DNA genémico foram extraidas do sangue dos 52 animais
utilizando o kit de extracdo PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA), de acordo com as instru¢es do fabricante. As amostras de
DNA foram quantificadas e analisadas com relacdo a sua pureza em aparelho Nanodrop
(ThermoFisher Scientific).

Os ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizados
utilizando-se dois pares de iniciadores desenhados para amplificar regides do gene da
subunidade menor do RNA ribossomal (SSU RNAr), especificos para o género
Hepatozoon. O par de iniciadores senso HEP300 - 5°- GTTTCTGACCTAT
CAGCTTTCGACG -3* e antissenso HEP900 - 5—- CAAATCTAAGAAT
TTCACCTCTGAC -3’ foram utilizados para amplificar uma regido de 600pb do gene
SSU RNAr de Hepatozoon sp. conforme descrito por Ujvari et al. (2004). Ja o par de
iniciadores senso HEMOL1 — 5 — TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG - 3’
e antissenso HEMO2 — 5° — CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC - 3’
amplificam uma regido de 1000pb do gene SSU RNAr de hemogregarinas (Perkins e
Keller, 2001).

As reacdes foram realizadas utilizando o kit Go Tag G2 DNA Polymerase
(Promega, Madison, WI) onde, para cada reacdo de volume final de 50 pL foram

adicionados 50 ng de amostras de DNA gendmico, 1,25 U de DNA polimerase, 1,5 mM
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de MgCl,, 200 uM de cada nucleotideo, 1 uM de cada iniciador (senso e antissenso) e 5
pL de tampdo 5x colorless GoTaq (Promega). Para todas as reagdes foram utilizados
controles positivo e negativo da reagdo, onde foram adicionados no lugar da amostra de
DNA, respectivamente, uma aliquota de 50 ug do DNA extraidos do sangue de uma
serpente com alta parasitemia (controle positivo) e agua livre de DNAse e RNAse
(controle negativo). A reacdo de PCR foi realizada para os iniciadores HEP nas
seguintes condi¢des: a desnaturacao inicial foi realizada a 95 °C por 5 minutos, seguidas
por 40 ciclo de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, ao final foi realizada uma etapa de extensdo
final & 72 °C por 5 minutos. Para os iniciadores HEMO, as condi¢des da reacdo de PCR
foram as mesmas, exceto para o anelamento onde foi utilizada a temperatura de 50 °C.
Apos a PCR, foi realizada a corrida das amostras em gel de agarose 2 % preparado com
tampdo Tris-Borato EDTA 1x (TBE) e 4,5 uL de brometo de etideo10 mg/mL (para 150
mL de gel), e os produtos de PCR foram entdo submetidos a eletroforese horizontal a
100 V. Para visualizacdo das bandas, o gel foi submetido a luz ultravioleta em

transluminador para visualizacdo de possivel amplificagao.

2.4 Sequenciamento e Analise Filogenética

Para a identificagdo 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 ndo houve parasitemia detectavel), que foram
extraidas e purificadas utilizando-se o kit Pure Link Quick Gel Extraction
(ThermoFisher Scientific), segundo informagdes fornecidas pelo fabricante, e o
amplicon obtido com a purificagdo 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 obtencdo de sequéncias consenso foi
realizada no software livre Bioedit. As sequencias consenso foram submetidas a busca
por similaridade utilizando a ferramenta BLAST / NCBI

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

Em seguida, gerou-se um banco de dados com as sequéncias obtidas pelo
sequenciamento das amostras e pelas sequéncias armazenadas no GenBank/NCBI para
concatenagéo e alinhamento pelo MAFFT (Multiple alignment program for amino acid
or nucleotide sequences) v. 7. Apbés o alinhamento foram geradas as Aarvores
filogenéticas para as sequéncias geradas pelos iniciadores HEP e HEMO, bem como
uma outra arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca para comparar as sequéncias

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

2.5 Anélises Estatisticas

As varidveis morfométricas dos eritrocitos e dos gamontes coletados
apresentaram distribuigdo livre no teste de D'Agostino-Pearson. Por conseguinte, foi
realizado o teste de Kruskal -Wallis e o pds-teste de Dunn no software IBM SPSS v. 26
(IBM, AMonk, NY) para comparacdo da distribuicdo dos dados entre os grupos. A

significancia foi considerada quando P < 0,05.


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

3.1 Diagnostico parasitoldgico direto e molecular

Ao investigar microscopicamente a presenca de gamontes no sangue periférico
das serpentes, foi encontrada frequéncia de 48,1% (25/52) de animais positivos, com
média de parasitemia de 0,63%, valor maximo de 2,5% e minimo 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. Néo 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 observacdo de parasitos
durante a microscopia Optica. Todas as amostras positivas na microscopia (25/52)

obtiveram resultados positivos para a amplificacdo do primer HEP.

Tabela 01. Numero de amostras de Boa constrictor de vida livre que amplificaram
aos iniciadores HEP e HEMO.

Resultado PCR NUmero de amostras (%)
Né&o 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%)

3.2 Morfometria

Os resultados morfométricos dos trés grupos sdo apresentados em medianas
junto a seus respectivos valores minimos e maximos (Tabela 02). As medianas dos
eritrocitos ndo infectados diferiram estatisticamente (P < 0,05) dos outros dois grupos

29 ¢

para os parametros “comprimento”, “largura”, “area total” e “area do nucleo”.
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Foi possivel observar diferenca estatistica significativa (P < 0,05) entre os
eritrécitos infectados e os ndo infectados do Grupo 03 para 0s parametros
“comprimento”, “largura” e “area total”. A mensura¢ao dos gamontes em 17 espécimes
de Boa constrictor ndo apresentou diferenca estatistica (P < 0,05) para quaisquer dos
parametros analisados (Tabela 03).

Em 100% (17/17) dos individuos analisados microscopicamente para morfologia
das hemacias, observamos que os eritrocitos infectados apresentavam alteragdes
morfolégicas devido a presenca do hemoparasito, bem como foi verificado o
deslocamento do nucleo dos eritrdcitos infectados em 76,47% (13/17). A perda da
hemoglobina nos eritrdcitos infectados foi observada em 35,29% das amostras (6/17)

(Tabela 04; Figura 02).

Figura 02: Influéncia do parasito na morfologia dos eritrocitos parasitados em
serpentes Boa constrictor de vida livre. (A) eritrocito parasitado apresentando perda
de hemoglobina; (B) eritrécito parasitado apresentando deslocamento do nucleo; (C)
eritrécito parasitado apresentando alteracdo na morfologia e perda de hemoglobina.
Barras de escala: 10um. Coloragdo de May-Grunwald-Giemsa.
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Tabela 02: Morfometria eritrocitaria em serpentes Boa constrictor de vida livre, de acordo com seus diagnosticos microscépicos e
moleculares de Hepatozoon sp. Medianas, na mesma linha e seguidas por diferentes letras sobrescritas, ndo diferem pelo teste Kruskal -Wallis e

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

GRUPO 1
Microscopia e PCR

GRUPO 2
Microscopia Negativo

GRUPO 3
Microscopia e PCR

Meédia e desvio

Negativos (n=5) e PCR Positivo (n= 6) Positivos (n=17) padréo dos Meédia e desvio 1
. ~ Valor P
PCR Positivos padréo Geral
Medianas com Valores ~ Medianas com Valores Medianas com Valores ~ (GRUPO 2 e 3)
Max e Min Max e Min Max e Min

Comprimento do Eritrocito 20,55 (11,46 — 27,08) 19,64 (14,55 — 24,61) 1771 (1358 - 21,52) 1867 (097)  193(+145) P <0,000
ndo Infectado (um)
Comprimento do Eritrocito Ausente Ausente 20,80 (13,45 — 34,40)
Infectado (um)
Largura do Eritrocito ndo 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
Infectado (um)
Largura do Eritrocito Infectado Ausente Ausente 11,54 (6,85 — 20,15)
ﬁ;ii t‘;gf;g[ﬁgto nao 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
,(Aurr?]az)do Eritrocito Infectado Ausente Ausente 207,44 (76,87 — 586,19)
Area do Nucleo ndo Infectado 5 6e0 (1007 _a5.84) 21,619 (13,32 — 41,05) 21,459 (547 -4369) 2153 (£011) 21,90 (+0,65 P> 0,859

(Lm?)

Area do Nucleo 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. Esfregacos sanguineos foram analisados em
microscopio Optico com aumento de 1000x. Para cada amostra de cada animal, foram analisados 25 parasitos. Nao foram encontradas diferengas
estatisticas significativas para cada parametro entre diferentes animais, usando o teste Kruskal -Wallis com P < 0,05.

Morfometria expressa em medianas com seus respectivos valores minimos e maximos

Comprimento do nacleo  Largura do nicleo do
do parasito (um) parasito (um)

Identificacéo dos
espécimes (n=17)  Comprimento do parasito (um)

Largura dos parasitos (um)

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) 521 (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
P

14,06 (8,66 — 22,55)
0,1744

3,78 (0,98 — 11,20)
0,3256

4,45 (1,83 - 15,72)
0,1100

2,16 (0,90 — 8,09)
0,4798
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Tabela 04: Influéncia do Hepatozoon spp. na morfologia dos eritrocitos parasitados
em serpentes Boa constrictor de vida livre. Os esfregacos sanguineos foram
analisados em microscépio éptico com 1000x de aumento.

Mudanca na Deslocamento do

Identificacdo dos : ; Perda de
espécimes (n=17) a”a.tort“‘?‘ do nu_cle’o _do hemoglobina
eritrdcito eritrocito
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

N&o houve consenso no sequenciamento para o primer HEMO em 10% das
amostras (2/20), enquanto para o primer HEP n&o houve consenso em 25% (5/20).

Ao comparar o banco de dados formado pelas sequéncias consenso obtidas pelos
primers HEMO e HEP com o banco de dados disponivel 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 sequéncias HEMO 9413, HEMO 538 e HEP 538. Observamos também, que apenas
trés Unicas amostras (583, 666 e 769) tiveram suas sequéncias HEP com percentagem
de homologia altas para a sequéncia 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 especie Hepatozoon ameivae com respectivos valores de 99,07%; 99,63%;
99,61%.

Sete amostras (486, 664, 5924, 5928, 5934, 9653 e 9736) apresentaram uma
caracteristica peculiar, na qual ndo houve percentagem de homologia maior que 99%
entre as sequéncias geradas pelo primer HEP e quaisquer outras sequéncias do banco de

dados do GenBank/NCBI.

3.4 Analises filogenéticas

Analisando a arvore filogenética para as sequéncias consenso geradas pelo
sequenciamento HEP (Figura 03), observamos a formacdo de dois clados, onde um
subclado é formado pelas sequéncias 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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arvore filogenética de méxima verossimilhanca (Figura 05), pdde-se observar que
localizavam-se proximas as amostras HEMO, sendo possivel sugerir que as mesmas sao
do género Hepatozoon. A sequéncia HEP 446 foi localizada em um mesmo subclado da
arvore de maxima verossimilhanca que a espécie Hepatozoon fitzsimonsi. O outro
subclado da arvore filogenética das sequéncias HEP apresentam trés 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 é&rvore de maxima verossimilhanga se
posicionou no mesmo clado que sequéncias de H. musa, enquanto os grupos B e C se
posicionaram em um clado distinto nesta mesma arvore. O grupo B se posicionou em
um subclado junto a duas sequéncias de H. ameivae encontrado em lagartos Ameiva
ameiva e a uma sequéncia 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 aproximacdo evolutiva entre as
sequéncias deste grupo, revelada na arvore com as sequéncias consenso HEP, sugere
que podem representar uma Unica espécie de Hepatozoon.

Ao analisar as arvores filogenéticas para as sequéncias consenso geradas pelo
sequenciamento do primer HEMO (Figura 04) e a de méxima verossimilhanca (Figura
05), observamos que ambos os clados formados por estas sequéncias HEMO tendem a
se aproximar de sequéncias do banco de dados identificados apenas em nivel
taxonémico de género, com excec¢do da sequéncia HEMO 5692 que se posicionou em
um mesmo subclado que o Hepatozoon aegypti descrito em serpente Spalerosophis
diadema na Arabia Saudita. As sequéncias HEMO 446 e HEMO 5924 se apresentaram
em um subclado da arvore de maxima verossimilhanca, junto com uma sequéncia de

Hepatozoon sp. identificada em serpente Crotalus durissus terrificus no Brasil.
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Figura 03. Arvore filogenética para
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HEP Consensus 9653
HEP Consensus 446
HEP Consensus 5924
HEP Consensus 5692
HEP Consensus 5903
HEP Consensus 9413
HEP Consensus 538
HEP Consensus 583
HEP Consensus 666
HEP Consensus 769
HEP Consensus 486
HEP Consensus 9736
HEP Consensus 5928
HEP Consensus 664
HEP Consensus 5934

as sequéncias consenso geradas pelo

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

Tree scale: 0.001

HEMO Consensus 5903
HEMO Consensus 9653
HEMO Consenso 446
HEMO Consensus 5924
HEMO Consensus 5692
HEMO Consensus 5928
HEMO Consensus 486
HEMO Consensus 5934
HEMO Consensus 9505
HEMO Consensus 9672
HEMO Consensus 538
HEMO Consensus 9495
HEMO Consensus 9736
‘HEMO Consensus 666

‘HEMO Consensus 769
‘HEMO Consensus 6028
|HEMO consensus 6013

'HEMO Consensus 9413

Figura 04: Arvore filogenética para as sequéncias consenso geradas pelo
sequenciamento do iniciador HEMO de amostras de Boa constrictor de vida livre.
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[ MF497766.1 Hepalozoon musa isolate 39- 185 ribosomal RNA gene partial sequence
L MF497764.1 Hepatozoon musa isolate 26 18S ribosomal RNA gene partial sequence

E— MF497767.1 Hepatozoon musa isolate 51 185 ribosomal RNA gene partial sequence

MF497765.1 Hepatozoon musa isolate 39+ 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KX880079.1 Hepatozoon musa isolate Co1031 18S ribosomal RNA gene partial sequence
HEP Consensus 9413
HEP Consensus 538
MF497763.1 Hepatozoon musa isolate 22 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MNO003364.1 Hepatozoon sp. voucher V20 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MK503647.1 Hepatozoon sp. clone 543 2 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MK503646.1 Hepatozoon sp. clone 543 1 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
[—— MNO003357.1 Hepatozaon sp. voucher V02 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
L MN003356.1 Hepatozoon sp. voucher V01 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MN003367.1 Hepatozoon sp. voucher V35 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
KM234615.1 Hepatozoon sp. DIH-2014¢ isolate CHUFCL4282 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MNO003368.1 Hepatozoon sp. voucher V36 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MN003370.1 Hepatozoon sp. voucher V38 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MN003369.1 Hepatozoon sp. voucher V37 Uru small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
AY252108.1 Hepatozoon sp. ex Varanus scalaris isolate 1 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MT561455.1 Hepatozoan sp. isolate FP3 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
A¥252109.1 Hepatozoon sp. ex Varanus scalaris isolate 2 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
HEP 8736
HEP Consensus 5928
HEP Consensus 486
HEP 864
HEP Consensus 5934
HEP Ci 583
MNB833642.1 Hepatozoon sp. MRAS-2019a isalate 335 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MNB833641.1 Hepatozoon sp. MRdS-2019a isalate 334 small subunit ibosomal RNA gene partial sequence
MF497768.1 Hepatozoon sp. isolate 67a 185 ribosomal RNA gene partial sequence
HEP Consensus 769
HEP Consensus 666
HEP Ci 9653
[ HEMO Consensus 9653
L HEMO Consensus 5303
KJ413138.1 Hepatozoon sp. MRA-2014b clone C16 18S ribosomal RNA gene partial sequence
HEMO Consensus 9505
HEMO Consensus 5934
HEMO Censensus 5928
HEMO Consensus 486
HEMO Consensus 5692
MH198742.1 Hepatozoon aegypti isolate Al-Thumama2016 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
HEMO Consenso 446
HEMO Consensus 5924
KC342523.1 Hepatozoon sp. ex ratlesnake BR-2012 strain Hep 3 185 ribosomal RNA gene partial sequence
HEMO Consensus 9736
MN399960.1 Hepatozoon sp. voucher PRISG 102 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
HEMO 6013
HEMO Consensus 6028
HEMO Consensus 666
HEMO Consensus 9413
HEMO Consensus 769
MK508986.1 Hepatozoon sp. clone 3 HEMO 542 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MK508989.1 Hepatozoon sp. clone 3 HEMO 543 small subunit ribasomal RNA gene partial sequence
JX9B7775.1 Hepalozaon sp. DDML-2013a 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MK508885.1 Hepatozoon sp. clane 2 HEMO 542 small subunit ribasomal RNA gene partial sequence
HEMO Consensus 538
HEMO Consensus 9672
HEMO Consensus 9495
MG456821.1 Hepatozoon sp. isolate B63M12 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MG758133.1 Hepatozoon banethi isolate ITF2 long small subunit ribasomal RNA gene partial sequence
HEP Consensus 5924
KM234613.1 Hepatozoon sp. DJH-2014c isolate CHUFCL2851 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MN723844.1 Hepatozoon colubri isolate 9689 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MG456822.1 Hepatozoon sp. isolate 200M12 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KX387860.1 Hepatozoon sp. isolate PHYCAL1 188 ribosomal RNA gene partial sequence
MH174343.1 Hepatozoon sp. isolate HepOat4 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
HEP 446
MG456824.1 Hepatozoon sp. isolate 69M12 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KRO69084.1 Hepatozoon fitzsimonsi voucher RC140411C1 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ702453.1 Hepatozeon fitzsimonsi 185 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
[ KJ3413133.1 Hepatozoon sp. MRA-2014b clone C1 18S ribosomal RNA gene partial sequence
L KM234649.1 Hepatozoon domerguei isolate md67 185 ribosomal RNA gene partial sequence
KF939624.1 Hepatozoon sp. YLW-2014 isolate S005 185 ribosomal RNA gene partial sequence
KF939627.1 Hepatozoon sp. YLW-2014 isolate S008 185 ribosomal RNA gene partial sequence
KF939626.1 Hepatozoon sp. YLW-2014 isolate S007 18S ribosomal RNA gene partial sequence
MN723845.1 Hepatozoon ophisauri isolate 11514 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
KU680460.1 Hepatozoon sp. BT-2016 clade A isolate DB9016 185 ribosomal RNA gene partial sequence

*
i3

il

MK452253.1 He iseisciuri isolate Genatype B small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MK452252.1 i isolate ype A small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
JQBE70908.1 + sp. €5-2012 clone APOH1 18S ribosomal RMA gene partial sequence
KM234617.1 Hepatozoon sp. DJH-2014c isolate CHUFCL4322 18S ribosomal RNA gene partial sequence
HEP Ci 5803

KM234616.1 Hepatozoon sp. DIH-2014c¢ isolate CHUFCL4319 18S ribosomal RNA gene partial sequence

HEP Consensus 5692

MWO076444.1 Hepatozaon sp. isolate socotra haemagregarine hap2 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MK454897.1 Hepatozoon sp. isolate 8 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 05: Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca com sequéncias dos
iniciadores HEP e HEMO e sequéncias do banco de dados do NCBI.
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4. DISCUSSAO

Hemogregarinas do género Hepatozoon sdo descritos como 0S mais comuns
hemoparasitos em serpentes (Ungari et al., 2018) e, embora muitas vezes os animais
infectados ndo apresentem sinais clinicos, ha 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 sdo escassos,
negligenciando a importancia de informagdes sobre o hemoparasito e suas infeccdes no
hospedeiro em condigOes naturais, em contraste com animais em cativeiro (Metzger et
al., 2008; Calil et al., 2019). Desta forma investigacdes sobre a relagdo Hepatozoon sp.
e serpentes de vida livre sdo importantes para que possamos analisar a frequéncia da
infeccdo pelo parasito no ambiente selvagem, identificacdo correta da espécie,
parasitemia dos animais e danos funcionais a célula infectada. Neste estudo foi possivel
diagnosticar microscopicamente e por PCR a infec¢do 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 diferenca entre a frequéncia da infeccdo por Hepatozoon
sp. em Boa constrictor de vida livre nos diferentes métodos de diagnostico utilizados,
sendo encontrada frequéncia de 48,1% na microscopia Optica e de 90,4% (47/52) pelo
método de PCR, indicando que o método de PCR é mais sensivel e eficaz para o
diagnédstico de Hepatozoon sp. Segundo Maia et al (2014), esta diferenca pode ser
justificada pela baixa presenca de gamontes no sangue periférico dos répteis em casos
de infeccgdes cronicas, bem como devido a variacdo natural da parasitemia no ciclo da
infeccdo, determinando falsos negativos ao diagnostico microscopico. S&o raros 0S
estudos que lancem mao do método de PCR para determinar a prevaléncia de infeccOes

por Hepatozoon sp. em serpentes, sendo o0 PCR normalmente utilizado em amostras
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positivas para a presenga 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 prevaléncia de Hepatozoon spp. em diferentes espécies de
serpentes de cativeiro e recém resgatadas e encaminhadas a centros de pesquisa em Sao
Paulo, Brasil, observando prevaléncia de 5,5% (6/110). Considerando apenas estudos
com animais de vida livre, a frequéncia 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 Sao Paulo, Brasil. O’Dwyer et al. (2003) sugerem que
diferengas entre prevaléncia da infeccdo podem ser influenciadas por caracteristicas
climaticas e abundéncia de vetores.

De Biase et al (1989) observaram que animais de vida livre tendem a ter uma
prevaléncia maior para infeccdo por Hepatozoon sp. devido ao maior contato com
carrapatos e mosquitos transmissores, bem como com presas hospedeiras
intermediéarias. A frequéncia encontrada na microscopia da infeccdo por Hepatozoon sp.
em nosso estudo foi menor do que a encontrada por Lopes et al (2010) que observaram
prevaléncia de 100% (7/7) em Boa constrictor de cativeiro no semiarido 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 regido Sudeste do Brasil, com valores
de 16,7% (4/24) e 18,2% (2/11), respectivamente. De Biase et al (1989) acreditam que a
presenca de animais em cativeiro infectados com Hepatozoon sp. pode estar relacionada
a longevidade do parasito em seu hospedeiro e ndo por uma reinfec¢do. Por outro lado,
Ungari et al (2018) sugerem que a gestdo adequada da saude contribui para a baixa
prevaléncia de parasitos em cobras em cativeiro. Ainda ndo possuimos informacoes

mais precisas que possam indicar qual ponto de vista estaria mais proximo da realidade.
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Em nosso trabalho encontramos parasitemia minima de 0,03% e méaxima de
2,5%, porém, devido a auséncia de pesquisas similares com Boa constrictor de vida
livre, podemos comparar nossos resultados somente com pesquisas em serpentes de
cativeiro. Normalmente sdo encontradas parasitemias que ndo 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 infecgdes cronicas nos animais e
que a parasitemia tende a oscilar, porém sempre havendo um decréscimo com o tempo
ap6s primeiro exame. E provavel 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, 0 que ndo 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 eritrocitos ndo infectados apresentaram
diferenca estatistica entre as medianas dos parametros “comprimento”, “largura” e “area
do eritrocito” entre os trés Grupos, sendo que o Grupo 1 obteve a maior mediana para
estes parametros. Estes resultados nos fazem suspeitar que a presenca de Hepatozoon
sp., mesmo que na infeccdo crénica, estimule a hematopoese nas serpentes, seja por
producdo medular ou por mitoses eritrocitaria, pois é sabido que as células jovens
nesses animais s&o de menor tamanho, diferentemente dos mamiferos (Almosny, 2014).
Gonzalez et al (2021) observaram que anfibios parasitados tendiam a ter um maior

namero de eritrocitos jovens no sangue periférico, bem como a ocorréncia de mitoses
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nestas células. Madsen et al (2005) sugerem que uma das consequéncias fisiologicas
possiveis pela infeccdo por Hepatozoon sp. seria justamente a reducéo na capacidade de
carreamento do oxigénio pelo eritrocito e consequente liberacdo compensatoria de
eritrocitos jovens. A auséncia de trabalhos similares, realizando a mensuragdo de
animais infectados e néo infectados confirmados por PCR, dificulta comparacoes.

Observamos que Hepatozoon sp. altera a morfologia do eritrdcito infectado em
Boa constrictor de vida livre, bem como pode haver a perda da hemoglobina destes
eritrécitos provocada pelos gamontes. Madsen et al. (2005) observaram que serpentes
infectadas por Hepatozoon sp. apresentaram diminui¢do do seu “fitness” € sugeriram
que seja devido a alteracdes na morfologia, consumo da hemoglobina e diminuigédo da
area livre para o carreamento do oxigénio pelo eritrocito infectado, bem como a
presenca de eritrdcitos imaturos na circulacdo periférica. Em relacdo a caracteristica de
perda da hemoglobina do eritrécito, ao cruzarmos as informacdes dos espécimes que
apresentavam esta caracteristica junto com a posicao na arvore filogenética de maxima
verossimilhanga, percebemos que estes espécimes podem ou ndo estar no mesmo sub
Clado que outros espécimes que ndo apresentavam perda de hemoglobina, sugerindo
assim que esta ndo é uma caracteristica peculiar na diferenciacdo de uma espécie de
Hepatozoon.

Nossos resultados de sequenciamento das amostras positivas dos primers HEMO
e HEP sugerem que o0s hemoparasitos encontrados sdo realmente do género
Hepatozoon, tendo indicios 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. Ungari et
al., (2018) relataram pela primeira vez a infec¢do 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 distribuicdo geografica das serpentes Boa constrictor
convergem com a distribuicdo das serpentes P. nattereri, C. durissus e E. crassus
(Nogueira et al. 2020) bem como compartilham de alguns habitos alimentares
(Sant’Anna e Abe, 2007; Mesquita et al., 2011; Mesquita et al., 2013). Somada ainda a
baixa especificidade ao hospedeiro relatada para este género de hemoparasito (Telford,
2009), torna-se plausivel que Boa constrictor seja infectada por H. musa, sendo assim, o
primeiro relato desta interacdo interespecifica. Outras trés amostras obtiveram
sequéncias pelo PCR utilizando primers HEP que apresentavam percentagem de
homologia fortes (> 99%) com as sequéncias 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 arvore filogenética de verossimilhanca, onde as sequéncias destas amostras
se apresentaram em um subclado mais fortemente ligados as sequéncias de A. ameiva e
Hepatozoon sp. descritas acima. Picelli et al (2020) encontraram uma relagdo muito
proxima entre as sequéncias de diferentes répteis, sugerindo que esta proximidade se
deve a relagdo presa-predador entre o lagarto e a serpente, podendo o lagarto ser tanto
um hospedeiro intermediario quanto um hospedeiro paraténico.

Cinco amostras originaram sequéncias no PCR com primers HEP que se
apresentaram como um subclado especifico na arvore filogenética de méaxima
verossimilhanga, localizado entre outros subclados da ordem Squamata. Estas amostras
nédo obtiveram percentagens de homologia maiores que 99% entre as sequéncias geradas
pelo primer HEP e nenhuma das sequéncias disponiveis 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 area conservada, sugerindo que diferencas

maiores ou proximas a 1% podem ser consideradas para distin¢do entre espécies. Dessa
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forma, € possivel sugerir que estas amostras sejam potencialmente uma espécie de
Hepatozoon ainda ndo descrita. Além disso, devido a forte aproximacdo entre as
sequéncias observada na arvore filogenética HEP bem como seus resultados do

sequenciamento, é possivel que estas sequéncias sejam de uma mesma Unica espécie.

5. CONCLUSAO

Este trabalho observou, através de técnicas moleculares, uma alta prevaléncia de
serpentes Boa constrictor de vida livre infectadas por Hepatozoon spp., ratificando a
sensibilidade deste método para diagndstico de infeccBes crbnicas por este
hemoparasito, bem como pode apresentar pela primeira vez a infeccdo por H. musa

nesses animais.
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Tabela 01: Andlise das sequéncias de nucleotideos de amplificados de produtos de PCR utilizando os primers HEMO e HEP. Os

amplificados foram sequenciados por metodologia de Sanger, e as sequéncias submetidas a analise BLAST.

NUMERO DE
c % DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO A LOCALIDADE
GenBank/NCBI SIMILARIDADE TAXONOMICA
Hepatozoon sp. KC342523.1 99.88% C. durissus terrificus / Squamata SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MG456821.1 99.75% C. pectinata / Squamata OAXACA / MEXICO
HEMO 446 Hepatozoon sp. MG456824.1 99.75% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO
Hepatozoon sp. MH174343.1 99.63% O. atacamensis [ Ixodida CHILE
H. colubri MN723844.1 99.51% SEM INFORMACAO IRA
Hepatozoon sp. MG456824.1 100% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO
H. colubri MN723844.1 99.89% SEM INFORMACAO IRA
HEP 446 Hepatozoon sp. MH174343.1 99.89% O. atacamensis / Ixodida CHILE
H. fitzsimonsi KJ702453.1 99.81% C. angulata / Jabuti AFRICA DO SUL
H. fitzsimonsi KR069084.1 98.81% K. zombensis [ Testudinata AFRICA DO SUL
Hepatozoon sp. KU680460.1 99.88% T. deserti / Squamata MARROCOS
H. chinensis KF939627.1 99.88% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA
HEMO 5692 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
Hepatozoon sp. KM234617.1 100% H. mabouia / Squamata PARAIBA / BRASIL
Hepatozoon sp. KM234616.1 100% H. mabouia / Squamata RIO GND DO NORTE / BRASIL
HEP 5692 Hepatozoon sp. MWO076444.1 100% Repteis SOCOTRA / YEMEN
H. ophisauri MN723845.1 94.54% SEM INFORMAGAO IRA
Hepatozoon sp. MK454897.1 94.54% M. musculus / Rodentia CHILE
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CONTINUACAO TABELA 01

NUMERO DE

- % DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO A LOCALIDADE
GenBank/NCBI SIMILARIDADE TAXONOMICA
H. ophisauri MN723845.1 100% SEM INFORMACAO IRA
H. griseisciuri MK452253.1 100% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADA
HEMO 5903 H. griseisciuri MK452252.1 100% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADA
Hepatozoon sp. MNO003370.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. KM234617.1 100% H. mabouia / Squamata PARAIBA / BRASIL
Hepatozoon sp. KM234616.1 100% H. mabouia / Squamata RIO GND DO NORTE / BRASIL
HEP 5903 Hepatozoon sp. MWO076444.1 100% Repteis SOCOTRA / YEMEN
H. ophisauri MN723845.1 99.75% SEM INFORMACAO IRA
Hepatozoon sp. MK454897.1 99.75% M. musculus / Rodentia CORRAL / CHILE
Hepatozoon sp. KC342523.1 100% C. durissus terrificus / Squamata BRASIL
Hepatozoon sp. MG456821.1 99.88% C. pectinata / Squamata OAXACA / MEXICO
HEMO 5924 Hepatozoon sp. MH174343.1 99.75% O. atacamensis / Ixodida CHILE
H. colubri MN723844.1 99.63% SEM INFORMAGAO IRA
H. banethi MG758133.1 99.63% I. tasmani / Ixodida TASMANIA /AUSTRALIA
H. colubri MN723844.1 98.68% SEM INFORMACAO IRAN
Hepatozoon sp. MH174343.1 98.11% O. atacamensis / Ixodida CHILE
HEP 5924 Hepatozoon sp. KM234613.1 97.92% P. pollicaris / Squamata PERNAMBUCO / BRASIL
Hepatozoon sp. MG456824.1 97.73% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO
Hepatozoon sp. KX387860.1 97.73% P. calcogaster / Squamata SEM INFORMACAO
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CONTINUACAO TABELA 01

NUMERO DE
- % DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO A LOCALIDADE
GenBank/NCBI SIMILARIDADE TAXONOMICA
Hepatozoon sp. MNO003370.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 9653 Hepatozoon sp. KM234615.1 100% H. mabouia / Squamata CEARA / BRASIL
Hepatozoon sp. MG456822.1 99.78% Sauromalus sp. / Squamata BAIXA CALIFORNIA / MEXICO
Hepatozoon sp. MG456824.1 99.56% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO
H. colubri MN723844.1 98.70% SEM INFORMACAO IRA
Hepatozoon sp. MH174343.1 98.52% O. atacamensis / Ixodida CHILE
HEP 9653 H. ophisauri MN723845.1 98.33% SEM INFORMACAO IRA
Hepatozoon sp. MG456824.1 98.33% C. pectinata / Squamata DISTRITO FEDERAL / MEXICO
H. chinensis KF939627.1 98.33% E. carinata / Squamata SHANGAI / CHINA
Hepatozoon sp. MNO003370.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 486 Hepatozoon sp. MNO003368.1 99.34% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
H. griseisciuri MK452252.1 99.20% S. carolinensis / Rodentia ONTARIO / CANADA
Hepatozoon sp. MNO003356.1 99.20% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
H. ameivae MN833642.1 98.67% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
H. ameivae MN833641.1 98.67% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
HEP 486 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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CONTINUAGCAO TABELA 01

NUMERO DE o
- Yo DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO SIMILARIDADE TAXONOMICA LOCALIDADE
GenBank/NCBI
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
HEMO 664 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
H. musa MF497765.1 99% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
HEP 664 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
Hepatozoon sp. KM234615.1 99.39% H. mabouia / Squamata CEARA / BRASIL
H. griseisciuri MK452252.1 99.27% S. carolinensis / Rodentia CANADA
HEMO 5928 Hepatozoon sp. MNO003370.1 99.27% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 99.27% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
H. caimani KJ413133.1 99.15% C. crocodilus yacare / Crocodylia MATO GROSSO / BRASIL
H. ameivae MN833642.1 98.66% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
H. ameivae MN833641.1 98.66% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
HEP 5928 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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CONTINUACAO TABELA 01

- NUMERO DE % DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO SIMILARIDADE TAXONOMICA LOCALIDADE
GenBank/NCBI
Hepatozoon sp. MNO003370.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 5934 Hepatozoon sp. KM234615.1 99.10% H. mabouia / Squamata CEARA / 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
H. ameivae MN833642.1 98.75% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
HEP 5934 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 MACAPA / BRASIL
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.77% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.77% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 9736 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 SAO PAULO / BRASIL
H. ameivae MN833642.1 98.69% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
H. ameivae MN833641.1 98.69% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
HEP 9736 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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CONTINUACAO TABELA 01

NUMERO DE
- % DE HOSPEDEIRO / ORDEM
AMOSTRA ESPECIE ACESSO A LOCALIDADE
GenBank/NCBI SIMILARIDADE TAXONOMICA
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 9413 H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.51% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL
Hepatozoon sp. MK503647.1 99.45% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
HEP 9413 Hepatozoon sp. MK503646.1 99.45% R. diptycha / Anura SAO 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 AUSTRALIA
Hepatozoon sp. MNO003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 538 H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
Hepatozoon sp. MNO003357.1 99.87% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.62% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
H. musa MF497767.1 99.82% E. crassus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
H. musa MF497765.1 99.82% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
HEP 538 H. musa MF497763.1 99.82% C. durissus / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
Hepatozoon sp. MK503647.1 99.45% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MK503646.1 99.45% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
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CONTINUAGCAO TABELA 01

NUMERO DE o
AMOSTRA  ESPECIE ACESSO /6 DE HOSPEDEIRO / ORDEM LOCALIDADE
SIMILARIDADE TAXONOMICA
GenBank/NCBI
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
HEMO 583 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
Hepatozoon sp. MF497768.1 99.26% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
HEP 583 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 TAILANDIA
Hepatozoon sp. AY252109.1 98.52% V. scalaris / Squamata AUSTRALIA
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.64% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.64% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 666 H. musa KX880079.1 99.64% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.52% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MK508985.1 99.52% L. latrans / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MF497768.1 99.81% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
H. ameivae MN833642.1 99.63% A. ameiva / Squamata AMAZONAS / BRASIL
HEP 666 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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CONTINUAGAO TABELA 01

NUMERO DE o
AMOSTRA ESPECIE ACESSO ¥ DE HOSPEDEIRO / ORDEM LOCALIDADE
SIMILARIDADE TAXONOMICA
GenBank/NCBI
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 769 H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MK508985.1 99.51% L. latrans / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. MF497768.1 99.81% B. constrictor / Squamata MINAS GERAIS / BRASIL
HEP 769 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
Hepatozoon sp. MNO003370.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003369.1 99.10% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 9505 Hepatozoon sp. KM234615.1 99.10% H. mabouia / Squamata CEARA / 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
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
HEP 9505 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
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CONTINUAGAO TABELA 01

NUMERO DE o
AMOSTRA  ESPECIE ACESSO /6 DE HOSPEDEIRO / ORDEM LOCALIDADE
SIMILARIDADE TAXONOMICA
GenBank/NCBI
Hepatozoon sp. MNO003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 9672 H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
Hepatozoon sp. MNO003357.1 99.88% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.63% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
HEP 9672 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
Hepatozoon sp. MNO003367.1 100% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
H. musa KX880079.1 100% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL
HEMO 9495 Hepatozoon sp. MNO003357.1 99.87% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MK508989.1 99.62% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.62% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
HEP 9495 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
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CONTINUAGAO TABELA 01

NUMERO DE o
AMOSTRA  ESPECIE ACESSO /6 DE HOSPEDEIRO / ORDEM LOCALIDADE
SIMILARIDADE TAXONOMICA
GenBank/NCBI
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.63% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
HEMO 6028 H. musa KX880079.1 99.63% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL

Hepatozoon sp. MK508989.1 99.51% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.51% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX

HEP 6028 SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
Hepatozoon sp. MNO003367.1 99.58% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI
Hepatozoon sp. MNO003364.1 99.58% P. patagoniensis / Squamata URUGUAI

HEMO 6013 H. musa KX880079.1 99.58% P. nattereri / Squamata RIO GND DO NORTE/ BRASIL

Hepatozoon sp. MK508989.1 99.45% R. diptycha / Anura SAO PAULO / BRASIL
Hepatozoon sp. JX987775.1 99.45% Leptodactylus spp. / Anura MATO GROSSO DO SUL / BRASIL
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX
SEM CONSENSO XXX XXX XXX XXX

HEP 6013 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



101

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 / length?, 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 A789ECS).

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 pL, 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 uM of dNTP nucleotides, 1 puM of each primer (sense and
antisense) and 5 pL of 5x colorless GoTaq buffer (Promega). For all reactions, positive
and negative reaction controls were performed, using 50 pug 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 °C for 5 minutes,
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followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 30 seconds, annealing at 60 °C for 30
seconds and extension at 72 °C for 1 minute, and a final extension step at 72 °C 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 °C 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 pL 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: 100uL)
and subsequently counted in a Neubauer chamber, as described by Almosny (29), and
their results were expressed as erythrocytes x 10%/uL. 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 / pL) x leukocyte count by category (%) / 100 = absolute value of each

category (cells / uL) (30).
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2.4 Clinical biochemistry assays

For the analysis of the clinical biochemical components, commercial Kkits
(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 25% . 75% Maximum
Value Percentile Median Percentile 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 Relative Cl
Frequency Frequency (%) (95%0)
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



107

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 (1), 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 27 29.50 32 41
Erythrocytes (x 10%) 275 650 757.50 1262.50 1855
Leucocytes (x 103) 1.50 7.12 15.50 30.25 67
Hemoglobin (g/dL) 3.40 9 9.85 10.70 13.66
MGV (fL) 160.22 254.48 378.42 481.98 1093.75
MGHC (%) 28.33 33.30 33.32 33.33 33.47
Lymphocytes (%0) 5 18.50 29.50 41.50 79
Azurophils (%) 3 31.50 39.50 49.50 69
Heterophils (%) 3 17.00 26.50 38.50 61
Eosinophils (%) 0 0 0 0 3

Basophils (%0) 0 0 0 0 4
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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 25%. Median 75%_ Maximum  Minimum 25%_ Median 75%_ Maximum
Value  Percentile Percentile Value Value Percentile Percentile Value
Total protein (g/dL) 3.97 493 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 (ug/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).
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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, Sdo 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
(67x10% / 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 Sdo
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. Considerac0es Finais

Em plena era do Antropoceno, vivemos em um cendrio onde as a¢fes humanas
impactam diretamente na qualidade de vida dos animais e do meio ambiente, causando
um efeito rebote, seja o0 surgimento de doengas emergente e reemergentes, ou efeitos
climéticos graves. Desta forma, sdo necessarias pesquisas e trabalhos no intuito de
mitigar as consequéncias das a¢cdes humanas ao meio ambiente, oferecendo ferramentas
para a conservacdo de animais silvestres. Estudos epidemioldgicos e clinicos com
animais de vida livre sdo de suma importancia para entender os impactos humanos nas
espécies, bem como a relacdo interespecifica entre hospedeiro e parasito, e suas as
manifestacdes clinicas e subclinicas durante a infeccdo. A partir disso, 0s resultados de
trabalhos com animais de vida livre tendem a contribuir com projetos de conservagao e
centros de reabilitacdo de animais silvestres, fundamentalmente na clinica destes
animais. Tendo dito, observa-se a importancia da multidisciplinaridade no conceito de

Saude Unica para o equilibrio sustentavel a saide humana, animal e do meio ambiente.
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Leptospirosis, a disease that occurs worldwide, especially in tropical regions, is cused by bacteria of the genus
Leptospira and affects mammals, amphibians, and reptiles. Boa constrictor snakes are commaonly found in Atantic
rainforest fragments in peri-urban areas, which indicate s a greater possibility of the contact of these animals with
humans residing there. Therefore, the aim of this work was to detect Leptospira spp infection through molecular
assays in wild B. constricor snakes rescued in peri-urban areas and verify seroreactivity, by the microscopic
agglutinaton test (MAT), as well as the most common serogroups. Among the 46 samples tested, 7 (15.21%)
were positive according to PCR. and confirmed as Leptospira interrogans through secY gene sequendng. In MAT,
37 (80.43%) of the 46 samples were classified as reactive. Panama was the serogroup with the highest oceur-
rence. The results showed the presence of Leptospira spp DNA in asymptomatic snakes rescued in rainforest
fragments located in peri-urban areas and support further investigations on the influence of these animals in the
epidemiology of leptospirosis in tropical peri-urban areas,

1. Introduction

Urban growth and deforestation can cause greater contact between
humans and wild animals, favoring the occurrence of emerging and re-
emerging diseases (Hassell et al., 2017). Urbanization alters the com-
position of ecological communities by changing habitat quality, animal
dispersal capacity, and nutrient availability (Gottdenker et al., 2014),
which may increase the hosts susceptibility to infection by pathogens
owing to chronic stress and/or immunosuppression (Keesing et al,
2010).

Leptospirosis is caused by bacteria of the genus Leptospira and uses
mammals, reptiles, and amphibians as hosts in Latin America (Vieira
et al, 2018). Domestic, synanthropic and wild animals are considered
the main reservoirs and are responsible for the persistence of infection
foci (Rodrigues et al., 2016). Several wild animals can act as hosts,
although some species are neglected in the epidemiology of this zoo-
nosis (Vieira et al., 2018; Paz et al., 2019).

Boa constrictor (LINNAEUS, 1758) snakes have a wide disribution in
the Americas, being commonly found in peri-urban rainforest fragments
(Mavega-Gongalves and Porto, 2016), feeding on small mammals,

lizards, amphibians, and birds (Pizzamo et al., 2009; Cabral et al.,
2019). They are considered to be of no medical importance owing to
their non-venomous nature; therefore, they are neglected as reservoirs
of pathogens with zoonotic potential, such as fungi, viruses, and bae-
teria (Mitchell, 2011).

Considering the scarcity of studies that show the detection of
Leptospira spp. in snakes, as well as the high number of rescues of these
animals in tropical peri-urban areas, the aim of this work was to detect
infection by Leptospira spp. and their respective serogroups in wild B.
constrictor rescued in the Brazilian Northeast Region.

2. Material and methods
21. Ethical aspects

This project was approved by the Ethics Committee on the Use of
Animals of the School of Veterinary Medicine of the Federal University
of Bahia (CEUA / UFBA 94/2018), by the System on Biodiversity
Authorization (SISBIO 63,053-3) and by the National System on
Genetic Resources Management (SISGEN A789ECE).
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2.2 Sample collection

This study included 46 wild B. constrictor, rescued by the environ-
mental police in peri-urban areas of the state of Bahia, the most po-
pulous of the Northeast of Brazil, in 2018, Right after rescue, a clinical
examination was performed by a veterinarian staff specialized in reptile
medicine with the objective to perform a general health assessment and
to detect any clinical sign of illness, such as animals in bad conditions
and/or presenting reduced weight (Ebani, 2017; Pérez-Flores et al,
2017). Blood collection was made by puncture of the paravertebral
venous sinus using tubes with and without anticoagulant.

2.3 PCR detection of Leptospira and molecular characterization

Genomic DNA samples were extracted from the blood of 46 snakes
using the Purelink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA), according to the manufacturers instructions. DNA samples were
quantified and analyzed for purity with a Nanodrop system (Thermo
Fisher). PCR. was performed to amplify the lipL32 gene (present ex-
clusively in pathogenic Leptospira), as previously described
(Stoddard et al, 2009; Almeida et al, 2019). The secY gene was am-
plified in positive samples (Ahmed et al., 2009; Paz et al., 2019). After
amplification, the PCR products were purified and the amplicons were
sequenced using the Big Dye Terminator 3.1 cycle sequencing kit (Ap-
plied Biosystems, USA) with the ABI 3500 Genetic Analyzer XL se-
quencer, Data was analyzed with the Staden Software Package version
2.0b9. Consensus sequences were then compared with sequences
available in the GenBank database using BLAST.

2.4 Microscopic agglutination test (MAT)

The MAT assay was carred out according to the methodology re-
commended by the World Organization for Animal Health (OIE, 2018),
including 19 serovars belonging to 16 serogroups (Australis, Au-
tumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri, Djasima,
Grippoty phosa, Hebdomadis, Teterohaemorrhagiae, Louisiana, Panama,
Pomona, Pyrogenes, and Serjoe). The titers were determined as the
highest serum dilution in which there was at least 50% agglutination of
Leptospira. The samples were considered reactive when they had titers
greater than or equal to 25, as recommended by Rodrigues et al. (2016)
for Crotalus durissus collilineats snakes.

3. Results

During the clinical analysis of the rescued B. constrictor, no clinical
signs of illmess were detected in these animals. During PCR, the
Leptospira spp. genes lipL32 and sec¥ were amplified in 7 (15.21%) of
the 46 blood samples tested. Sequencing demonstrated 100% homology
with secY sequences from Leptospira interrogans, deposited in the
GenBank database (GenBank MTS08667).

The serological amalysis using the MAT technique revealed that
B0.43% (37,/46) of the boas presented titers greater than or equal to 25,
which was herein considered positives as recommended by
Rodrigues et al. (2016). The Autumnalis serogroup showed high titers
(= 100) in B0% (4/5) of the times that it reacted positively, with two
samples obmining the highest titer found (400) among all positive
samples (Table 1). The serogroup Panama had the highest occurrence
51.35% (19/37), with titers of 25 or 50. The serogroup with the second
highest occurrence was Icterohaemorrhagiae, with 16.21% (6/37),
followed by Autumnalis with 13,51% (5/37) (Table 2).

When the serological and molecular biology results were correlated,
two PCR positive animals presented a titer of 200, one for Australis and
another for Aummnalis. Furthermore, two animals that presented po-
sitive results in PCR had a 50 titer in MAT, both for serovar Panama,
One animal with a 25 titer for serovar Panama in MAT was positive in
PCR, and two Boa constrictor showed positive results in PCR but did not
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Table 1

Description of MAT and PCR results for pathogenic Lepmspira in Boa
constrictor from Northeast Brazil rainforest peri-urban fragments. The
samples that presented positive results at PCR and/or MAT are listed.

Sample PCR MAT Serogmup and tier
Al Megative  Positive Ieterohaemaordhagiae, CopM20: 100;
Icterohaemaorthaglae/ CopL1130: 100
AZ Megative  Positive Grippotyphosa: 100; Cynopteri: 100
A3 MNegative  Positive Pamama 25; leterohaemorrhaglae/ CopM20: 25
A4 Megative  Positive Grippotyphosa: 50
AS Positive Positive Papama 25; Grippotyphosa: 25
AB Megative  Positive Papama 25; Hebdomadiz 25
AT Megative  Positive Grippotyphosa: 200
AB Megative  Positive Autummalis: 400; Ictero haemortaglae CopM20:
200
A9 Megative  Posltive Papama: 25
AlD Megative  Positive leterohaemorthaglae,/ Cop M200: 400;
Autumnalis: 300
All Megative  Positive leterohaemorthagiae/ CopM20: 100
Alz Megative  Positive Paramsa 25; Australi: 25
Al3 Megative  Positive Autumnalis: 400
Al4 Positive Positive Australis: 200
AlS Positive Positive Panama: 50
Alb Megative  Positive Serjpe 25
A7 MNegative  Positive Parmama 25; leterohaemorrhagae/ CopM20: 25;
Serjoe 25 lcterohaemorthagiae/ Gopl1130: 25;
Djasiman: 25; Cynopter: 25,
leterohaemorthagiae/Lal: 25
AlB Megative  Positive Ieterohaemorthagiae, CopM20: 200
Al9 Positive Positive Pamama 50
AZ0 Megative  Positive Papama: 25; Serjoe 25
A MNegative  Positive Pamama 25; leterobaemorrhaglae/ CopM20: 25;
AZ5 Negative  Postive Pamama 25
Ade Negative  Postive Icterohaemaorrhagiae CopM20: 25; Australis:25;
Pyrogenes: 25; Ballum: 25 Canleola: 25;
Ieterchaemorrthagiae/ CopL1130: 25;
Icterohaemarthagiae /Lal: 25 Pomona 25
AZE Negative  Positive Pamama 25; Serjoe 25
AZ29 Negative  Positive Celledont 100
ABD Negative  Positive Pamama 25; Autumnalis: 25 Celledond: 25
Ballum: 25; Pymgenes 25
A3 Negative  Positive Panama 25; Autumnali: 25 Ballum: 25
AB2 Negative  Positive Pamamsa 25; Autumnali: 25
A33 Negative  Postive Pamama 25
A34 Negative  Postive Pamama 25
A3S Negative  Posdtive Papama 25
A36 Positive Positive Aurummnalis: 200
AZT Negative  Posdtive Pomaona: 25
ABE Negative Positive  Autummnalis: 25 Ballum: 25
Ad Negative  Posdtive Auwrummnalis: 100
A42 Negative  Positive Pamama 25
Add Posd thve Megative
A4S Negative  Positive leterohaemarthaglae / CopM20: 50
Adh Positive Negative
Table 2

Frequency of serogroups that present reaction at the MAT.

Semgroup Relative frequency (%) Absolute frequency
Panama 513 19
Icterohaemorrhagiae 163 6

Autummalis 135 5

Gripporyphosa 81 3

Australis 27 1

Serjoe 27 1

Celledoni 27 1

Piisi o 27 1

TOTAL 100 7
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show reactivity in MAT (Table 1),
4. Discussion

Leptospirosis is among the most common zoonosis in the world
(Costa et al, 2015), and Brazil has a significant incidence of this disease
in humans (Santos et al, 2017). Although the role of reptiles in the
disease cycle is unclear (Ebani, 2017; Paz et al, 2019), Feuer and
Domash-Martinez (2011) reported a case of human leptospirosis after
contact with an alligator carcass in Florida. Our study is the first one to
identify Leptospira DNA from blood samples taken from wild B. con-
strictor snakes,

The lipL32 and secY genes were amplified by PCR in 15.21% of the
animals. Previous studies used different samples to detect Leptospira,
such as kidney tissue in snakes, gastrointestinal lavage in chelonians,
and blood in crocodilians. There is a report of the positive detection of
26,09% (6/23) of crocodilians using blood genomic DNA as sample
(Paz et al., 2019). Our smdy amplified a gene exclusively found in
pathogenic Leptospira, unlike Biscola et al. (2011), which amplified a
gene that can be also found in non-pathogenic Leptospira and did not
find PCR positive B. constrictor snakes. Additionally, it is important to
point out that the animals in this study could not be euthanized to
obtain genomic DNA from organs, since they belong to the native
Brazilian fauna and must be retumed to forests after clinical examina-
tion

The MAT results revealed 80.43% (37/46) of reactive animals,
corroborating with Rodrigues et al. (2016), which found a prevalence of
£7.5% (56/64) in Crotalus durissus collilineames snakes from Minas
Gerais state, Brazil. However, Biscola et al. (2011) found a prevalence
of 35.4% (52,/147) in snakes of the genus Crotallus, Bothrops, Boa, and
Spilotes considering titers = 100 as positive, and none of the wild B.
constrictor analyzed this study was seroreactive. There are no studies
that determine a well-established cutoff in reptiles, so it is re-
commended that initial researches in wild animal species use low ones
(Rodrigues et al, 2016). This is the first study of Leptospira in wild B.

consirictor  snakes, which showed a higher occurrence than
Hyakutmake et al. (1976), Biscola et al (2011), and Lindmer-
Knific et al. (2013), due to all of them studying boas bred in captivity. Tt
is believed that this high prevalence is associated with the habitat of
these animals. There is a great availability of the small rodents that
make up the snake’s diet in the peri-urban regions, in which human
waste is dumped as well as other poor sanitation conditions are present.
Indeed, Costa et al. (2014) described that 63% of &4 urban, slum-
dwelling Norway rats from Salvador city that were analyzed by im-
munofluorescence staining of kidney impressions were positive for
Leptospira infection. Regarding the environment itself, it was already
described that 86% of 70 soil samples collected from an urban slum
community in Salvador city were contaminated by Leptospira as de-
tected by a 165 rRNA qPCR (Schneider et al., 2018).

Two PCR positive snakes were negative at the MAT. This situation
was also described by Oliveira et al. (2016). Fornazari (2017) highlights
the value of PCR to characterize a reptile as a host and reinforces that
being MAT reactive only indicates that this animal has been exposed to
this pathogen. In humans, Ooteman et al. (2006) suggest that PCR can
identify Leptospira in the blood even before the development of anti-
bodies. This study's result, with two samples negative for MAT and
positive for PCR, may reflect either a recent infection or a poor ability
of certain serogroups to induce a significant humoral immune response
in B. constrictor.

The Panama serogroup showed a higher positivity at MAT, and the
same serogroup was found by Biscola et al. (2011) in captive B. con-
strictors. Hyakutake et al. (1976) observed in this same species a reac-
tion only for the Andamana serogroup. When compared to similar
works in other animals of the herpetfauna, it is observed that the
serogroup Panama is not reported as the main occurrent one
(Hyakutake et al., 1976; Biscola et al, 2011; Lindmer-Knific et al,
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2013; Oliveira et al., 2016; Paz et al,, 2019). The low titers found for
this serogroup may represent recent infection, declining titers from
previous infection, or even chronic infections (Calle et al., 2001).

The serogroup Panama is not often found in human serological
surveys, unlike the serogroup Icierchaemorrhagiae, which is considered
one of the main causes of severe leptospirosis in humans in Brazil
(Santos et al., 2017). This serogroup presented the second highest oc-
currence in this smdy and, according to Vieira et al. (2018), this ser-
ogroup predominates in rodents and camivorous mammals from many
biomes in Latin America. Grimm et al. (2015) found this serogroup to
be the most frequent in turtles. Pereira & Andrade (1990) found that
Panama serogroup represented 3.1% of the Leptospira positive cases
found in 259 individuals from a slum area of Rio de Janeiro city, Brazil.
Tt is noteworthy that urban and peri-urban rodents, normally preyed by
boas, are the main hosts of this serogroup (Adler and De La
PefisMoctezuma, 2010), and a previous study on 142 R. norvegicus
captured in the vicinity of households of severe leptospirosis cases
identified during active hospital-based surveillance in Salvador city
described that MAT highest titers were observed against the serogroups
Ieterohaemorrhagiae (n = 75), Canicola (n = 1), and Djasiman (n = 3)
(de Faria et al., 2008).

The Autumnalis serogroup appears with the third highest oceur-
rence found, 13.51% (5/37), and with the highest titers found (400).
This serogroup has been reported in testudines and was isolated from
amphibians (Gravekamp et al, 1991; Oliveim et al, 2016).
Castro et al. (2011) reported a high occurrence of this serogroup in
domestic dogs and suggested that these animals may infect the en-
vironment,

The fact that the snakes studied did not present clinical signals, even
the ones that were positive in PCR or MAT, can be considered as a factor
that may increase the risk of infection in humans who manage these
animals, in the case boas being further confirmed as possible trans-
mitters of Lepiospira. Pérez-Flores et al. (2017) described cases of Lep
tospira-infected people that were involved with crocodile handling and
egg collection, suggesting that reptiles could play an important role in

the transmission of leptospirosis. The absence of clinical signals, ac-
cording to Rodrigues (2016), makes it difficult to identify the host
animals for this pathogen, and may be a likely facilitator of transmis-
sion to humans, other animals, and environmental contamination. This
can represent an increased risk of transmission to professionals who
waork with free-range or captive animals, such as environmental guards,
keepers, veterinarians, and biologists.

5. Conclusion

Our results demonstrate the presence of anti-Leptospira spp anti-
bodies and the first DNA detection record of Leptospira interrogans in
wild Boa constrictor. Thus, these snakes must be further considered in
the study of the leptospirosis ransmission chain, mainly in peri-urban
areas close to rainforest fragments,
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Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmio’. Sistema de Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 63053-3 | Data da Emissao: 08/11/2019 18:29:17 | Data da Revalidagao*: 01/09/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbhio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséao.

Dados do titular

Nome: GUSTAVO RODAMILANS DE MACEDO |CF'F: 011.928.475-80

Titulo do Projeto: DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA HEMATOLOGICOS E DE BIOQUIMICA SERICA DE
SERPENTES E ALTERACOES INDUZIDAS POR INFECCAO COM Hepatozoon sp.

Nome da Instituigao: Universidade Federal da Bahia |CNPJt 15.180.714/0001-04
Cronograma de atividades
# | Descrigéo da atividade Inicio (méslano) Fim (més/ano)
1 |coleta das amostras de animais de domiciliados legalizados ou de plantel de 10/2018 06/2022
pesquisa

Observagoes e ressalvas

P

Esta NAO exime o i titular e mb de sua equipe da it abter as anuénci i ir |Eg:'lﬁ,hﬂ'l\ ‘como do
consentimento do responsavel pela area, piblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do Grgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagao
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de regulanizagio

fundiéria encontra-se em curso.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagio deverd contactar a administagio da unidade a fim de CONFIAMAR AS DATAS das

expedipdes, as condipdes para i ooletas e de uso dair da unidade.
3 | Ofitular de autori ou de i , as3iM COMD 03 membros de 5ua equipe, quando da violagio da vigente, ou quando da in , OMis3E0 ou
falsa descrigio de que na do ato, podera, mediante decisio motivada, ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada pelo

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugiio Normativa IGMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10¢12010, no que especifica esta
Autorizagdo, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino superior.

Ags atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que o humanos , tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes bioigicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, oblidos por meio de recursos e fécnicas que se
destinem ao estudo, & difusao ou & pesquisa, esta0 sujeitas a autorzagao do Minisirno de Géncia e Tecnologia.

O titular die licenga ou AUONZagao & 05 membros 6a Sua BqUIPE GEVEran oplar por MEtBdos de caleta & iNStumentos de Caplura HIrECioNados, Sempre que passivel, ao grupo

taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nio a de do grupo
taxondmico de interesse em condigao in situ.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriminio genético existente no termitbrio nacional, na plataforma continental e
na zona ica exclusiva, ou ao il ici iado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, cio e jico. Veja

maiores informagfes em www.mma.gov.bricgen.

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descrigao do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Zoolagico da Cidade Aracaju-SE Mata Atantica Nao Fora de UC Federal
2 | Feira de Santana Feira de Santana-BA Caatinga Nao Fora de UC Federal
3 | Salvador Salvador-BA Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal
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Universidade Federal da Bahia

Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Comité de Etica no Uso de Animais
Av. Ademar de Barros, 500 - Ondina-40170-110 Salvador-BA
Fone: (071) 3283-6704/6708/ - Fax: 3283-6718

E-mail: escmev@ufba.br

CERTIFICADO
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Certificamos que a proposta intitulada “Determinacdo de valores de referéncia hematolégicos e de
bioquimica sérica de Jiboia { Boa constrictor) e alteracées induzidas por infeccdo com hepatozoon
sp.”, registrada com o n° 94/2018, sob a responsabilidade do (a) Prof. Ricardo Wagner Dias Portela, e
que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina Veterinria da
Universidade Federal da Bahia, em reunio de 01.11.2018.

Finalidade ( )Ensino { X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 01/01/2019 4 01/01/2020
N° da solicitaglo ou autorizagio 63053 - ]
SISBIO
Atividade(s) Captura: Contengdo fisica manual, com utiliza¢3o prévia de gancho especifico
para manejo de serpentes.
Coleta de espécimes
Coleta de material biolégico: Sangue - Método - Venopungo do plexo venoso
paravertebral. Saliva - Método - Swab da cavidade oral.
Marcagdo
Outras
Espécies/Grupos taxondmicos Boideos em geral, com foco em Boa constrictor (Jiboia), podendo ser coletados
amostras do género Eunectes (Sucuri), Epicrates (Jiboia Arco-Iris, Jiboia
Vermelha) e do género Corallus (Jiboia Verde).
N° de animais 50
Sexo Ambos
Origem 1 - Plantel do Laboratério de Animais Pegonhentos ¢ Herpelogia (LAPH) da
UEFS
2 — Aninais do Nucleo Regional de Ofidiologia e Animais Pe¢onhentos da Bahia -
NOAP/UFBA
3 — Animais do Parque Zoobotanico Getilio Vargas ~ Salvador/BA
4 — Animais em reabilitagio no CETASABAMA de Salvador/BA
5 — Animais resgatados pela Policia Ambiental de Salvador ¢ RM ¢ encaminhados
a0 AASE
6 — Animais criados legalmente como Pets.
Local (is) de realizag#io das As atividades serfio realizadas nos respectivos locais de origem dos animais.
atividades

Salvador, 01/11/2018.

Prof. Claudio de Oliveira Roméao
Coordenador CEUA/JEMEVZ-UFBA
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9.4 ANEXO 04: REGISTRO SISGEN

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 AT89ECS8

A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: ATB9ECS
Usuario: UFBA
CPFICNPJ: 15.180.714/0001-04
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie
Boa constrictor
Titulo da Atividade: Boa constrictor: patogenos associados pe padroes de hematologia e
biogquimica clinica
Equipe
Ricardo Wagner Dias Portela UFBA
Gustavo Rodamilans de Macedo UFBA

Parceiras Nacionais
14.045.546/0001-73 / UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Parceiras no Exterior
Centro de Investigacao em Biodiversidade e Recursos G
University of Helsinki

Data do Cadastro: 07/08/2018 20:34:02
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético
Situacdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 9:34 de 22/01/2020.

N\ AN/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMOMIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
PANAN ASSOCIADO - SISGEN
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