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RESUMO 

FREITAS, Tatiana Pádua Tavares de. Ocorrência e diversidade genética de Babesia e 
Hepatozoon em roedores e marsupiais dos Estados do Paraná e Rio de Janeiro. 2025. 98 
p. Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Departamento de 
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

Entre os protozoários do Filo Apicomplexa estão parasitos obrigatórios que apresentam ciclo 
de vida heteroxeno e infectam uma gama de hospedeiros vertebrados e invertebrados 
hematófagos. Apicomplexos do gênero Hepatozoon foram inicialmente registrados parasitando 
pequenos mamíferos no Brasil no século passado, com detecção de Hepatozoon muris em 
Akodon fuliginosus em 1915, em São Paulo e de Hepatozoon didelphydis em Didelphis aurita 
em 1916, no Rio de Janeiro. Mais recentemente, uma nova espécie, Hepatozoon milleri, foi 
descrita em Akodon montensis em São Paulo, utilizando microscopia e análise filogenética. 
Babesia é transmitida por carrapatos ixodídeos e possui estratégias únicas, como transmissão 
transovariana e transestadial, garantindo a propagação e perpetuação de seus estágios 
infectivos. No Brasil, a primeira descrição morfológica de Babesia sp. ocorreu em marsupiais 
da espécie Philander quica no Rio de Janeiro em 1928, sendo denominada Nuttalia brasiliensis 
e, recentemente, acrescentando a análise filogenética, em outros didelfídeos. Para ampliar o 
estado de arte destes parasitos, este estudo objetivou detectar a ocorrência e a diversidade 
genética de Hepatozoon spp. e Babesia spp., utilizando uma abordagem de taxonomia 
integrativa, em roedores e marsupiais do Paraná e Rio de Janeiro. Para este fim, amostras de 
fígado e esfregaços sanguíneos foram obtidos de 309 pequenos mamíferos capturados em 
municípios do Paraná (Cruz Machado, Lidianópolis e Ponta Grossa) e do Rio de Janeiro (Iguaba 
Grande e Nova Friburgo), em três espécies de marsupiais (Didelphis aurita, Monodelphis 
americana e Philander quica), 14 de roedores cricetídeos (Akodon cursor, Akodon montensis, 
Akodon paranaensis, Delomys sublineatus, Euryoryzomys russatus, Juliomys ossitenuis, 
Necromys lasiurus, Nectomys squamipes, Oligoryzomys flavescens, Oligoryzomys nigripes, 
Oxymycterus nasutus, Oxymycterus quaestor, Sooretamys angouya e Thaptomys nigrita) e duas 
de roedores murídeos (Mus musculus e Rattus rattus). Nos esfregaços sanguíneos, corados com 
Giemsa e analisados sob microscopia ótica, foram detectados gametócitos de Hepatozoon sp. 
em 10% (31/309) dos pequenos mamíferos (Akodon cursor, Akodon montensis e Oligoryzomys 
nigripes) e merozoítos de Babesia spp. em 40% (4/10) dos Philander quica analisados. 
Diferenças morfométricas significativas foram observadas em medidas de gametócitos em 
Akodon sp. e amplificados fragmentos de 18S rDNA de Hepatozoon spp. em 23,3% (72/309) 
dos roedores analisados (A. cursor, A. montensis, O. nigripes, O. nasutus, O. quaestor, S. 
angouya e M. musculus). As análises filogenéticas demonstraram a existência de quatro 
diferentes haplótipos de Hepatozoon spp. entre roedores deste estudo. Na pesquisa de Babesia 
spp., foram amplificadas sequências dos genes 18S rDNA, cox1, cox3 e cytb em amostras de P. 
quica, M. musculus e O. nasutus. Nossas descobertas expandem o conhecimento sobre os 
hospedeiros de Hepatozoon spp. descrevendo Oxymycterus nasutus e Oxymycterus quaestor 
como novas espécies hospedeiras e identificando dois novos haplótipos circulantes em roedores 
no Paraná. Também detectamos dois novos hospedeiros entre roedores infectados por Babesia 
sp., Mus musculus e Oxymycterus nasutus, e um novo haplótipo foi obtido em Philander quica 
no Paraná, além de possivelmente termos sequenciado o DNA de Babesia brasiliensis na 
espécie de marsupial originalmente descrita, utilizando uma abordagem multigênica e de 
taxonomia integrativa, ampliando o clado “Marsupialia da América do Sul”.  

Palavras-chave: Pequenos mamíferos, hemoparasitos, haplótipos  



 
 

ABSTRACT 

FREITAS, Tatiana Pádua Tavares de. Occurrence and genetic diversity of Babesia and 
Hepatozoon in rodents and marsupials in the states of Paraná and Rio de Janeiro. 2025. 
98 p. Thesis. (Doctor of Veterinary Science). Veterinary Institute, Animal Parasitology 
Department, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

Among the protozoans of the Phylum Apicomplexa are obligate parasites that have a 
heteroxenous life cycle and infect a range of vertebrate hosts and blood-feeding invertebrates. 
Apicomplexans of the genus Hepatozoon were initially recorded parasitizing small mammals 
in Brazil in the last century, with the detection of Hepatozoon muris in Akodon fuliginosus in 
1915, in São Paulo, and of Hepatozoon didelphydis in Didelphis aurita in 1916, in Rio de 
Janeiro. More recently, a new species, Hepatozoon milleri, was described in Akodon montensis 
in São Paulo, using microscopy and molecular analysis. Babesia is transmitted by ixodid ticks 
and has unique strategies, such as transovarial and transstadial transmission, ensuring the 
propagation and perpetuation of its infective stages. In Brazil, the first morphological 
description of Babesia sp. occurred in marsupials of the species Philander quica in Rio de 
Janeiro in 1928, being named Nuttalia brasiliensis, and more recently, with the addition of 
phylogenetic analysis, in other didelphids. To expand the state of the art of these parasites, this 
study aimed to detect the occurrence and genetic diversity of Hepatozoon spp. and Babesia 
spp., using an integrative taxonomy approach, in rodents and marsupials from Paraná and Rio 
de Janeiro. For this purpose, liver samples and blood smears were obtained from 309 small 
mammals captured in municipalities of Paraná (Cruz Machado, Lidianópolis and Ponta Grossa) 
and Rio de Janeiro (Iguaba Grande and Nova Friburgo), in three species of marsupials 
(Didelphis aurita, Monodelphis americana and Philander quica), 14 of cricetid rodents 
(Akodon cursor, Akodon montensis, Akodon paranaensis, Delomys sublineatus, Euryoryzomys 
russatus, Juliomys ossitenuis, Necromys lasiurus, Nectomys squamipes, Oligoryzomys 
flavescens, Oligoryzomys nigripes, Oxymycterus nasutus, Oxymycterus quaestor, Sooretamys 
angouya and Thaptomys nigrita) and two of murid rodents (Mus musculus and Rattus rattus). 
In blood smears, stained with Giemsa and analyzed under an light microscope, gametocytes of 
Hepatozoon sp. were detected in 10% (31/309) of the small mammals analyzed (A. cursor, A. 
montensis e O. nigripes) and merozoites of Babesia spp. in 40% (4/10) of the analyzed P. quica. 
Significant morphometric differences were observed in gametocytes measurements in Akodon 
sp., and amplified 18S rDNA fragments of Hepatozoon spp. were found in 23.3% (72/309) of 
the analyzed rodents (A. cursor, A. montensis, O. nigripes, O. nasutus, O. quaestor, S. angouya, 
and M. musculus). Phylogenetic analyses demonstrated the existence of four different 
haplotypes of Hepatozoon spp. among rodents in this study. In the Babesia spp. survey, 
sequences of the 18S rDNA, cox1, cox3, and cytb genes were amplified in P. quica, M. musculus 
and O. nasutus.Our findings expand knowledge about Hepatozoon spp. hosts by describing 
Oxymycterus nasutus and Oxymycterus quaestor as new host species and identifying two new 
haplotypes circulating in rodents in Paraná. We also detected two new hosts among rodents 
infected with Babesia sp., Mus musculus and Oxymycterus nasutus, and a new haplotype was 
obtained in Philander quica in Paraná, in addition to possibly having sequenced the DNA of 
Babesia brasiliensis in the originally described marsupial species, using a multigene and 
integrative taxonomy approach, expanding the “South American Marsupialia” clade. 

Key-words: Small mammals, hemoparasites, haplotypes  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O Filo Apicomplexa é composto por um grupo altamente diverso de protozoários 
parasitos e com membros causadores de doenças de importância para a Saúde Pública, como a 
malária. Infecções por apicomplexos em pequenos mamíferos não voadores foram descritas em 
diversas partes do mundo, e revelam as complexas relações ecológicas entre estas ordens de 
animais, seus ectoparasitos associados e o ambiente onde se encontram. No início, as descrições 
taxonômicas se baseavam em observações microscópicas relacionadas aos hospedeiros onde 
eram detectados, mas com o avanço dos dados moleculares mais recursos foram apresentados 
para uma classificação mais precisa destes parasitos (Adl et al., 2019; Hrazdilová et al., 2021).  

Pequenos mamíferos representam uma elevada biomassa e são conhecidos como 
hospedeiros de patógenos que afetam a saúde global, particularmente os protozoários que estão 
associados a diversos grupos de mamíferos (Woolhouse e Gowtage-Sequeria, 2005). O Brasil 
é considerado por alguns autores o país que possui a maior diversidade de mamíferos do mundo 
e onde foram descritas, até o momento, cerca de 270 espécies de roedores e 69 espécies de 
marsupiais (Abreu-Jr et al., 2024). Alguns apicomplexos estão relacionados a estas ordens de 
animais, como Babesia microti, Plasmodium spp. e Hepatozoon milleri, patógenos que têm 
roedores como seus hospedeiros, demonstrando uma possível coevolução entre parasitos e seus 
hospedeiros vertebrados (Demoner et al., 2019; Perkins et al., 2007; Saito-Ito et al., 2008; 
Yasbley & Shock, 2013).   

A classificação taxonômica dos parasitos baseada na biologia e morfologia pode detectar 
eventos de homoplasia e levar a interpretações subjetivas dos caracteres individuais observados 
(Hrazdilová et al., 2021). Protozoários do gênero Hepatozoon têm ciclo de vida heteroxeno 
obrigatório e parasitam uma gama de hospedeiros vertebrados, seus hospedeiros intermediários, 
e são transmitidos, principalmente, pela ingestão de invertebrados hematófagos infectados, seus 
hospedeiros definitivos (Baneth et al., 2011; Maia et al., 2016; Miller, 1908; Smith, 1996). 
Algumas espécies deste parasito são conhecidamente patogênicas para algumas ordens de 
animais, como carnívoros, além de já terem sido reportadas alterações clínicas e 
anatomopatológicas em pequenos mamíferos infectados (Ijaz et al., 2025; Miller, 1908; Modrý 
et al., 2017).  

Protozoários do gênero Babesia são transmitidos por carrapatos ixodídeos, sendo 
conhecidas mais de 100 espécies que infectam mamíferos e aves, porém muitas permanecem 
desconhecidas, sendo o parasito mais comum entre os animais de vida livre (Jalovecka et al., 
2019; Yabsley e Shock, 2013). Este parasito tem importância mundial pelo impacto na 
produtividade e saúde animal, causando grandes prejuízos econômicos, além de afetar a saúde 
de animais domésticos, com espécies patogênicas para humanos, que são considerados 
hospedeiros acidentais (Bock et al., 2004; Hunfeld et al., 2008). Desta forma, estudos que 
ampliem o conhecimento atual sobre os apicomplexos em pequenos mamíferos utilizando 
técnicas como a tradicional análise microscópica, aliada às análises filogenéticas de ponta, 
tendem a preencher lacunas no estado de arte de hemoparasitos deste filo.  

Este trabalho teve como objetivo analisar a ocorrência e a diversidade genética de 
hemoparasitos dos gêneros Hepatozoon spp. e Babesia spp., em populações de roedores e 
marsupiais coletados em municípios dos estados do Paraná (Cruz Machado, Lidianópolis e 
Ponta Grossa) e Rio de Janeiro (Iguaba Grande e Nova Friburgo), utilizando uma abordagem 
de taxonomia integrativa ao aliar análises morfológicas e análises filogenéticas dos parasitos 
analisados.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 O Filo Apicomplexa Levine, 1980 emend. Adl et al., 2005 

2.1.1 História do filo 

O Filo Apicomplexa Levine, 1980 é composto por protozoários parasitos obrigatórios 
encontrados em grande número de hospedeiros vertebrados e invertebrados (Levine, 1988). A 
origem do nome apicomplexa provém de um complexo de organelas encontradas nos estágios 
de merozoítos e esporozoítos destes parasitos. Alguns membros deste grupo são conhecidos por 
serem agentes de doenças severas, tais como a malária (Plasmodium spp Marchiafava e Celli), 
coccidiose (Toxoplasma gondii Nicolle e Manceaux, 1908 e Eimeria spp. Schneider, 1875) e 
piroplasmose (Babesia spp. Starcovici, 1893 e Theileria spp. Bettencourt et al., 1907). O 
primeiro registro de observação de um parasito apicomplexo foi feito por Antony Van 
Leeuwenhoek, em 1674, em vesícula biliar de coelhos. Posteriormente, em 1865, Lindermann 
descreveu este parasito como uma gregarina Monocystis stiedai, porém em 1907, Kisskalt e 
Hartmann transferiram o parasito para o gênero Eimeria (Levine, 1988). 

2.1.2 Estrutura dos apicomplexos  

Após o evento da microscopia eletrônica, revelou-se um grupo de estruturas 
denominadas de “complexo apical”, das quais deriva o nome do filo, e que estão envolvidas na 
invasão das células-alvo, estabelecimento do vacúolo parasitóforo dentro das células infectadas 
e replicação do parasito (Perkins et al., 2000). Este complexo apical consiste em um ou mais 
anéis polares, um conoide formado por vários microtubos espiralados encaixados no anel polar, 
duas a oito roptrias tubulares ou saculares, micronemas e microtúbulos subpeliculares (Figura 
1). Os microtúbulos subpeliculares não são observados no gênero Babesia (Levine, 1988; 
Perkins et al., 2000).  

 

Figura 1. Esquema de um merozoíto de 
apicomplexa, demonstrando as estruturas do 
complexo apical e outras organelas visíveis à 
microscopia eletrônica. Fonte: Perkins et al., 2000. 
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Estudos baseados em algumas espécies das Ordens Haemosporida, Piroplasmorida e 
Eucoccidiorida demonstraram uma sequência de eventos de invasão celular. Inicialmente ocorre 
a adesão do parasito à célula hospedeira envolvendo as proteínas de superfície do parasito que 
reconhecem moléculas na superfície da célula hospedeira. Após a adesão inicial, o conóide 
projeta sua extremidade anterior, como um estilete, e uma junção anular estreita é formada entre 
as duas células, do hospedeiro e do parasito. Essa junção se move até todo o parasito entrar na 
célula hospedeira. Uma membrana de vacúolo parasitóforo é formada ao redor do parasito e a 
membrana da célula hospedeira é selada novamente (Perkins et al., 2000). 

2.1.3 O ciclo de vida dos apicomplexos 

O ciclo de vida dos apicomplexos envolve os ciclos básicos de replicação e 
desenvolvimento: gametogonia, esporogonia e merogonia. Alguns parasitos têm ciclo de vida 
monoxeno, os quais requerem um único hospedeiro para completar seu ciclo de vida, enquanto 
outros tem ciclos de vida heteroxenos, que requerem dois ou mais hospedeiros para completar 
seu desenvolvimento (Breshears et al., 2009; Perkins et al., 2000).  

A reprodução sexual ocorre exclusivamente nos hospedeiros definitivos, onde os 
macrogamontes (femininos) e microgamontes (masculinos) passam por gametogonia para 
produzir macrogametas e microgametas que se fundem (singamia) para formar o zigoto, que é 
a única forma em estágio diplóide, todos os demais estágios são haplóides devido a ocorrência 
de divisões meióticas. Por exemplo, no gênero Hepatozoon Miller, 1908, o zigoto se desenvolve 
dentro de um oocisto. Os oocistos esporulados são infectivos para o hospedeiro intermediário, 
no ciclo heteroxeno.  Através do processo de esporogonia (múltiplas fissões) nos oocistos, 
formam-se os esporozoítos. Dentro da célula hospedeira, cada esporozoíto cresce e se divide 
através de múltiplas fissões (merogonia ou esquizogonia) para formar uma ou mais gerações de 
merozoítos. Finalmente, alguns merozoítos tornam-se macrogamontes ou microgamontes, 
penetram nos tecidos ou diretamente na corrente circulatória, onde se diferenciam em 
gametócitos (Breshears et al., 2009; Perkins et al., 2000).  

A última revisão taxonômica do filo foi descrita por Adl e colaboradores (2019), sendo 
uma atualização de publicações anteriores (Adl et al., 2005, 2012). Esta publicação reporta 
pertencerem ao filo cerca de 350 gêneros, com seus membros possuindo um complexo apical 
constituído por um ou mais anéis polares, roptrias, micronemas, microtúbulos conoides e 
subpeliculares, além de sexualidade conhecida por singamia, seguida de meiose. Algumas 
características são determinantes para o agrupamento de apicomplexos, como o tipo de 
hospedeiro definitivo (vertebrado ou invertebrado), o modo de infecção, a presença ou ausência 
de estruturas e a localização no hospedeiro vertebrado (Perkins et al., 2000).  

 
2.2 A Subordem Adeleorina 

Entre os apicomplexos, os protozoários da subordem Adeleorina Léger, 1911 estão entre 
os menos estudados e diversos. Nos parasitos desta subordem o microgametócito e o 
macrogametócito são fixados ou pressionados entre si, em um processo biológico chamado 
singamia (reprodução sexuada) (Barta et al., 2012; Perkins et al., 2000). Membros desta 
subordem incluem sete famílias com parasitos que possuem ciclos de vida monoxeno 
(Adeleidae, Legerellidae e Klossiellidae) e heteroxeno (Hepatozoidae, Karyolysidae, 
Haemogregarinidae e Dactylosomatidae) (Barta et al., 2012).  

A família Hepatozoidae é composta por um único gênero, Hepatozoon. A maioria das 
descrições das espécies destes parasitos foram baseadas na morfologia dos gametócitos 
presentes no sangue do hospedeiro intermediário (Smith, 1996), porém mais recentemente 
novas revisões taxonômicas foram propostas baseadas em análises filogenéticas de sequências 
de 18S rDNA (Karadjian et al., 2015; Maia et al., 2016).  
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2.2.1 O gênero Hepatozoon  

O gênero Hepatozoon foi estabelecido por Miller (1908) que descreveu o ciclo de vida 
de um protozoário intraleucocítico de ratos de laboratório (Rattus norvegicus Berkenhout, 
1769). Este parasito fazia gametogênese e esporogonia na hemocele do ácaro Laelaps 
echidninus Berlese, 1887 (Acari: Mesostigmata), onde foram observados oocistos 
poliesporocísticos, e foi então denominado Hepatozoon perniciosus. Porém a primeira detecção 
deste parasito, nesta ordem de animais, foi relacionada à Balfour (1905) que descreveu o 
parasito em leucócito de rato norueguês, Jaculus jaculus Linnaeus, 1758, no Sudão, como 
Leucocytozoon muris. Posteriormente, Wenyon (1926) unificou os achados, determinando que 
H. perniciosus seria sinônimo de L. muris, sendo o espécie-tipo denominado como Hepatozoon 
muris Balfour, 1905 (Wenyon, 1926).  

Estes protozoários têm ciclo de vida heteroxeno obrigatório e foram encontrados 
parasitando uma gama de hospedeiros vertebrados, como mamíferos, répteis e anfíbios, seus 
hospedeiros intermediários, e invertebrados hematófagos, como carrapatos, moscas, mosquitos, 
pulgas, piolhos e reduvídeos, seus hospedeiros definitivos (Baneth et al., 2011; Maia et al., 
2016; Miller, 1908; Smith, 1996). A transmissão para o hospedeiro intermediário vertebrado 
geralmente ocorre através da ingestão do hospedeiro invertebrado infectado (Smith, 1996). 
Outras formas de transmissão foram sugeridas, como através da predação de vertebrados 
infectados que atuariam como hospedeiros paratênicos (Johnson et al., 2008; Maia et al., 2014; 
Smith, 1996), da presa com ectoparasitos parasitados afixados (Johnson et al., 2009) e por 
transmissão vertical observada em cães (Murata et al., 1993; Schäfer et al., 2022) e roedores 
(Tolkacz et al., 2023). São de importância veterinária as espécies que infectam canídeos e 
felídeos, como Hepatozoon americanum Vicent-Johnson et al., 1997, Hepatozoon canis James, 
1905 e Hepatozoon felis Patton, 1908 (Modrý et al., 2017). 

 
2.2.2 Posição taxonômica de Hepatozoon spp.  

A classificação taxonômica dos protozoários é desafiadora e tem sido atualizada com a 
utilização das análises filogenéticas, com acréscimos de novos clados e gêneros (Adl et al., 
2019). Para este fim, seguimos as mais recentes revisões da Sociedade Internacional de 
Protozoologia (Adl et al., 2012, 2019), bem como a publicação de Barta e colaboradores (2012). 
Além disso, todos os táxons foram consultados como válidos no banco de dados do Genbank – 
Taxonomy (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).  

Domínio: Eukaryota Chatton, 1925 
Supergrupo: SAR (Stramenopiles – Alveolata – Rhizaria) 
Subgrupo: Alveolata Cavalier-Smith, 1991 
Filo: Apicomplexa Levine 1980, emend. Adl et al., 2005 
Classe: Conoidasida Levine, 1988 
Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879 
Ordem: Eucoccidiorida Léger, 1911 
Subordem: Adeleorina Léger, 1911 
Família: Hepatozoidae Wenyon, 1926 
Gênero: Hepatozoon Miller, 1908  
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2.2.3 Ciclo de vida e transmissão do Hepatozoon spp. 

Após o repasto sanguíneo de um ectoparasito em um hospedeiro vertebrado infectado 
por Hepatozoon sp., os gametócitos do parasito penetram a parede do intestino ou hemocele e 
alcançam os tecidos do invertebrado, onde microgamontes (gametócitos masculinos) e 
macrogamontes (gametócitos femininos) se associam em singamia (reprodução sexual), 
culminando com a formação de grandes oocistos poliesporocísticos. Esta é a denominada 
reprodução sexuada. A transmissão do protozoário ao hospedeiro vertebrado ocorre 
principalmente pela ingestão dos ectoparasitos infectados, e liberação de esporozoítos dos 
oocistos, que invadem os tecidos do novo hospedeiro e realizam merogonia em diversos órgãos, 
especialmente no fígado. Após ciclos de merogonia tecidual, os merozoítos podem se manter 
em sua forma quiescente (estágio cístico), continuar o processo de merogonia tecidual, ou se 
disseminar através do sangue, penetrando nas células sanguíneas e se transformando em 
gametócitos. Os gametócitos são observados em leucócitos, em aves e mamíferos (exceto em 
marsupiais) e eritrócitos em marsupiais, répteis e anfíbios (Baneth et al., 2007; Demoner et al., 
2018; Léveillé et al., 2014; Merino et al., 2009; Morais et al., 2024; Smith, 1996; Ungari et al., 
2022; Wick et al., 2006).   

2.2.4 Características morfológicas dos estágios de parasitos do gênero Hepatozoon em 
mamíferos da ordem Rodentia e Didelphimorphia 

Nas infecções descritas em roedores, o meronte precoce está presente no citoplasma do 
hepatócito e é um corpo esférico com cerca de 12 µm de diâmetro que contém um largo núcleo 
central. Nesta fase, o vacúolo parasitóforo não é aparente à microscopia ótica. O meronte 
aumenta de tamanho, enquanto o núcleo se divide, alcançando cerca de 25 a 30 µm, e nesta fase 
já é possível observar o vacúolo parasitóforo. Os núcleos, cerca de 20 a 30, se organizam nas 
extremidades em torno de um corpo residual, formando merozoítos curvilíneos alongados com 
aproximadamente 2,5 a 9 µm (Breshears et al., 2009; Demoner et al., 2019; Miller, 1908). Os 
gametócitos não apresentam dimorfismo sexual quando observados na corrente circulatória dos 
hospedeiros intermediários (Miller, 1908). Os gametócitos são alongados e ovóides, com 
citoplasma de coloração azul pálido, núcleo largo, levemente condensado e granular, ocupando 
cerca de metade do citoplasma do gametócito (Demoner et al., 2019). Os cistozoítos tem 
formato ovóide e são mononucleares, podendo ser detectados em diversos tecidos (Demoner et 
al., 2019).  

Nos marsupiais os gametócitos são observados dentro de eritrócitos ou livres no plasma 
(Ayla et al., 1973; Merino et al., 2009; Regendanz e Kikuth, 1928; Wick et al., 2006). Os 
gametócitos são ovais a alongados, com citoplasma levemente basofílico, núcleo centralizado 
ou subterminal e eosinofílico (Silva e Arantes, 1916; Wicks et al., 2006). Silva e Arantes (1916) 
também observaram formas em tecido pancreático com tamanho variável, mas multinucleares 
e com tamanho de 6-9 µm a 2-2,5 µm.   

 
2.2.5 Distribuição de infecção por Hepatozoon spp. em roedores no mundo 

Diversos relatos de infecção por Hepatozoon sp. através da observação microscópica do 
parasito foram descritos em vários hospedeiros vertebrados, e geralmente nomeados de acordo 
com o hospedeiro onde eram detectados. Assim, por exemplo, foram descritos em roedores 
Hepatozoon ratti Adie, 1907 detectado em Rattus rattus Linnaeus, 1758 na Índia e Hepatozoon 
criceti Nöller, 1912 observado em hamster, Cricetus frumentarius Leske, 1779 na Áustria 
(Wenyon, 1926). 

Mais recentemente com o incremento da biologia molecular, infecções por este parasito 
em roedores foram descritas em diversas regiões do mundo, como: Europa (Baltrunaite et al., 
2020; Criado-Fornelio et al., 2009; Galfsky et al., 2019; Laakkonen et al., 2001; Hamsiková et 
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al., 2016; Rigó et al., 2016), Eurasia (Modrý et al., 2021); África (Daman et al., 2020; Harris 
et al., 2017; Kamani et al., 2018; Maia et al., 2014), Oceania (Hrazdilová et al., 2021), América 
do Norte (Breshears et al., 2009; Johnson et al., 2007; Léveillé et al., 2020), Ásia (Ji et al., 
2021; Moustafa et al., 2017; Usluca et al., 2019) e América do Sul (Alabi et al., 2021; Criado-
Fornelio et al., 2009; Demoner et al., 2016; Freitas et al., 2025; Gomes et al., 2018; Merino et 
al., 2009; Pacheco et al., 2025; Perles et al., 2019; Santodomingo et al., 2022; Sousa et al., 
2018; Weck et al., 2022; Wolf et al., 2016). 

 
2.2.6 Hepatozoon spp. detectados em roedores no Brasil 

No Brasil, o primeiro relato de infecção por este parasito em roedores silvestres ocorreu 
em 1915, no estado de São Paulo, com descrição morfológica de Hepatozoon akodoni Carini e 
Maciel, 1915 em Akodon fuliginosus Lichtenstein, 1829 (=Thaptomys nigrita). Mais 
recentemente ocorreu a primeira detecção molecular de Hepatozoon sp. em roedor da espécie 
Calomys callosus Rengger, 1830, capturado no Estado de Mato Grosso (Wolf et al., 2016) e 
uma nova espécie do parasito, Hepatozoon milleri Demoner et al., 2019, foi descrita em roedor 
da espécie Akodon montensis Thomas, 1913 em São Paulo, utilizando análises morfológicas e 
moleculares. Outros relatos de detecção molecular de Hepatozoon spp. em pequenos roedores 
silvestres ocorreram nos estados da Bahia (Perles et al., 2019), Ceará (Perles et al., 2019), Mato 
Grosso (Pacheco et al., 2025; Perles et al., 2019), Mato Grosso do Sul (Perles et al., 2019; 
Santos et al., 2021; Sousa et al., 2018; Weck et al., 2022), São Paulo (Demoner et al., 2016; 
Weck et al., 2022) e Rio de Janeiro (Perles et al., 2019). 

2.2.7 Detecção e distribuição de Hepatozoon spp. em marsupiais no mundo  

A primeira descrição de Hepatozoon sp. em marsupiais ocorreu na Austrália em 
Petaurus sciureus Shaw, 1791, denominado como Hepatozoon petauri Welsh e Barling, 1909 
e em Perameles nasuta Geoffroy, 1804, denominado Hepatozoon peramelis Welsh e Dalyell, 
1910 (Wenyon, 1926). Posteriormente, foram descritas infecções por Hepatozoon didelphydis 
em eritrócitos de marsupiais das espécies Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758, Philander 
opossum Linnaeus, 1758 e Metachirus nudicaudatus Geoffroy, 1804 na Colômbia (Ayla et al., 
1973), em D. marsupialis, D. albiventris, P. opossum e M. nudicaudatus na Guiana Francesa 
(Thoisy et al., 2000), e em P. opossum na Costa Rica (Chinchilla-Carmona et al., 2013). 
Recentemente, novas infecções foram reportadas utilizando técnicas moleculares, na Austrália, 
em Sarcophilus harrisii Boitard, 1841 (Egan et al., 2020; Wick et al., 2006) e Chile, em 
Dromiciops gliroides Thomas, 1894 (Merino et al., 2009). 

2.2.8 Hepatozoon spp. detectados em marsupiais no Brasil 

A primeira descrição morfológica do parasito em marsupiais no Brasil ocorreu em 
Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826 capturado no município de Meriti, no estado do Rio de 
Janeiro, sendo o parasito denominado Hepatozoon (Hemogregarina) didelphydis Silva e 
Arantes, 1916. Estes autores observaram gametócitos livres, dentro de eritrócitos e em células 
pancreáticas do marsupial. Posteriormente, também no estado do Rio de Janeiro, no município 
de Petropólis, foi descrita infecção por este parasito que ocupava quase a totalidade de 
eritrócitos do marsupial da espécie Metachirus quica, atual Philander quica Temminck, 1824, 
sugerindo os autores denominá-lo como Haemogregarina metachiri (Regendanz e Kikuth, 
1928). Recentemente, outras infecções detectadas através de análises moleculares foram 
descritas em Didelphis albiventris Lund, 1840 (André et al., 2022; Silva et al., 2017), D. aurita 
(Orozco et al., 2022), D. marsupialis Linnaeus, 1758 (Colle et al., 2019), Gracilinanus 
microtarsus Wagner, 1842 e Monodelphis domestica Wagner, 1842 (Weck et al., 2022) e 
Thylamys macrurus Olfers, 1818 (Sousa et al., 2017).  
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2.2.9 Diagnóstico de infecção por Hepatozoon spp. em mamíferos 

 Devido ao seu complexo ciclo de vida, estágios de Hepatozoon podem ser detectados 
em uma variedade de tecidos, como fígado, medula óssea, baço, rins, pulmões, intestinos e 
linfonodos. A depender da espécie de Hepatozoon, estes estágios do parasito podem ser 
detectados por citologia ou histopatologia (Modrý et al., 2017). As técnicas empregadas irão 
variar de acordo com a espécie do parasito e o resultado dependerá do estágio da doença. A 
análise de sangue periférico corado sob microscopia ótica é o método mais tradicional para 
observação dos gametócitos nas células brancas (neutrófilos e monócitos), eritrócitos 
(marsupiais) ou livres. Porém, quando empregada no diagnóstico de hepatozoonose canina, 
apresenta baixa sensibilidade nas infecções por Hepatozoon americanum Vicent-Johnson et al., 
1997 e boa sensibilidade na infecção por Hepatozoon canis James, 1905. Por concentrar as 
células brancas, a técnica de esfregaço da camada branca do sangue (buffy coat) é capaz de 
aumentar a sensibilidade da técnica em canídeos (Otranto et al., 2011). Porém, estes métodos 
são efetivos somente se o animal estiver com alta parasitemia (Modrý et al., 2017). 
Histopatologia também pode ser utilizada tanto para observar os estágios do parasito nos 
tecidos, como para caracterizar a resposta inflamatória à infecção, sendo especialmente válida 
nas infecções subclínicas, com poucos gametócitos circulantes no sangue (Modrý et al., 2017).  

As técnicas moleculares, como a reação em cadeia de polimerase (PCR) convencional, 
são as mais sensíveis e específicas, já que são capazes de detectar baixos níveis de parasitemia, 
sendo consideradas padrão-ouro para o diagnóstico e caracterização de Hepatozoon spp. 
(Thomas et al., 2024). O alvo molecular mais empregado para detecção e caracterização de 
Hepatozoon é o gene 18S rDNA (Modrý et al., 2017). A detecção de Hepatozoon é altamente 
influenciada pela especificidade do par de primers empregado, como o 18S rDNA é um gene 
universal, uma gama de apicomplexos podem ser amplificados, logo a escolha do par de primers 
deve refletir o propósito do estudo (Thomas et al., 2024). Para o diagnóstico de Hepatozoon, 
primers que amplifiquem sequências curtas são preferenciais porque maximizam a 
sensibilidade dos resultados já que são mais prováveis de serem amplificados, mas todos os 
produtos devem ser sequenciados para confirmar a presença do parasito (Modrý et al., 2017; 
Thomas et al., 2024). A PCR em tempo real tem sido empregada por poucos estudos para 
estimar a prevalência e a intensidade das infecções em carnívoros e répteis (Criado-Fornelio et 
al., 2007; Grillini et al., 2023; Maia et al., 2014). Até o momento, as análises filogenéticas de 
Hepatozoon são construídas, quase que exclusivamente, com sequências do gene 18S rDNA. 
Este gene é conservado o suficiente para a construção de primers universais e para estabelecer 
relações filogenéticas do filo Apicomplexa ao nível de gênero (Hrazdilová et al., 2021; 
Schnittger et al., 2012). A pequena subunidade ribossomal é composta de nove regiões, sendo 
as regiões V2, V4 e V9 as mais hipervariáveis (Thomas et al., 2024).  

Para se alcançar relações mais profundas e distinguir a nível de espécie, é sugerida a 
utilização de marcadores moleculares mitocondriais, especialmente o cox1, porém, até o 
momento, poucas sequências mitocondriais completas deste parasito estão disponíveis, sendo 
de: Hepatozoon catesbianae Stebbins, 1903, obtida em anfíbio Lithobates clamitans Latreille, 
1801; Hepatozoon cf. griseisciuri, obtida de esquilo Sciurus carolinensis Gmelin, 1788 e de 
Hepatozoon sp. obtida de Rattus exulans Peale, 1848 e de R. rattus (Hrazdilová et al., 2021; 
Thomas et al., 2024).  
 
2.2.10 Sinais clínicos de Hepatozoon sp. em roedores 

Miller (1908) em sua descrição de Hepatozoon perniciosus (atual H. muris) em roedores 
infectados descreveu sinais clínicos observados nos animais, como anemia, mucosas, orelhas e 
pele pálidas, e em caso do animal não se recuperar, culminava com a morte. Este autor também 
descreveu as alterações observadas durante a necropsia, como músculos e membranas mucosas 



8 
 

pálidas, esplenomegalia, hepatomegalia, hemorragia pulmonar, linfonodos mesentéricos 
aumentados e hemorrágicos. Recentemente, foi detectado estresse oxidativo nos órgãos vitais, 
como coração, fígado, rins e pulmão, em roedores naturalmente infectados por Hepatozoon sp. 
no Paquistão, sugerindo danos teciduais e alterações dos parâmetros hematológicos 
relacionados à infecção (Ljaz et al., 2025).  
 

2.3 A Ordem Piroplasmida 

A ordem Piroplasmida foi assim denominada por apresentar sua forma intraeritrocítica 
em formato piriforme (Pirum = pera, em latim) e onde estão incluídos os gêneros Babesia 
Starcovici, 1893, Cytauxzoon Neitz e Thomas, 1948 e Theileria Bettencourt et al., 1907 
(Allsopp e Allsopp, 2006; Schnittger et al., 2022). Os piroplasmas são hemoparasitos 
intracelulares obrigatórios transmitidos por carrapatos ixodídeos para mamíferos e aves. Nesta 
ordem de parasitos muitas características morfológicas e de desenvolvimento são 
compartilhadas, porém nas linhagens evolutivas reconhecidas são observadas características 
específicas únicas (Jalovecka et al., 2018).  

Os invertebrados ixodídeos, são os hospedeiros definitivos dos membros desta ordem, 
onde ocorre a reprodução sexuada do parasito através de gametogonia (singamia) e propagação 
assexuada por esporogonia, enquanto nos hospedeiros intermediários (vertebrados) ocorre a 
propagação assexuada por esquizogonia e/ou merogonia (Schnittger et al., 2012, 2022; 
Uilenberg et al., 2006). 

 
2.3.1 Ciclo de vida dos Piroplasmas 

Segundo Jalovecka e colaboradores (2018) o ciclo de vida dos piroplasmas é 
considerado parcialmente elucidado. O ciclo se inicia com os esporozoítos do parasito sendo 
transmitidos para os hospedeiros vertebrados através da saliva dos carrapatos ixodídeos durante 
o repasto sanguíneo. Há uma diferenciação de célula sanguínea inicialmente infectada que varia 
de acordo com a espécie de piroplasmas (Jalovecka et al., 2018).  

Nos gêneros Theileria Bettencourt, Franca e Borges, 1907 e Cytauxzoon Neitz e 
Thomas, 1848 os esporozoítos do parasito invadem inicialmente as células nucleadas: 
macrófagos, monócitos e linfócitos, se multiplicam por divisão binária longitudinal, em um 
processo chamado esquizogonia ou merogonia, produzindo os merozoítos, que, posteriormente, 
invadem os eritrócitos (Shaw, 2003). Nas espécies de Theileria transformadoras, as células de 
defesa infectadas sofrem divisão contínua, como células cancerígenas, e invadem diversos 
tecidos do hospedeiro, propagando a infecção. Já nas espécies não transformadoras de Theileria 
ou Cytauxzoon, os esquizontes se desenvolvem nos leucócitos, mas não induzem transformação 
neoplásica. Por fim, os esquizontes invadem os eritrócitos e se desenvolvem em merozoítos que 
se dividem uma vez ou duas vezes (cruz de Malta) durante a merogonia (Schnittger et al., 2022). 
O processo de invasão dos esporozoítos nas células nucleadas do sangue é complexo, e como 
os esporozoítos são imóveis, o contato do parasito com a membrana da célula hospedeira ocorre 
ao acaso, sendo todo o processo concluído em cerca de três minutos, o que é considerado um 
processo lento em comparação com outros apicomplexos (Jalovecka et al., 2018; Shaw, 2003). 
Os merozoítos intraeritrocitários se desenvolvem em gametócitos e são ingeridos por outro 
carrapato durante o repasto sanguíneo (Schnittger et al., 2022).  

Nos parasitos do gênero Babesia a multiplicação assexuada ocorre exclusivamente no 
interior dos eritrócitos, sendo denominada merogonia. O contato do parasito com as células do 
hospedeiro também ocorre ao acaso, sendo a orientação e penetração do parasito mediada por 
proteínas secretadas pelo complexo apical (Schreeg et al., 2016; Soldati et al., 2004). Os 
esporozoítos de Babesia internalizam nos eritrócitos, se transformam em trofozoítos e se 
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dividem assexuadamente por merogonia para produzirem os merozoítos. Os merozoítos 
maduros rompem as células invadidas e invadem outras células sadias. Em determinado 
momento se diferenciam em gametócitos dentro do carrapato, se fundem através da singamia 
(fusão dos gametas) e se transformam em oocineto (zigoto móvel), um estágio diplóide, e 
posteriormente, invadem a matrix peritrófica e o epitélio intestinal do invertebrado (Jalovecka 
et al., 2019). Consequentemente, ocorre a meiose e replicação assexuada intracelular com 
formação de cinetos primários. Estes cinetos invadem as glândulas salivares dos carrapatos nas 
infecções por Theileria onde sofrem esporogonia. No caso das infecções por Babesia, além da 
glândula salivar, invadem outros tecidos do carrapato e por replicação assexuada, produzem os 
esporozoítos (Schnittger et al., 2022).  
 
2.3.2 Reconstruções filogenéticas dos Piroplasmas (18S rDNA) 

Utilizando para análise filogenética sequências de 18S rDNA quase completas, foi 
proposta a divisão das linhagens de piroplasmas em seis grupos filogenéticos (Anexo I): Clado 
I, com piroplasmas que infectam roedores (Babesia microti e B. rodhaini) e felídeos (Babesia 
leo e Babesia felis), Clado II, infectam carnívoros, cervos, ovelhas e humanos, como 
hospedeiros acidentais (B. conradae e B. duncani), Clado III, contem Theileria youngi, 
Theileria bicornis e Babesia sp. isolada de capivara e Cytauxzoon spp., Clado IV, contém B. 
bicornis e Theileria equi, Clado V, contendo Theileira s.s. que infectam exclusivamente 
ungulados, como Theileria annulata, Theileria parva, Theileria lestoquardi (sendo leucócito 
proliferativas) e Theileria buffeli (não leucócito proliferativa) e Clado VI, contendo Babesia 
s.s., como Babesia gibsoni, Babesia canis, Babesia rossi, Babesia vogeli, Babesia bovis, 
Babesia bigemina, Babesia caballi e Babesia ovis (Schnittger et al., 2012). 

Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa observou que o estudo anterior teve uma 
abordagem antropocêntrica, ao ignorar os parasitos que não tinham relações diretas (zoonoses) 
ou indiretas (animais domésticos como hospedeiros) com os humanos, o que limitava o 
conhecimento biológico real da ordem (Schnittger et al., 2022). Assim uma nova proposta 
utilizando sequências longas de 18S rDNA (>1600 pb), foi sugerida com a reconstrução de 10 
grupos/clados (Anexo II): Clado I, formado pelo grupo Babesia microti-like composto por B. 
microti, B. vulpes, B. rodhaini e B. felis; Clado II, grupo Monotremata, com Theileria 
ornythorhynchi; Clado III, ou Western (Babesia l.s.) composto por B. duncani, B. lengau e B. 
conradae; Clado IV grupo Marsupialia (Theileria l.s.); Clado V, grupo Percei (Babesia l.s.) que 
infectam aves, composto por B. percei, B. poelea e B. ugwidiensis; Clado VI grupo 
Rhinocerotidae (Theileria l.s.), composto por T. bicornis; Clado VII composto por Cytauxzoon 
spp.; Clado VIII (Theileria l.s.) grupo Equus, composto por T. equi e Theileria haneyi; Clado 
IX (Theileria s.s.) composto por T. annulata, T. parva, T. lestoquardi e T. orientalis e Clado X 
(Babesia s.s.) composto por B. bovis, B. bigemina, B. canis e B. ovis (Jalovecka et al., 2019). 
Porém, novas descrições de infecção natural por piroplasmas em mamíferos silvestres da 
América do Sul tem sugerido possíveis novos clados filogenéticos (Gonçalves et al., 2021; 
Ikeda et al., 2021; Krawczak et al., 2023; Mongruel et al., 2022; Oliveira et al., 2023; Pacheco 
et al., 2025; Santodomingo et al., 2022).  

Segundo Schnittger e colaboradores (2022) a análise filogenética baseada no gene 18S 
rDNA revela que Babesia, Cytauxzoon e Theileria representam um agrupamento polifilético 
que requer revisão taxonômica. 

 

2.3.3 O gênero Babesia 
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Babesia é um parasito apicomplexo transmitido por carrapatos ixodídeos, e que tem 
estratégias únicas para completar seu ciclo de vida e transmissão, objetivando perpetuar sua 
propagação e garantir sua transmissão através de estágios infectivos específicos (Jalovecka et 
al., 2019). No passado, os membros do gênero eram divididos pelo tamanho e forma dos 
trofozoítos e pelo hospedeiro de origem, sendo classificados em dois grupos: pequena e grande 
Babesias. Porém esta divisão não foi sustentada pelas análises moleculares, pois não estão 
relacionadas ao parentesco genético (Schreeg et al., 2016; Yabsley e Shock, 2013).  

A atual classificação dos piroplasmas, baseada em análises filogenéticas, revela que 
Babesia e Theileria representam um grupo polifilético, cujas linhagens estão associadas aos 
táxons dos seus respectivos hospedeiros vertebrados, sugerindo coespeciação com táxons de 
mamíferos e aves. Porém, Babesia stricto sensu é uma exceção, já que parasita múltiplos e 
diversos hospedeiros entre aves e mamíferos. Desta forma as espécies de Babesia têm sido 
divididas em Babesia stricto sensu (Babesia s.s.) e Babesia lato sensu (Babesia l.s.) (Jalovecka 
et al., 2019; Schreeg et al., 2016).  

Na Babesia s.s., os cinetos podem invadir os ovários e ovos do carrapato e se propagar 
para a próxima geração através da transmissão transovariana. Enquanto nos gêneros Theileria 
e Babesia lato sensu (Theileria l.s. e Babesia l.s.) ocorre transmissão transestadial, o que 
garante a perpetuação do parasito para o próximo estágio de desenvolvimento do carrapato 
(Schnittger et al., 2022). Enquanto na Babesia l.s. não ocorre a esquizogonia e nem a 
transmissão transovariana (Jalovecka et al., 2019). 

Babesia l.s. se distingue claramente de Babesia s.s. e é representada por três diferentes 
linhagens evolutivas: grupo Percei (Babesia percei, Babesia poelea e Babesia ugwidiensis) que 
infectam aves, grupo Western (Babesia duncani, Babesia lengau e Babesia conradae) que 
infectam herbívoros, carnívoros e humanos (hospedeiro acidental) e o grupo Babesia microti-
like (Babesia microti, Babesia vulpes, Babesia rodhaini e Babesia felis) que infectam humanos, 
canídeos, mustelídeos, roedores e felídeos, com assinaturas moleculares e hospedeiros 
definitivos (Jalovecka et al., 2019).   
  A esporogonia dos parasitos do gênero Babesia ocorre dentro das glândulas salivares do 
carrapato. Para garantir sua sobrevivência durante as mudas do carrapato, os cinetos se 
transformam em sincício polimorfo, um esporoblasto dormente que é ativado quando o 
carrapato infectado se liga a outro hospedeiro vertebrado, o que ocorre uma vez a cada estágio 
da vida dos carrapatos ixodídeos (Jalovecka et al., 2019).  

Além da transmissão biológica através do vetor, já foi descrita a transmissão de Babesia 
spp. através de transfusão sanguínea em cães (Stegeman et al., 2003) e humanos (Young et al., 
2012), de transmissão vertical em cães (Fukumoto et al., 2005) e humanos (Joseph et al., 2012) 
e de transplante de órgãos em humanos (Waked e Krause, 2022).  

 
2.3.4 Posição taxonômica de Babesia spp. 

 A classificação taxonômica de protozoários do gênero Babesia foi apresentada de 
acordo com as revisões da Sociedade Internacional de Protozoologia (Adl et al., 2012, 2019) e 
todos os táxons foram consultados como válidos no banco de dados do GenBank –
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). 

Domínio: Eukaryota Chatton, 1925 
Supergrupo: SAR (Stramenopiles – Alveolata – Rhizaria) 
Subgrupo: Alveolata Cavalier-Smith, 1991 
Filo: Apicomplexa Levine, 1980, emend. Adl et al., 2005 
Classe: Aconoidasida Mehlhorn et al., 1980 (= Hematozoa Vivier, 1982) 
Ordem: Piroplasmida Wenyon, 1926 
Família: Babesiidae Poche, 1913 
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Gênero: Babesia Starcovici, 1893 
 
2.3.5 Babesia spp. em animais domésticos no mundo 

 Babesia é considerado o protozoário intracelular mais comum entre os transmitidos por 
carrapatos para mamíferos e por terem seus vetores invertebrados, os carrapatos ixodídeos, 
distribuídos mundialmente, é o parasito mais comum entre os animais de vida livre (Jalovecka 
et al., 2018; Schnittger et al., 2012). Historicamente estes parasitos eram classificados pelo 
tamanho relativo em pequena (1 a 2.5 µm) e grande Babesia (3 a 5 µm), pela forma dos 
trofozoítos e número de merozoítos nos eritrócitos e pelo hospedeiro de origem (Yabsley e 
Shock, 2013).  

Posteriormente, observou-se que a divisão pelo tamanho não refletia as relações 
evolutivas (Schreeg et al., 2016; Yabsley e Shock, 2013). São descritas mais de 100 espécies 
infectando mamíferos e aves, mas provavelmente muitas ainda permanecem desconhecidas 
(Chauvin et al., 2009). Estes protozoários causam doença em animais domésticos, silvestres e, 
acidentalmente, em humanos (Hunfeld et al., 2008). Os piroplasmas que acometem os animais 
de companhia, de criação e os humanos estão agrupados em seis clados, tendo o seu ciclo de 
vida e hospedeiros definitivos conhecidos, em sua maioria (Schnittger et al., 2012).  

Entre os bovinos, Babesia bovis Babes, 1888, Babesia bigemina Smith e Kilborne, 1893, 
Babesia divergens M’fadyean e Stockman, 1911 são responsáveis por maior impacto na saúde 
animal e produtividade, em regiões tropicais e subtropicais do mundo (Bock et al., 2004; 
Schnittger et al., 2022). Pertencem ao gênero Rhipicephalus Koch, 1844 e subgênero Boophilus 
Curtice, 1891 os carrapatos que transmitem B. bovis e B. bigemina. Enquanto os carrapatos do 
gênero Ixodes são responsáveis pela transmissão da B. divergens, que é mais restrita 
geograficamente e com importância zoonótica (Schnittger et al., 2022). Outras espécies que 
afetam bovinos como Babesia ovata Minami e Ishihara, 1980 (Ásia) e Babesia major (Ásia e 
Europa) tem distribuição geográfica mais limitada e são transmitidas por carrapatos do gênero 
Haemaphysalis sp. Cooley, 1946. Babesia orientalis Zhao et al., 1997 tem baixa virulência 
entre bovinos, mas os bubalinos são mais susceptíveis, sendo transmitida pelo carrapato 
Rhipicephalus haemaphysaloides Supino, 1897 e reportada na Ásia (Schnittger et al., 2022). 
Os búfalos também podem ser infectados por B. bigemina e B. bovis (Uilenberg et al., 2006) 

Entre os ovinos e caprinos, a Babesia ovis Babes, 1888 é transmitida por carrapatos do 
gênero Rhipicephalus, ocorrendo na Europa, África, Ásia e Oriente Médio (Schnittger et al., 
2022; Uilenberg et al., 2006). Outras espécies são associadas com infecções em pequenos 
ruminantes como B. crassa e B. motasi, a primeira com vetor desconhecido e a segunda 
transmitida por carrapatos do gênero Haemaphysalis Neumann, 1901 (Schnittger et al., 2022; 
Uilenberg et al., 2006).   

Os equinos, bem como as zebras e asininos, podem ser infectados por Babesia caballi 
Nuttal e Strickland, 1912 que é transmitida por carrapatos dos gêneros Dermacentor Koch, 
1844, Hyalomma Koch, 1844 e Rhipicephalus e ocorre nas regiões tropicais do mundo 
(Uilenberg et al., 2006). Este piroplasma tem importância mundial por afetar a população de 
equídeos onde há ocorrência do vetor competente, causando doença crônica e afetando o 
trânsito de seus hospedeiros (Schnittger et al., 2022). 

As espécies de Babesia que infectam os cães domésticos incluem B. vogeli Zahler et al., 
1999 (distribuição mundial), B. canis (Europa), B. rossi Nuttall, 1910 (África do Sul, Nigéria e 
Sudão), B. gibsoni Patton, 1910 (Sudeste da Ásia, EUA, Austrália e Europa), B. vulpes Baneth 
et al., 2015 (Europa e Norte da África), B. conradae Kjemtrup et al., 2006 (USA e China), B. 
negevi Baneth et al., 2020 (Israel) e Babesia sp. Coco Birkenheuer et al., 2020 (EUA), sendo 
transmitidas por carrapatos dos gêneros Dermacentor, Haemaphysalis e Rhipicephalus 
(Schnittger et al., 2022; Uilenberg et al., 2006).  



12 
 

Existem poucos relatos de babesiose felina, mas algumas espécies foram descritas 
infectando os felinos domésticos, como Babesia panickeri Panicker et al., 2020, Babesia 
hongkongensis Wong et al., 2012, Babesia canis subespécie presentii Baneth et al., 2004, 
Babesia sp. Cabo Ocidental Irwin et al., 2004, Babesia lengau Bosman et al., 2010, Babesia 
felis Davis, 1929 e Babesia leo Penzhorn et al., 2001 (Schnittger et al., 2022). 

 
2.3.6 Piroplasmas detectados em pequenos mamíferos 

 Roedores silvestres foram descritos infectados por piroplasmas do grupo Babesia 
microti em países da América do Norte, Ásia e Europa (Goethert et al., 2006; Saito-Ito et al., 
2004; Tolkacz et al., 2017; Tsuji et al., 2006; Xue et al., 2024). Na Austrália algumas espécies 
de Babesia foram descritas através de análise morfológica em monotremados, como Babesia 
tachyglossi Backhouse e Bolliger, 1959 e em marsupiais, como Babesia thylacis Mackerras, 
1959. Utilizando uma abordagem de taxonomia integrativa, com análise filogenética multi-
gênica (18S rDNA, cox3 e cytb) e microscopia ótica, em amostras de marsupiais nativos da 
Austrália, foram descritas espécies de Theileria spp. que diferiam das conhecidas naquele país, 
formando novos subclados (Barbosa et al., 2019). Também utilizando uma abordagem 
semelhante foi detectada infecção por Babesia sp. em roedor da espécie Phyllotis darwini 
Waterhouse, 1837 no Chile, sendo observado que as sequências obtidas se agruparam próximas 
às sequências do grupo Babesia microti na análise filogenética (Santodomingo et al., 2022). 
Outras sequências de Babesia sp. também obtidas neste estudo, em roedores das espécies 
Phyllotis darwini Waterhouse, 1837 e Abrothrix jelskii Thomas, 1894 se aproximaram do clado 
com as sequências obtidas em morcegos da espécie Phyllostomus discolor Wagner, 1843 do 
Brasil (Ikeda et al., 2021; Santodomingo et al., 2022).  

No Brasil a primeira descrição morfológica de infecção por Babesia spp. em marsupial 
ocorreu em Metachirus quica, atual Philander quica Temminck, 1824, capturado em Petrópolis, 
no estado do Rio de Janeiro, sendo o parasito denominado como Nuttalia brasiliensis 
(Regendanz e Kikuth, 1928). Posteriormente, piroplasmas observados em esfregaços 
sanguíneos de Didelphis paraguayensis (atual Didelphis pernigra Allen, 1900) foram descritos 
como Nuttalia equi Laveran, 1901, na Colômbia (Garcia, 1945). Em seguida, infecção por 
piroplasma foi descrita em Didelphis marsupialis Lund, 1758, no Pará, sendo relacionada pelos 
autores à N. brasiliensis descrita anteriormente (Deane e Deane, 1961). No município de Itaguaí 
(atual Seropédica), no estado do Rio de Janeiro, foi descrita infecção natural por N. brasiliensis 
em marsupiais da espécie Philander opossum quica (atual Philander quica) com observação de 
estruturas polimórficas em eritrócitos, incluindo a forma em cruz de Malta (Lopes et al., 1973). 
Na Venezuela, espécimes de D. marsupialis foram detectados infectados por Babesia 
brasiliensis (Herrera e Urdaneta-Morales, 1991). Posteriormente, uma revisão taxonômica 
propôs a transferência deste parasito para o gênero Babesia, já que o gênero Nuttalia era 
utilizado em moluscos, destacando que seria sinônimo de Theileria brasiliensis, apesar de 
esquizontes não terem sido observados em leucócitos sanguíneos (Sampaio e Massard, 2004). 

Também através de análise morfológica, foi detectada a primoinfecção por Babesia sp. 
em eritrócitos de roedores das espécies Rattus norvegicus Berkenhout, 1769 e Oligoryzomys 
nigripes Olfers, 1818 no estado do Rio de Janeiro (Gazeta et al., 2004) e, posteriormente, em 
roedores das espécies Akodon montensis, Delomys sublineatus Thomas, 1903 e Nectomys 
squamipes Brants, 1827 e de Theileria sp. em Akodon montensis capturados nas regiões 
serranas dos estados do Rio de Janeiro, São Paulo e Minas Gerais (Silva et al., 2007). 

Com o uso das técnicas moleculares utilizando o gene 18S rDNA, outros relatos de 
infecção por piroplasmas foram reportados no Brasil, com a primeira detecção, através deste 
método, reportada em capivara, Hydrochoeris hydrochaeris Linnaeus, 1766, um roedor de 
grande porte, demonstrando o hemoparasito 90% de similaridade com T. equi Laveran, 1901 
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(Criado-Fornelio et al., 2009). Posteriormente, Babesia sp., foi detectada em pequenos 
mamíferos capturados no Pantanal de Mato Grosso, no município de Poconé, em marsupial da 
espécie Monodelphis domestica Wagner, 1842 e roedores da espécie Thrichomys pachyurus 
Wagner, 1845 (Wolf et al., 2016). Em um estudo no bioma Amazônia, piroplasmas foram 
detectados em roedor da espécie Dasyprocta sp. Illiger, 1811, capturado em Mato Grosso, além 
de Cuniculus paca Linnaeus, 1766 e marsupiais das espécies Didelphis marsupialis e 
Metachirus nudicaudatus Geoffroy, 1803, capturados no Pará (Soares et al., 2017).  
Posteriormente, infecção por Babesia sp. foi detectada em roedores da espécie Thrichomys 
fosteri Trouessart, 1880, capturados no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Sousa et al., 2018). 
Em seguida, foi reportada infecção por Babesia sp. em marsupiais da espécie D. marsupialis, 
no estado de Mato Grosso (Colle et al., 2019).  

Aliada à observação microscópica de merozoítos em esfregaços sanguíneos, foi 
utilizada uma abordagem multigênica (18S rDNA, cox1 e hsp70) para reportar infecção por 
Babesia sp. em marsupiais da espécie Didelphis albiventris capturados nos estados de Mato 
Grosso do Sul e Brasília, que formavam um clado distinto de outras espécies de Babesia 
(Gonçalves et al., 2021). Um estudo em capivaras capturadas em Goiás utilizou abordagem 
microscópica e análise molecular (gene 18S rDNA) para reportar infecção por Babesia sp. 
(Neves et al., 2023). Posteriormente, utilizando uma abordagem microscópica e de multigenes 
(18S rDNA, hsp70, cox3), este piroplasma detectado em capivaras foi caracterizado como uma 
nova espécie, Babesia goianiaensis, ao demonstrar uma alta divergência genética de outros 
piroplasmas e se posicionar em um clado separado na análise filogenética (Krawczak et al., 
2023). Espécimes de Didelphis aurita recolhidos em centros de reabilitação de animais 
silvestres no Rio de Janeiro (CETAS-RJ/Seropédica e CRAS) demonstraram positividade nas 
amostras de sangue analisadas com microscopia e amplificação dos genes 18S rDNA e cox3 na 
PCR, demonstrando na análise filogenética uma proximidade com outras sequências obtidas 
em marsupiais de estudo prévio no Brasil, sendo sugerido nomear este clado como Grupo 
Marsupialia da América do Sul (Oliveira et al., 2023). Recentemente, corroborando esta 
hipótese, sequências do gene 18S rDNA de Babesia sp., recuperadas de Didelphis albiventris 
capturados na Província de Formosa, Argentina, agruparam-se com as sequências obtidas em 
marsupiais e carrapato associado a marsupial didelfídeo do Brasil (Sebastian et al., 2025). Em 
oposição, sequências dos genes 18S rDNA, cox-1 e cytb, obtidas de infecção natural por Babesia 
sp. em marsupiais da espécie Didelphis marsupialis capturados na Guatemala, agruparam-se 
junto ao clado do grupo Western onde estão incluídas B. duncani e B. conradae, conhecidas por 
seu potencial zoonótico (Thomas et al., 2023). 

Recentemente, um novo grupo de piroplasmas foi sugerido e denominado de Grupo 
Rodentia da América do Sul, utilizando análise filogenética de sequências de 18S rDNA e de 
cytb obtidas de roedores equimídeos da espécie Thrichomys pachyurus, capturados no estado 
de Mato Grosso, e que formaram um clado separado dos demais piroplasmas na análise 
filogenética, sendo clado irmão de piroplasmas detectados em morcegos da espécie 
Phyllostomus discolor (MT, Brasil) (Pacheco et al., 2025).  

 
2.3.7 Diagnóstico de infecção por Babesia spp. em mamíferos  

O diagnóstico de infecção por Babesia spp. pode ser obtido através da microscopia ótica 
com observação do parasito no interior dos eritrócitos, porém como a morfologia dos parasitos 
do gênero Babesia pode variar, principalmente em se tratando de um hospedeiro aberrante, 
outro método de detecção do parasito deve ser utilizado (Yabsley e Shock, 2013). Assim, dados 
moleculares de sequências devem ser acrescentados ao diagnóstico, com genes nucleares, sendo 
o gene 18S rDNA o mais utilizado, e mitocondriais, principalmente o citocromo oxidase 
subunidade I (Scheereg et al., 2016). Segundo Hrazdilová e colaboradores (2020) o gene cox1 
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é o melhor alvo para diferenciação de espécies intimamente relacionadas por possuir maior 
diversidade de sequência interespecífica do que intraespecífica. 

2.3.8 Sinais clínicos de babesiose em mamíferos 

 As manifestações clínicas irão depender da espécie e do hospedeiro, mas em animais de 
criação e de companhia a babesiose está associada à anemia, hepato e esplenomegalia, 
taquicardia, febre, inapetência, hemoglobinúria, podendo ser fatal (Schnittger et al., 2022). 
Como afeta gravemente a saúde, tem impacto na produtividade de animais de criação, causando 
abortos, perdas na produção de leite e carne (Bock et al., 2004).   
 Na primeira descrição de N. brasiliensis (atual B. brasiliensis) os autores observaram 
anemia e fraqueza nos dois marsupiais infectados, após o procedimento de esplenectomia 
(Regendanz e Kikuth, 1928). Garcia (1945) descreveu sinais clínicos em D. paraguayensis 
(atual Didelphis pernigra) inoculados experimentalmente com N. equi como perda de apetite, 
palidez das mucosas, perda de peso, icterícia e febre. Enquanto alta temperatura corpórea foi 
relacionada à elevação da parasitemia em didelfídeos das espécies D. albiventris, D. 
marsupialis e Philander opossum (atual P. quica) naturalmente infectados por Babesia ernestoi 
(atual Babesia brasiliensis) (Serra-Freire et al., 1979). Neste estudo, espécimes de D. 
marsupialis submetidos à infecção experimental por este parasito, e induzidos à 
imunossupressão e esplenectomia, demonstraram sinais clínicos como febre, apatia e anorexia, 
com desfecho fatal (Serra-Freira et al., 1979). Sinais clínicos semelhantes foram observados 
em um D. aurita naturalmente infectado por Babesia sp., mantido em cativeiro, como letargia, 
perda de peso, febre, membranas pálidas e ictéricas (Oliveira et al., 2023).  
 Roedores das espécies Mus musculus e Meriones unguiculatus utilizados como modelo 
para infecção experimental de Babesia canis, através da via oral (gavagem), não demonstraram 
alterações em seu estado de saúde durante o experimento, porém o exame histológico realizado 
30 dias após a gavagem, apresentou alterações histopatológicas, como congestão hepática e 
renal (Corduneanu et al., 2020).   
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Áreas de estudo e manipulação de pequenos mamíferos 

Para capturar os pequenos mamíferos deste estudo, foram montadas armadilhas dos 
modelos Sherman® e Tomahawk®, durante quatro a seis noites seguidas nos municípios de 
Ponta Grossa – PG (25°11′58.82″S, 49°57′10.33″W), Cruz Machado - CM (26°4′25.7″S, 
51°25′0.5″W) e Lidianópolis - LD (24°8′15.02″S, 51°38′25.60″W) no estado do Paraná, e de 
Nova Friburgo – NF (22°13′23″S, 42°38′16″W) e Iguaba Grande - IG (22°50' 21.01"S, 
42°13'44.00"W) no estado do Rio de Janeiro, localizados nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, 
respectivamente (Figura 2). 

As áreas de estudo na região sul (Estado do Paraná) estão inseridas no bioma Mata 
Atlântica com presença de pinheiros da espécie Araucaria angustifolia (Floresta ombrófila 
mista) em CM (Figura 3) e apresentando a presença de A. angustifolia e de Campos Naturais 
em PG (Figura 4) (Kottek et al., 2006). O município de LI está localizado na região da floresta 
Semidecídua Sazonal e todas as três áreas de estudo apresentam clima temperado subtropical 
(Figura 5). Nova Friburgo está inserida na região serrana da Mata Atlântica do Rio de Janeiro, 
caracterizada pelo clima tropical de altitude (Figura 6) (Peel et al., 2007). Em contraste, IG está 
localizada na “Região dos Lagos”, onde a captura de roedores ocorreu em vegetação 
característica do ecossistema de restinga, situado ao longo da área costal do bioma Mata 
Atlântica (Figura 7).  

 

 

Figura 2. Mapa demonstrando os municípios com captura de pequenos 
mamíferos no Estado do Rio de Janeiro: Nova Friburgo e Iguaba Grande e 
Estado do Paraná: Cruz Machado, Lidianópolis e Ponta Grossa no período de 
2019 a 2021. 

As expedições para captura de pequenos mamíferos ocorreram entre 2019 e 2022. Em 
NF ocorreram quatro expedições, enquanto nos demais municípios apenas uma. As armadilhas 
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foram vistoriadas e iscadas diariamente pela manhã com mistura de banana, aveia, amendoim 
e bacon. Os espécimes capturados foram removidos para um laboratório de campo com nível 
de biossegurança 3 (D’Andrea et al., 2021; Lemos et al., 2014). Os animais receberam anestesia 
geral (Cloridrato de Quetamina 200mg/kg associada com Cloridrato de Xilazina 20mg/kg), por 
via intramuscular ou intraperitoneal, seguindo protocolo de ética da Fiocruz (L-036/2018). 
Após anestesiados, foi coletado sangue por cardiopunção para elaboração de esfregaços e a 
morte induzida por inoculação de Tiopental Sódico 5% (120 mg/kg), também por via 
intracardíaca. Após constatada a morte do animal, foram coletadas amostras de fígado em 
solução de estabilização RNA Later® para realização de análises moleculares. Posteriormente, 
os roedores foram taxidermizados, identificados através de análises morfológicas, citogenéticas 
e moleculares, e depositados na Coleção de Mamíferos Silvestres Reservatórios (COLMASTO) 
do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ / RJ) (D’Andrea et al., 2021). A coleta de pequenos 
mamíferos foi autorizada pelas licenças SIBIO-ICMBIO 13373 e 63846. 

 

3.2 Elaboração de esfregaços sanguíneos para pesquisa e análises de hemoparasitos 

Foram preparados dois esfregaços sanguíneos por animal, e após secos, fixados em 
metanol absoluto por 10 minutos. Posteriormente, as lâminas foram coradas com corante 
Giemsa (Merck®) na diluição de 1:10 por 45 minutos. Após completa secagem ao ar, as lâminas 
preparadas foram submetidas à microscopia ótica em aumento de 1000x (imersão) utilizando o 
microscópio Olympus BX-51. Para o estudo morfométrico foi utilizado o software CellSens 
Versão Standard 2.1. Foi registrado no caso de Hepatozoon sp. o comprimento e a largura total 
dos gametócitos e de seus núcleos para obtenção da média individual, média geral e desvio 
padrão para cada parâmetro. No caso de Babesia sp. foram registrados o comprimento e a 
largura dos merozoítos, para obtenção da média geral e desvio padrão para cada parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Área de coleta de pequenos mamíferos no município de Cruz Machado, no 
estado do Paraná.



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Área de coleta de pequenos mamíferos no município de Ponta Grossa, no estado do Paraná. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Áreas de coleta de pequenos mamíferos no município de Lidianópolis, no estado do Paraná.  
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Figura 6. Área de coleta de pequenos mamíferos no município de Nova Friburgo, no estado do Rio de Janeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

Figura 7. Área de coleta de pequenos mamíferos no município de Iguaba Grande, no estado do Rio de Janeiro.
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3.3 Análises estatísticas 
O comprimento e a largura de dez gametócitos de Hepatozoon spp. e de seus núcleos 

foram medidos para cada hospedeiro. Os dados gerados foram tabelados para obter as médias 
e o desvio padrão. A normalidade dos dados foi acessada usando o teste de Liliefors. Para 
avaliar potenciais diferenças morfométricas dos gametócitos entre grupos pré-definidos 
(espécies de roedores, localidades e haplótipos) foram aplicados os testes estatísticos de Tukey 
e Kruskal-Wallis, através do programa BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007).  
 

3.4 Extração de DNA 

As amostras de fígado foram conservadas em RNA Later® e, posteriormente, estocadas 
à -80oC. O DNA genômico foi extraído de 25 mg de fígado dos pequenos mamíferos, em 
volume final de 200μL, utilizando o DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), 
de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante (Anexo III). Posteriormente, as 
amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific Inc, 
Wilmington, USA) e padronizadas na concentração de 60 ng/μL.  

3.5 Análises moleculares 

Para verificar a presença de DNA de Hepatozoon spp. foi utilizado o protocolo 
modificado de Ujvari e colaboradores. (2004) que amplifica fragmentos do 18S rDNA (~600 
pb) através de PCR convencional. O volume total da PCR foi de 25 μL contendo 1U Platinum® 
Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,5 mM MgCl2, 1x de Buffer, 10 pmol de cada primer 
(Hep300 e Hep900) e 0,4 mM de dNTPs. Em cada PCR foram utilizados 90 ng de DNA. Em 
cada reação foram incluídos controles negativos (água ultrapura) e controles positivos de 
Hepatozoon canis de sangue de cão que continha gametócitos em esfregaço sanguíneo corado 
(este DNA de sangue de cão faz parte do banco de DNA do Laboratório de Hemoparasitos e 
Vetores/DPA/IV/UFRRJ). 

Posteriormente, para obtenção de fragmentos maiores do gene 18S rDNA (~1600pb), 
amostras de DNA positivas na reação anterior, representativas de cada espécie de roedor e 
marsupial por localidade, foram submetidas a nova reação de nested PCR (nPCR) utilizando 
para a primeira reação (PCR) os primers HAM 1F e HPF 2R (Criado-Fornelio et al., 2006) e 
para a segunda reação (nPCR), EF-M (Kvicerová et al., 2008) e Hep1615R (Quilfeldt et al., 
2018), utilizando o MasterMix Promega®. Em cada reação foram utilizados 1x Master Mix 
(Taq DNA polymerase 50 units/mL, dNTP 400 μM, MgCl2 3 mM), 10 mM de cada primer, 90 
ng de DNA (PCR) ou 1 μL do produto amplificado da primeira reação (nPCR) e água ultrapura 
para completar o volume final de 25 μL. 

As amostras positivas foram submetidas a uma nPCR para amplificação do gene 
Citocromo oxidase subunidade 1 (cox1), utilizando para a PCR os primers Hep_COI_F1 e 
Hep_COI_R1 (Hrazdilová et al., 2021) e para a nPCR os primers Api_LSUG_R (Léveillé et 
al., 2019) e Hep_COI_R2 (Hrazdilová et al., 2021). O volume total da PCR foi de 25 μL 
contendo 1U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1 mM MgCl2, 1x de Buffer, 10 
pmol de cada primer e 0,4 mM de dNTPs. Para as reações convencionais foram utilizados 90 
ng de DNA (PCR) ou 1 μL do produto amplificado nas reações de nested PCR (nPCR) e água 
ultrapura para completar o volume final de 25 μL. 

Os parâmetros de ciclagem e as sequências dos primers utilizados para amplificar 
sequências de Hepatozoon spp. neste estudo estão na tabela 1. 
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Tabela 1. Primers utilizados para amplificação de parasitos do gênero Hepatozoon, nomes dos primers, tipo de reação, sequência dos primers, 
tamanho da banda, condições termais e referência. 

Primers Reação Sequência do primer 
Tamanho 

Condições termais Referência 
(pb) 

Hep300 
PCR 

GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG 
600 94°C por 4 m; 35 ciclos: 94°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 1 m; 72°C por 7 m Ujvari et al., 2004 

Hep900 CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC  

      
HAM 1F 

PCR 
GCCAGTAGTCATATGCTTGTC 

1800 95°C por 5 m; 40 ciclos: 95°C por 45s, 52°C por 45s e 72°C por 1 m; 72°C por 7 m 
Criado-Fornelio et al., 
2006 HPF 2R GACTTCTCCTTCGTCTAAG 

      
EF-M 

nPCR 
AAAACTGCAAATGGCTCATT 

1600 95°C por 5 m; 40 ciclos: 95°C por 45s, 55°C por 45s e 72°C por 1 m; 72°C por 7 m 
Kvicerová et al., 2008 

Hep1615 AAAGGGCAGGGACGTAATC Quilfeldt et al., 2018 

      
4558 

PCR 
GCTAATACATGAGCAAAATCTCAA 

1120 94°C por 3 m; 40 ciclos: 94°C por 1 m, 55°C por 2 m e 72°C por 2 m; 72°C por 7 m 
Mathew et al., 2000 

2733 CGGAATTAACCAGACAAAT Wozniak et al., 1994 

      
Hep_COI_ F1 

PCR 
TAGTAACTACTGAAGGAGCAAGC 

1900 95°C por 5 m; 40 ciclos: 95°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m 
Hrazdilová et al., 
2021 Hep_COI_ R1 GTGTTAYTTCTAGCCCGTATAGG 

      
Api_LSUG-R 

nPCR 
AGATAGGGAACAAACTGYCTCAA 

1800 95°C por 5 m; 40 ciclos: 95°C por 30s, 62°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m 
Levéillé et al., 2019 

Hep_COI_R2 TATCAGGACTCTAATTGCGACAG 
Hrazdilová et al., 
2021 

 

Abreviaturas: pb, pares de base; PCRc, PCR convencional; nPCR, nested PCR, °C. graus centigrados; m, minuto(s); s, segundo(s).  
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Para verificar a presença de DNA de piroplasmas inicialmente foi realizado o protocolo 
modificado de Jefferies e colaboradores (2007) para amplificar uma região parcial (~800 pb) 
de 18S rDNA, utilizando uma reação de nested PCR (nPCR). O volume total das reações foi de 
25 μL contendo 1,5 U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1 mM MgCl2, 1x de 
Buffer, 10 pmol de cada primer BTF1 e BTR1 e 0,4 mM de dNTPs. Na primeira reação foram 
utilizados 90 ng de DNA (PCR), enquanto na segunda reação foi utilizado 1 μL do produto da 
primeira reação (nPCR). Para a segunda reação (nPCR) foram utilizados os primers BTF2 e 
BTR2. Em todas as reações foram incluídos controles negativos (água ultrapura) e controles 
positivos de Babesia canis de sangue de cão (pertencente ao banco de DNA do Laboratório de 
Hemoparasitos e Vetores /DPA/IV/UFRRJ).

Posteriormente, para obtenção de fragmentos maiores de gene 18S rDNA (~1600pb) as 
amostras positivas na reação anterior foram submetidas a uma nova reação de PCR 
convencional utilizando os primers NBabesia1F (Oosthuizen et al., 2008; Bhoora et al., 2009) 
e 18SRev-TB (Matjila et al., 2008; Bhoora et al., 2009). O volume total da reação foi de 25 μL 
contendo 1,5 U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,5 mM MgCl2, 1x de Buffer, 
10 pmol de cada primer e 0,4 mM de dNTPs. Para o sequenciamento dos produtos amplificados 
desta reação foram utilizados, além dos primers citados acima, os primers internos BT18S2F 
(Oosthuizen et al., 2008), BT18S2R (Oosthuizen et al., 2008), BT18S3F (Matjila et al., 2008) 
e BT18S3R (Bhoora et al., 2009).  

Objetivando amplificar cerca de 600 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase 
subunidade III (cox3), dos gêneros Babesia e Theileria, foi realizado o protocolo modificado 
de Schreeg e colaboradores (2016) em todas as amostras deste estudo. Para tal, foi realizada 
uma reação de PCR convencional utilizando os primers Cox3F e Cox3R. O volume total da 
reação foi de 25 μL contendo 1,5 U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,0 mM 
MgCl2, 1x de Buffer, 10 pmol de cada primer e 0,4 mM de dNTPs.  

Posteriormente, as amostras positivas foram submetidas a novas reações objetivando 
amplificar os genes: Citocromo Oxidase subunidade I (cox1), Citocromo B (cytb), hsp70 e ITS-
1. Para amplificar o gene mitocondrial cox1 (~1250 pb), as amostras foram submetidas a uma 
reação de nPCR, utilizando o protocolo modificado de Hrazdilová e colaboradores (2020), 
utilizando os primers descritos por Gou e colaboradores (2012), sendo utilizados para a primeira 
reação (PCR) os primers BaFor1 e BaRev1. Em seguida, para a nPCR foram utilizados os 
primers BaFor2 e BaRev2. O volume total da reação foi de 25 μL contendo 1,5 U Platinum® 
Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,0 mM MgCl2, 1x de Buffer, 10 pmol de cada primer e 
0,4 mM de dNTPs. Para a primeira reação (PCR) foram utilizados 90 ng de DNA, enquanto 
para a segunda reação (nPCR) foi utilizado 1 μL do produto da primeira reação.  

Para amplificar cerca de 1200 pb do gene mitocondrial Citocromo B (cytb) das amostras 
que amplificaram os genes 18S rDNA e cox3, foi utilizado o protocolo modificado de Schreeg 
e colaboradores (2016), realizando uma PCR convencional com os primers cytb forward e 
reverse, utilizando 90 ng de DNA. O volume total da reação foi de 25 μL contendo 1,5 U 
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,0 mM MgCl2, 1x de Buffer, 10 pmol de 
cada primer e 0,4 mM de dNTPs.  

Para amplificar cerca de 740 pb do gene hsp70 foi utilizado o protocolo modificado de 
Mongruel e colaboradores (2022) utilizado os primers hsp70F1 e hsp70R2 (Soares et al., 2011). 
A PCR convencional teve como volume total da reação 25 μL contendo 1,5 U Platinum® Taq 
DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,0 mM MgCl2, 1x de Buffer, 10 pmol de cada primer, 0,4 
mM de dNTPs e 90 ng de DNA.  

Para amplificar cerca de 450 pb do gene ITS-1 foram utilizados os primers descritos por 
Shock e colaboradores (2012) sendo para a reação de PCR utilizados os primers ITS-15C e 
ITS-13B e para a nPCR os primers ITS-15D e ITS-13C. O volume total da reação foi de 25 μL 
contendo 1,5 U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1,0 mM MgCl2, 1x de Buffer, 
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10 pmol de cada primer e 0,4 mM de dNTPs. Para a primeira reação (PCR) foram utilizados 90 
ng de DNA, enquanto para a segunda reação (nPCR) foi utilizado 1 μL do produto da primeira 
reação. 

Os parâmetros de ciclagem e as sequências dos primers utilizados neste estudo para 
amplificar sequências de piroplasmas estão descritos na tabela 2.  

 
3.6 Eletroforese das reações, purificação dos produtos amplificados e sequenciamento 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% por uma 
hora, corados em GelRed Nucleic Acid Stain, 10.000X (Biotium, Hayward, California, USA) 
e observados em transiluminador sob luz ultravioleta. Os produtos amplificados foram 
purificados utilizando o kit Illustra GFX (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) e as amostras 
purificadas foram submetidas ao sequenciamento pelo método Sanger (SANGER et al., 1977) 
utilizando o Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.3.1 (Applied 
Biosystems, EUA), no equipamento ABI3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems™) por 
eletroforese capilar (SANGER) na Rede de Plataformas Tecnológicas da Fiocruz RPT01A (Rio 
de Janeiro).  
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificação de piroplasmas dos gêneros Babesia e Theileria, nomes dos primers, tipo de reação, sequência 
dos primers, tamanho da banda, condições termais e referência. 

 

Gene/Reação Primers Sequência dos primers 
Tamanho 

Condições termais Referência 
(pb) 

18S rDNA      

PCR 
BTF1 GGCTCATTACAACAGTTATAG 

930 94°C por 5 m; 40 ciclos: 94°C por 30s, 58°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m 
Jefferies et al., 
2007 

BTR1 CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC 

nPCR 
BTF2 CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC 

800 94°C por 5 m; 40 ciclos: 94°C por 30s, 62°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m 
BTR2 GGACTACGACGGTATCTGATCG 

      

PCR NBabesia 1F AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT 1600 94°C por 5 m; 40 ciclos: 94°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 1 m; 72°C por 7 m 
Oosthuizen et al., 
2008 

18SRev-TB GAATAATTCACCGGATCACTCG Matjila et al., 2008 

      
cox3      

PCR 
COX3F ACTGTCAGCTAAAACGTATC 

600 94°C por 5 m; 40 ciclos: 94°C por 20s, 56°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m Schreeg et al., 2016 
COX3R ACAGGATTAGATACCCTGG  

      
cox1      

PCR 
BaFor1 ATWGGATTYTATATGAGTAT 

1250 95°C por 5 m; 35 ciclos: 95°C por 15s, 45°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m Gou et al., 2012 
BaRev1 ATAATCWGGWATYCTCCTTGG 

      

nPCR 
BaFor2 TCTCTWCATGGWTTAATTATGATAT 

975 95°C por 5 m; 35 ciclos: 95°C por 15s, 57°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 7 m Gou et al., 2012 
BaRev2 TAGCTCCAATTGAHARWACAAAGTG 

      
cytb      

PCR 
CytbF TTAGTGAAGGAACTTGACAGGT 

1298 94°C por 5 m; 50 ciclos: 94°C por 20s, 56°C por 30s e 68°C por 1m; 72°C por 7 m Schreeg et al., 2016 
CytbR CGGTTAATCTTTCCTATTCCTTACG 

 

Abreviaturas: pb, pares de base; PCRc, PCR convencional; nPCR, nested PCR, °C. graus centigrados; m, minuto(s); s, segundo(s).
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Tabela 2 (continuação). Primers utilizados para amplificação de piroplasmas dos gêneros Babesia e Theileria, nome do primer, tipo de reação, 
sequência dos primers, tamanho da banda, condições termais e referência. 

 

Gene/Reação Primers Sequência dos primers 
Tamanho 

Condições termais Referência 
(pb) 

hsp70      

PCR 
hsp70F1 CATGAAGCACTGGCCHTTCAA 

740 95°C por 5 m; 35 ciclos: 95°C por 15s, 60°C por 30s e 72°C por 30s; 72°C por 5 m Soares et al., 2021 
hsp70R1 GBAGGTTGTTGTCCTTVGTCAT 

      
ITS-1      

PCR ITS-15C CGATCGAGTGATCCGGTGAATTA 500-800 94°C por 1 m; 35 ciclos: 94°C por 30s, 52°C por 30s e 72°C por 1m; 72°C por 5 m 

Shock et al., 2012 
ITS-13B GCTGCGTCCTTCATCGTTGTG 

     

nPCR 
ITS-15D AAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 

450 94°C por 1 m; 35 ciclos: 94°C por 30s, 49°C por 30s e 72°C por 1m; 72°C por 5 m 
ITS-13C TTGTGTGAGCCAAGACATCCA 

 

Abreviaturas: pb, pares de base; PCRc, PCR convencional; nPCR, nested PCR, °C. graus centigrados; m, minuto(s); s, segundo(s). 
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3.7 Análises filogenéticas 

As sequências deste estudo foram editadas no programa Geneious Prime 2023.0.3 
(https://www.geneious.com), a partir de comparação com sequências homólogas, através da 
ferramenta BLASTn (Benson et al., 2002) e, após analisadas, foram depositadas no GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências consenso geradas foram alinhadas pelo método 
Clustal W no programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021) e suas extremidades removidas para 
obter sequências de mesmo tamanho para gerar duas árvores para a análise filogenética de 
Hepatozoon spp.: uma utilizando sequências curtas (>500 pb) e outra com sequências longas 
(~1600 pb). Para isso foi criado um banco de dados com sequências de Hepatozoon spp. 
selecionadas de acordo com os critérios: (a) sequências obtidas de vertebrados, (b) da mesma 
região do gene 18S rDNA das sequências deste estudo e (c) com tamanho superior à 500 pb, e 
sequências de outros membros da subordem Adeleorina: Hemogregarina spp., Karyolysus 
paradoxa e Dactylosoma spp. (Anexo IV). Para o enraizamento das árvores na análise 
filogenética de Hepatozoon spp. foram escolhidas espécies do gênero Dactylosoma como grupo 
externo, por pertencerem a mesma subordem e terem sido utilizados com este propósito em 
outras publicações (Alabi et al., 2021; André et al., 2022; Pacheco et al., 2025), demonstrando 
uma proximidade suficiente para ser utilizado como ponto comparativo com o gênero de 
interesse.  

Para as análises filogenéticas de piroplasmas as sequências consenso geradas foram 
alinhadas pelo método Clustal W no programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021) e suas 
extremidades removidas para obter sequências de mesmo tamanho para gerar duas árvores para 
a análise filogenética de 18S rDNA de piroplasmas: uma utilizando sequências curtas (>500 pb) 
e outra com sequências longas (~1600 pb). O banco de dados foi criado com sequências de 
Babesia spp. selecionadas de acordo com os critérios: (a) sequências obtidas de vertebrados, 
(b) da região homóloga do gene 18S rDNA das sequências deste estudo e (c) com tamanho 
correspondente às sequências geradas neste estudo, além de sequências de outros piroplasmas 
(Cytauxzoon spp., Theileria spp. e piroplasmas) e do grupo externo, Cardiosporidium cionae. 
Para o enraizamento das árvores dos outros genes, foram utilizadas sequências de piroplasmas 
seguindo o mesmo critério e como grupo externo a sequência de Plasmodium falciparum 
(AY283019). Estes táxons foram escolhidos como grupo externo por terem sido utilizado com 
este propósito em outras publicações (Barbosa et al., 2019; Gonçalves et al., 2021; Jalovecka 
et al., 2019; Mongruel et al., 2022; Oliveira et al., 2023; Pacheco et al., 2025).   

Para a inferência bayesiana, a partir do alinhamento, foi construído um arquivo nexus 
no software Mesquite 3.81 (Maddison e Maddison, 2023) para o Mr. Bayes 3.2.7 da plataforma 
CIPRES (Miller et al., 2010), utilizando o método de Markov Chain Monte Carlo sob o modelo 
GTR + I + G por 10.000.000 gerações, sendo as árvores sumarizadas com descarte de 25% 
(“burn in”). Com o software Tracer 1.7.2 foi analisado o “effective sample size” (ESS) dos 
MCMCs (Rambaut et al., 2018). As árvores consenso foram visualizadas no FigTree 1.4.1 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), exportadas como arquivo .svg e editadas no Inskape 
1.3 (https://inkscape.org).  

Para a análise de máxima verossimilhança o arquivo alinhado em formato FASTA foi 
convertido para o formato Phylip no programa DnaSP 6.12.03 (Rozas et al., 2017). O melhor 
modelo de substituição nucleotídica utilizado foi determinado pelo programa jModelTest2 
(Guindon e Gascuel, 2003) na plataforma CIPRES (Miller et al., 2010), sob o critério de 
Informação de Akaike (AIC).  Para a análise de Hepatozoon spp. (18S rDNA) foi utilizado TN93 
+ G (gamma distribution, gd = 0.2590) e para a análise de piroplasmas: 18S rDNA - HKY85 + 
G (gd = 0.310), cox1- GTR + I + G (I = 0.293, gd = 0.579), cox3 - HKY85 + G (gd = 2.306) e 
cytb - GTR + G (gd = 1.230). O arquivo em formato Phylip foi submetido à plataforma PhyML 
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(Guindon et al., 2010) para gerar uma árvore de máxima verossimilhança com 1.000 réplicas 
(bootstrap).  

A divergência evolutiva geral, intergrupo (entre os diferentes clados) e intragrupo 
(dentro dos clados) foi estimada utilizando o alinhamento do gene 18S rDNA através do método 
p-distance (distribuição gama =1) no software MEGA11 (Tamura et al., 2021). Adicionalmente, 
análises de polimorfismo como número de sítios polimórficos (S), número de haplótipos (H), 
diversidade haplotípica (Hd), diversidade nucleotídica (π) e frequência de haplótipos entre as 
sequências deste estudo foram obtidas no programa DnaSP 6.12.03 (Rozas et al., 2017). As 
análises excluíram gaps e consideraram os sítios invariáveis.  

Posteriormente, para demonstrar a frequência de haplótipos de Hepatozoon spp. de 
roedores do Brasil e Chile foi construída uma rede de haplótipos utilizando o método de 
median-joining (MJ) através do software PopART v.1.7 (http://popart.otago.ac.nz). Análises de 
variância molecular (AMOVA) e o índice de fixação (Fst) (Wright, 1978) foram calculados para 
as sequências do Brasil e Chile usando o software Arlequim 3.5.2.2 (Excoffier e Lischer, 2010). 
A AMOVA foi usada para testar a variabilidade genética entre e dentro dos grupos. O índice de 
fixação foi usado para medir os níveis de diferenciação genética entre haplótipos dos dois países 
(Brasil e Chile). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Distribuição dos pequenos mamíferos analisados 

No total foram analisados 309 pequenos mamíferos, sendo 20 da ordem 
Didelphimorphia e 289 da ordem Rodentia (Tabela 1). Os marsupiais didelfídeos pertencem a 
três espécies: Didelphis aurita, Monodelphis americana Müller, 1776 e Philander quica, 
enquanto os roedores pertencem a 14 espécies de roedores silvestres da família Cricetidae: 
Akodon cursor Winge, 1887, Akodon montensis Thomas, 1913, Akodon paranaenses Christoff 
et al., 2000, Delomys sublineatus Thomas, 1903, Euryoryzomys russatus Wagner, 1848, 
Juliomys ossitenuis Costa et al., 2007, Necromys lasiurus Lund, 1841, Oligoryzomys flavescens 
Waterhouse, 1837, Oligoryzomys nigripes Olfers, 1818, Oxymycterus nasutus Waterhouse, 
1837, Oxymycterus quaestor Thomas, 1903, Sooretamys angouya Fischer, 1814 e Thaptomys 
nigrita Lichtenstein, 1829 e duas espécies de sinantrópicos da família Muridae, Mus musculus 
Linnaeus, 1758 e Rattus rattus Linnaeus, 1758. No total foram coletados 149 espécimes no 
Estado do Rio de Janeiro, sendo 30 em Iguaba Grande - IG (25 roedores e 5 marsupiais) e 119 
em Nova Friburgo - NF (109 roedores e 10 marsupiais), enquanto 160 espécimes foram 
capturados no Estado do Paraná, entre 52 roedores em Cruz Machado - CM, 48 roedores em 
Lidianópolis - LD e 60 espécimes em Ponta Grossa - PG (55 roedores e 5 marsupiais). Ponta 
Grossa apresentou a mais alta diversidade de pequenos mamíferos, com 11 diferentes espécies 
amostradas, enquanto Iguaba Grande a menor, com apenas duas espécies. Entre os pequenos 
mamíferos amostrados, Akodon montensis foi a espécie mais abundante (n = 106), seguida por 
Oligoryzomys nigripes (n = 40) e Akodon cursor (n = 29). Entre as espécies sinantrópicas, Mus 
musculus foi a mais abundante (n = 42) (Tabela 3). 

Tabela 3. Pequenos mamíferos capturados de acordo com a ordem, espécie, área de estudo, 
número total por espécie e número total. 

Ordem Espécie 
Áreas de estudo   

PG CM LD IG NF total 
Rodentia  

     
 

 Akodon cursor     29  29 

 Akodon montensis 5 26 30  45 106 

 Akodon paranaensis 11     11 

 Delomys sublineatus     1 1 

 Euryoryzomys russatus  5     5 

 Juliomys ossitenuis 1     1 

 Mus musculus   1 16 25  42 

 Necromys lasiurus  2  1   3 

 Nectomys squamipes 1     1 

 Oligoryzomys flavescens 4     4 

 Oligoryzomys nigripes 18 12 1  9 40 

 Oxymycterus nasutus 6     6 

 Oxymycterus quaestor      16 16 

 Rattus rattus  2   8 10 

 Sooretamys angouya  11   1 12 

 Thaptomys nigrita 2     2 
 Total de roedores 55 52 48 25 109 289 
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Tabela 3 (continuação). Pequenos mamíferos capturados de acordo com a ordem, espécie, área 
de estudo, número total por espécie e número total. 

Ordem Espécie Áreas de estudo  
   PG CM LD IG NF total 
Didelphimorphia        

 Didelphis aurita     8 8 

 Monodelphis americana     2 2 

 Philander quica 5   5  10 
 Total de marsupiais 5   5 10 20 

  Total por município 60 52 48 30 119 309 
 

4.2 Análises morfométricas de gametócitos de Hepatozoon spp. 

Foram detectados gametócitos de Hepatozoon spp. em esfregaços sanguíneos de 10% 
(31/309) dos pequenos mamíferos amostrados, que pertencem às espécies de roedores: A. 
cursor (n=2, NF), A. montensis (n=28: dois indivíduos em PG, nove em NF e 17 em CM) e O. 
nigripes (n=1, CM). O comprimento e largura médios dos gametócitos e de seus núcleos foram 
calculados por espécies e localidade de captura e são apresentados com medidas reportadas em 
outros estudos (Tabela 4). Não foram observados gametócitos de Hepatozoon sp. em esfregaços 
de sangue de marsupiais deste estudo. Os gametócitos apresentavam formato alongado e ovóide 
com coloração azul claro, localizados dentro de leucócitos ou livres na corrente sanguínea. Seus 
núcleos levemente condensados e de aspecto granular, localizados no centro ou em uma das 
extremidades (Figura 8). Um caso de dupla infecção dentro de um leucócito foi observado 
durante a análise morfológica de um espécime de A. montensis de Cruz Machado (Figura 8E, 
seta espessa).  

 

Tabela 4. Dados morfométricos de cápsulas e núcleos de diferentes espécies de Hepatozoon 
detectados em roedores encontrados na literatura e neste estudo. 

Espécie de 
parasito Hospedeiro intermediário País 

Cápsula 
(μM)* 

Núcleo 
(μM)* Referência 

H. perniciosum Rattus norvegicus USA 12 x 6 - Miller, 1908 
H. akodoni Akodon fuliginosus Brasil 10 x 3,5 4 x 2,5 Carini e Maciel, 1915 

Hepatozoon sp. 
Sigmodon hispidus e 
Peromyscus leucopus USA 9,6 x 3,6 7,5 x 3,0 Johnson et al., 2007 

H. erhardovae Clethrionomys glareolus Polônia 9,4 x 3,4 4,8 x 2,5 Karbowiak et al., 2005 
Hepatozoon sp. Microtus oeconomus Polônia 9,4 x 3,3 4,8 x 2,4 Karbowiak et al., 2005 
H. milleri Akodon montensis Brasil 10,9 x 4,9 5,6 x 3,8 Demoner et al., 2019 
H. griseisciuri Sciurus carolinensis Canadá 10,9 x 4,1 5,4 x 3,1 Léveillé et al., 2020 
Hepatozoon sp. Akodon montensis - CM Brasil 10,95 x 4,52 5,89 x 3,44 Este estudo 
Hepatozoon sp. Akodon montensis - NF Brasil 10,65 x 4,69 5,92 x 3,64 Este estudo 
Hepatozoon sp. Akodon montensis - PG Brasil 10,23 x 4,44 6,49 x 2,96 Este estudo 
Hepatozoon sp. Akodon cursor - NF Brasil 10,49 x 4,77 5,83 x 3,59 Este estudo 
Hepatozoon sp. Oligoryzomys nigripes - CM Brasil 10,13 x 4,40 6,54 x 3,22 Este estudo 
*Comprimento x largura média. 
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Figura 8. Gametócitos (setas) em sangue periférico de roedores. A. Gametócito 
observado em célula mononuclear de Oligoryzomys nigripes (PQ807554, CM). B. 
Gametócito observado em célula mononuclear de Akodon cursor (PQ807526, NF). 
C. Gametócito observado em célula mononuclear de Akodon montensis (PQ807563, 
PG). D. Gametócito livre observado em esfregaço sanguíneo de A. montensis 
(PQ807542, CM). E. Gametócito observado em célula mononuclear de A. montensis 
(PQ807538, CM). A seta preta espessa demonstra dois gametócitos parasitando a 
mesma célula. F. Quatro gametócitos observados em esfregaço sanguíneo de A. 
montensis (PQ807537, CM). Fonte: Freitas et al., 2025. Escala: 10 µm. 
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A análise morfométrica de gametócitos de A. montensis revelou que os espécimes de 
CM eram significantemente maiores que os de NF (p < 0.05) e PG (p < 0.01). Os comprimentos 
dos núcleos de gametócitos de PG foram significantemente maiores que os de CM (p < 0.05) e 
NF (p < 0.01). Diferenças significativas também foram observadas nas larguras nucleares 
médias entre os gametócitos de CM e NF (p < 0.05), CM e PG (p < 0.01) e NF e PG (p < 0.01) 
(Tabela 5). Não foram observados gametócitos nos esfregaços sanguíneos dos marsupiais 
analisados (n = 20). 

 

Tabela 5. Médias de comprimento e largura de gametócito de Hepatozoon spp. 
observados em roedores deste estudo, de acordo com a localidade. 

 

Espécies N 
Média 
(µM) 

  
DP (µM) 

Valores limites   

  Mínimo (µM) Máximo (µM)      p-valor 

Comprimento 
gametócito               

Cruz Machado 165 10,95 a 0,72 8,90 13,90 < 0.05 

Nova Friburgo 45 10,65 b 0,71 8,69 12,05 < 0.01 

Ponta Grossa 11 10,23 b 1,10 8,12 12,26 ns 

Largura 
gametócito               

Cruz Machado 165 4,52 a 0,44 3,29 5,86 

0,082 Nova Friburgo 45 4,69 a 0,53 3,33 5,64 

Ponta Grossa 11 4,44 a 0,59 3,56 5,55 

Comprimento 
núcleo               

Cruz Machado 165 5,89 a 0,91 3,16 8,38 ns 

Nova Friburgo 45 5,92 a 1,12 3,76 8,72 < 0.01 

Ponta Grossa 11 6,49 b 0,95 4,12 8,01 < 0.05 

Largura 
núcleo               

Cruz Machado 165 3,44 a 0,44 2,41 4,72 < 0.05 

Nova Friburgo 45 3,64 b 0,61 2,15 5,77 < 0.01 

Ponta Grossa 11 2,96 c 0,72 1,92 4,29 < 0.01 

Abreviações: N, número de gametócitos analisados; DP, desvio padrão; ns, não 
significativo.Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem 
significativamente pelo teste de Tukey. Lidianópolis e Iguaba Grande não apresentaram o 
número mínimo de gametócitos necessários para a análise estatística.
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4.3. Detecção e análise filogenética de Hepatozoon spp. 

No ensaio de PCR para detecção de Hepatozoon spp., das 309 amostras analisadas, 75 
amostras (23,3%) pertencentes a sete espécies de roedores (A. cursor, A. montensis, M. 
musculus, O. nigripes, O. nasutus, O. quaestor e S. angouya) amplificaram um fragmento (~600 
pb) e duas espécies de marsupiais (M. americana e P. quica) amplificaram um fragmento com 
tamanho entre 300 e 400 pb do 18S rDNA de Hepatozoon sp. (Tabela 6). Estas amostras 
positivas pertenciam a pequenos mamíferos coletados em PG (A. montensis e O. nasutus, 4/60, 
6,66%), NF (A. montensis, A. cursor, M. domestica e O. quaestor 38/119, 31,93%), CM (A. 
montensis, M. musculus, O. nigripes e S. angouya, 30/52, 57,69%), LI (A. montensis e M. 
musculus, 2/48, 4,16%) e IG (P. quica, 1/5, 20%) (Tabela 6). Não foram detectadas infecções 
por Hepatozoon spp. em roedores das espécies A. paranaensis, D. sublineatus, J. ossitenuis, N. 
lasiurus, N. squamipes, O. flavescens, T. nigrita e R. rattus, bem como em marsupiais da espécie 
Didelphis aurita. A mais alta prevalência entre as diferentes localidades foi detectada em CM 
(57,69%) e NF (31,09%), enquanto LI exibiu a mais baixa prevalência (4,16%). As espécies de 
roedores com mais elevada prevalência de infecção por este parasito foram A. montensis 
(45,28%, 48/106) e S. angouya (45,45%, 5/11) (Tabela 6). As sequências obtidas em marsupiais 
não foram inseridas na análise filogenética devido ao tamanho inferior a 500 pb, o que 
impossibilitou a separação dos haplótipos.  

Todas as 72 amplificações foram submetidas ao sequenciamento objetivando confirmar 
a infecção por Hepatozoon spp.. Para a análise filogenética foram utilizadas 41 sequências 
obtidas de roedores, destas, 31 foram obtidas de animais com gametócitos observados em 
lâminas de esfregaço sanguíneo. As 41 sequências de roedores deste estudo utilizadas na análise 
filogenética foram depositadas no GenBank sob os números de acesso PQ807526-66. As 
demais 31 sequências obtidas em roedores foram depositadas no GenBank sob números de 
acesso PX667849-79.   

As análises de BLASTn das sequências detectadas em roedores representativas dos 
haplótipos de Hepatozoon deste estudo demonstraram similaridade com sequências 
previamente obtidas de roedores do Brasil, com identidade 99,81% a 100% (Tabela 7). As 
análises bayesianas apresentaram valores de ESS superiores a 200, demonstrando a robustez da 
amostragem. 

As análises de BLASTn das sequências obtidas em marsupiais demonstraram que a 
sequência obtida em P. quica (IG) demonstrou identidade de 99,32% com Hepatozoon colubri 
(MN723844) detectada em serpente Zamenis longissimus no Irã e as sequências obtidas em M. 
americana (NF) demonstraram 100 % de identidade com sequências de Hepatozoon sp. obtidas 
em roedores neste estudo nos municípios de NF e CM, respectivamente (PQ807530 e 
PQ807554). Estes resultados não foram incluídos na tabela 7. 
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Tabela 6. Prevalência de Hepatozoon spp. de acordo a espécie hospedeira por município estudado e prevalência total por espécie de 
hospedeiro. 

Espécie 
Áreas de estudo 

 n/total (prevalência) 
PG CM LD NF IG 

Akodon cursor     6/29 (20,68%)   6/29 (20,68%) 

Akodon montensis 3/5 (60%) 18/26 (69,23%) 1/30 (3,33%) 26/45 (57,77%)  48/106 (45,28%) 

Monodelphis americana    2/2 (100%)  2/2 (100%) 

Mus musculus  1/1 (100%) 1/16 (6,25%)  
 2/42 (4,76%) 

Oligoryzomys nigripes 0/18 6/12 (50%) 0/1 0/9  6/40 (15%) 

Oxymycterus nasutus 1/6 (16,66%)    
 1/6 (16,66%) 

Oxymycterus quaestor     3/16 (18,57%)  3/16 (18,75%) 

Philander quica     1/5 (20%) 1/5 (20%) 

Sooretamys angouya   5/11 (45,45%)   0/1  5/12 (38,46%) 

Abreviações: PG, Ponta Grossa; CM, Cruz Machado; LD, Lidianópolis; IG, Iguaba Grande; NF, Nova Friburgo; n, número de infectados. 

 

Tabela 7. Resultados das análises de BLASTn das sequências de 18S rDNA representativas de haplótipos de Hepatozoon spp. 
detectados em roedores neste estudo, demonstrando o código de acesso ao GenBank das sequências deste estudo, a relativa espécie de 
hospedeiro e localidade de captura, código de acesso ao GenBank dos melhores resultados e dados da análise. 

Haplótipos GenBank ID 
Hospedeiro / 
Localidade 

Melhor resultado de Blast 
ID 

Hospedeiro / 
Localidade 

Identidade Query coverage 
E-value 

(%) (%) 

Hap 1 PQ807534 O. quaestor / RJ 
OM033660 e OM033663  Akodon sp., SP 

99,81 100 0.0 
OM033661 e OM033662 E. russatus, SP 

Hap 2 PQ807561, PQ807565 
M. musculus, O. 
nasutus / PR MH111420 Calomys callidus, MT 99,84 100 0.0 

Hap 3 PQ807530 A. cursor / RJ 
OM033663, Akodon sp., SP  Akodon sp., SP 

100 100 0.0 
OM033660, Akodon sp., SP  Akodon sp., SP 

Hap 4 PQ807539 A. montensis / PR 
OM033660 e OM033663  Akodon sp., SP 

99.94 100 0.0 
OM033661 e OM033662 E. russatus, SP 

Abreviações: ID, código GenBank; MT, estado de Mato Grosso; PR, estado do Paraná; RJ, estado do Rio de Janeiro; SP, estado de São Paulo.
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Na análise filogenética construída com 114 sequências parciais de 18S rDNA (BI1), as 
108 sequências de Hepatozoon spp. se agruparam em cinco clados: Clado A – Hepatozoon spp. 
de roedores e répteis de diversas partes do mundo, bem como a de marsupial do Brasil 
(KX776354) (probabilidade posterior, pp = 0,92; bootstrap, bt = 31,7); Clado B - Hepatozoon 
spp. de anfíbios (pp = 1; bt = 99,7); Clado C – Hepatozoon spp. de serpentes (pp = 1; bt = 90,1); 
Clado D – Hepatozoon spp. de marsupiais do Chile (pp = 1; bt = 98,7) e Clado E – Hepatozoon 
spp. de carnívoros (pp = 1; bt = 100) (Figura 9).  

  As sequências obtidas neste estudo em roedores estão inseridas no clado A, formando 
um subclado com outras sequências previamente obtidas de roedores do Brasil (pp = 0,98; bt = 
57,1), incluindo a sequência representativa da espécie H. milleri (KU667308), identificada em 
A. montensis do Estado de São Paulo, Brasil. A análise de polimorfismo das 41 sequências de 
Hepatozoon spp. (519 pb) obtidas em roedores neste estudo revelaram os seguintes valores: S 
= 3, Hd = 0.577, π = 0.00151 e quatro haplótipos:  Hap 1 (n=1), Hap 2 (n=2), Hap 3 (n=17) e 
Hap 4 (n=21). Posteriormente, a análise das 31 sequências não incluídas na análise filogenética, 
acrescentou mais uma sequência obtida em O. quaestor ao haplótipo 1 (NF), 20 sequências ao 
haplótipo 3, obtidas em 17 A. montensis, dois A. cursor e um O. nigripes (NF) e cinco ao 
haplótipo 4, obtidas em um A. montensis, quatro O. nigripes e um S. angouya (CM). 
Infelizmente três sequências de A. montensis (NF) e uma sequência de O. nigripes (CM) não 
puderam ser incluídas nesta análise por serem curtas (< 500 pb). 

As cores dadas a cada haplótipo são as mesmas usadas na Figura 10, indicando suas 
respectivas áreas de ocorrência. A frequência dos diferentes haplótipos deste estudo 
(PQ807526-66) também são apresentadas na Figura 10. A divergência evolutiva geral foi de 
3%, enquanto a variabilidade genética entre o Clado A e os outros clados foi de 5% para os 
Clados B e E, de 6% para o clado C e de 3% para o clado D.  
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Figura 9. Relação filogenética de Hepatozoon spp. com base no 18S rDNA com um conjunto final de dados de 519 pb e 114 
sequências. A árvore filogenética foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências detectadas em 
roedores neste estudo estão destacadas nas cores verde, vermelho, laranja e azul. Dactylosoma ranarum (HQ224957) foi usado 
como grupo externo. Suportes (IB/ML), *suporte não observado na árvore. Fonte: Freitas et al., 2025.
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Figura 10: Mapa de parte das regiões Sul e Sudeste do Brasil demonstrando as áreas 
de estudo e a frequência dos haplótipos de Hepatozoon spp. detectados em roedores. 
Os gráficos de haplótipos foram colocados sobre as áreas estudadas nos Estados do 
Paraná (CM, LI e PG) e Rio de Janeiro (IG e NF). Fonte: Freitas et al., 2025. 
Abreviações: CM, Cruz Machado; IG, Iguaba Grande; LI, Lidianópolis; NF, Nova 
Friburgo; PG, Ponta Grossa. Este mapa foi criado usando QGIS versão 3.42.0 
[https://qgis.org/ (acessado em 14 Março de 2025)]. 

 

A segunda análise de BI (2), com 37 fragmentos de 1605 pb, revelou uma topologia de 
árvores semelhante a análise prévia (BI 1). As sequências representativas dos haplótipos 1, 3 e 
4 deste estudo se mantiveram próximas às sequências obtidas de roedores do Brasil (OM033660 
- OM033663), com forte suporte estatístico (pp = 1; bt = 0,98) (Figura 11). Não foi possível 
obter uma sequência longa do haplótipo 2.  

Para esta análise, a distância genética geral foi de 4%, enquanto as distâncias entre o 
Clado A e os outros clados foi de 6% para o Clado B, 5% para os Clados C e E e 3% para o 
Clado D. 



36 
 

 

 

 

Figura 11. Relação filogenética de Hepatozoon spp. com base no 18S rDNA com um conjunto de dados final de 1605 pb e 37 sequências. 
A árvore filogenética foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências detectadas neste estudo estão 
destacadas nas cores verde, azul e vermelho. Dactylosoma kermiti (MN879398) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML).  Fonte: 
Freitas et al., 2025.
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A rede de haplótipos foi construída com as sequências deste estudo (n = 41) e com 20 
sequências obtidas no GenBank de roedores do Brasil (n = 15) e Chile (n = 5) (Figura 12). A 
análise de diversidade genética destas 61 sequências resultou em S = 32, Hd = 0.718, π = 
0.00641 e 11 haplótipos foram identificados. Os haplótipos analisados formaram quatro 
haplogrupos originados a partir de uma sequência ancestral (não amostrada) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Rede de haplótipos formada a partir de sequências de 18S 
rDNA (519 pb) de Hepatozoon spp. detectadas em pequenos roedores 
do Brasil (Haplótipos 1 a 8, fundo azul claro) e do Chile (Haplótipos 9 
a 11, fundo rosa claro). O tamanho dos círculos varia de acordo com o 
número de sequências pertencentes a cada haplótipo. Eventos 
mutacionais são representados por traços verticais. Os haplótipos 
encontrados neste estudo (1 a 4) estão coloridos de acordo com as cores 
usadas nas sequências utilizadas nas árvores filogenéticas (Figuras 9 e 
11). Fonte: Freitas et al., 2025. 

 

Com base na formação dos haplótipos, o comprimento dos gametócitos do haplótipo 4 
(n = 153, média = 10,951, DP = 0,726) foi estatisticamente maior do que os do haplótipo 3 (n 
= 96, média = 10,682, DP = 0,817) (p < 0.01) (Tabela 8). Não foram detectados gametócitos 
nos esfregaços sanguíneos das amostras dos haplótipos 1 e 2.  

A variação genética entre os países foi de 56,78% (Fst = 0.567; p < 0.01) e a variação 
genética dentro dos países foi de 43,22%. Os valores de Fst revelaram diferenças genéticas 
significativas entre os países (Fst = 0.567; p < 0.01). 
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Tabela 8. Médias do comprimento e largura dos gametócitos e do comprimento e largura do 
núcleo de Hepatozoon spp., de acordo com os haplótipos detectados neste estudo. 

 

Espécies N 
Média 
(µM) 

  
DP (µM) 

Valores limites   
  Mínimo (µM) Máximo (µM) p-valor 

Comprimento gametócito               

Haplótipo 3 96 10,68 a 0,82 8,12 12,26   

Haplótipo 4 153 10,95 a 0,73 8,90 13,91 < 0.01 

Largura gametócito               

Haplótipo 3 96 4,59 
  
a 0,51 3,33 5,65   

Haplótipo 4 153 4,55 a 0,46 3,29 5,86 0,56 
Comprimento núcleo               

Haplótipo 3 96 6,05 a 1,14 3,76 8,72   

Haplótipo 4 153 5,94 a 0,92 3,16 8,98 0,58 

Largura núcleo               

Haplótipo 3 96 3,49 a 0,66 1,56 5,77   

Haplótipo 4 153 3,37 b 0,51 2,19 4,72 0,11 
 

Abreviações: n, número de gametócitos analisados; dp, desvio padrão. Valores seguidos por letras diferentes na 
mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey. Os haplótipos 1 e 2 não apresentaram o número 
mínimo de gametócitos necessários para a análise estatística.  

 

Os resultados referentes à Hepatozoon spp. de roedores já foram publicados na revista 
Pathogens, 2025, volume 14, número 756, página 1 a 18 (Anexo VIII). 

 

4.4 Análises morfométricas de merozoítos de Babesia sp. 

 Foram observados merozoítos de Babesia sp. dentro de eritrócitos nos esfregaços 
sanguíneos de marsupiais da espécie P. quica capturados em PG (2/5, 40%) e IG (2/5, 40%). 
Não foram observadas formas livres. Os merozoítos apresentavam formato de anel ou ovóide, 
com citoplasma pálido e presença de cromatina densa na periferia, sendo mais basofílica. Essas 
estruturas foram observadas em dois marsupiais de PG com observação de 33 merozoítos 
(média = 2,08 x 1,77 µm) e em dois marsupiais de IG com observação de 28 merozoítos (média 
= 2,34 x 2,15 µm) e a média geral foi de 2,15 a 2,34 µm (Figura 13). Não foram observadas 
diferenças morfológicas entre os merozoítos encontrados nas diferentes localidades. 
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Figura 13. Merozoítos intraeritrocíticos de Babesia spp. (setas) observados em 
esfregaços de sangue de Philander quica de Ponta Grossa (A, C, F), no Paraná e Iguaba 
Grande (B, D, E), no Rio de Janeiro. Estruturas em forma de anel (A, C e E) e formas 
ovóides (B, D e F) (Escala: 10 µm).  
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4.5 Detecção e Análise filogenética de Babesia sp. 

 Baseado na PCR convencional para detecção de piroplasmas, das 309 amostras 
analisadas, sete (7/309, 2,26%) amplificaram uma sequência parcial do gene 18S rDNA (~800 
pb) e do gene cox3 (~600 pb), sendo cinco de marsupiais da espécie P. quica: dois espécimes 
capturados em IG (2/5, 40%) e três em PG (3/5, 60%) e dois roedores; um M. musculus 
capturado em IG (1/25, 4%) e um O. nasutus capturado em PG (1/6, 16,6%). Posteriormente, 
sequências longas do gene 18S rDNA (~1600 pb) foram obtidas com sucesso apenas das 
amostras positivas dos marsupiais P. quica (n = 5). Em seguida, amplificações do gene cox1 
(~1000 pb) foram obtidas das amostras dos cinco marsupiais e do roedor O. nasutus, além de 
amplificações do gene cytb (~1300 pb) de quatro amostras de marsupiais, duas de IG e duas de 
PG. Não foram obtidas amplificações utilizando os genes hsp70 e ITS-1.  
 As análises de BLASTn foram feitas com as cinco sequências longas (~1500 pb) do 
gene 18S rDNA obtidas dos marsupiais da espécie P. quica capturados em IG (n=2) no Rio de 
Janeiro e PG (n=3) no Paraná, e demonstraram maior similaridade com as sequências obtidas 
de marsupiais da espécie D. aurita recolhidos em centros de recolhimento de animais silvestres 
no Rio de Janeiro. As sequências de cox3 e cox1 obtidas em P. quica do RJ demonstraram uma 
baixa similaridade (81,49%) com Cytauxzoon paradoxurus (PV402287) recuperada de 
Paradoxurus hermaphroditus em Singapura e as sequências obtidas em PG demonstraram 
baixa similaridade (80,51 a 80,59%) com B. vogeli (PV565254) recuperada de cão no Uruguai. 
A análise de BLASTn das sequências de cox1 obtidas em P. quica do RJ e PG demonstraram 
similaridade de 100% e 97%, respectivamente, com a sequência de Babesia sp. obtida em D. 
albiventris (MW308131) em Brasília (Tabela 9).  

Na árvore filogenética construída com 94 sequências parciais (511 pb) de 18S rDNA de 
piroplasmas, as sequências obtidas neste estudo agruparam-se isoladas em um clado com 
sequências detectadas em marsupiais e tatus (xenartras) do Brasil obtidas em outros estudos 
com suporte considerável (pp = 0,99; bt = 68,1), estando próxima ao clado irmão do grupo 
“Babesia Western” com baixo suporte (pp = 0,56, bt = 21,9) (Figura 14). Os clados se dividiram 
em dez, como descrito por Jalovecka e colaboradores (2019), com acréscimo de novos clados 
de piroplasmas obtidos em animais silvestres (Gonçalves et al., 2021, Ikeda et al., 2021, 
Mongruel et al., 2022, Krawczak et al., 2023 e Oliveira et al., 2023).   
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Tabela 9. Resultados de BLASTn das sequências dos genes 18S rDNA (~1500 pb), cox3, cox1 e cytb obtidas em 
pequenos mamíferos neste estudo.  

 
Ident.  Gene Hosp / Localização Melhor resultado Blastn Hosp / Localização ID % QC % E-value 

IG1 18S Philander quica / RJ OP7511797, OP751800 Didelphis aurita / RJ 98,12 100 0.0 

IG2 18S Philander quica / RJ OP7511797, OP751800 Didelphis aurita / RJ 98,16 100 0.0 

PG1 18S Philander quica / PR OP7511797, OP751800 Didelphis aurita / RJ 99,68 100 0.0 

PG2 18S Philander quica / PR OP7511797, OP751800 Didelphis aurita / RJ 99,67 100 0.0 

PG3 18S Philander quica / PR OP7511797, OP751800 Didelphis aurita / RJ 99,67 100 0.0 

IG1 cox3 Philander quica / RJ PV402287 Cytauxzoon paradoxurus / SGP 81,49 88 3e-161 

IG2 cox3 Philander quica / RJ PV402287 Cytauxzoon paradoxurus / SGP 81,49 88 3e-161 

PG1 cox3 Philander quica / PR OQ190472, OQ190473 Didelphis aurita / RJ 97,38 100 0.0 

PG2 cox3 Philander quica / PR OQ190472, OQ190473 Didelphis aurita / RJ 97,38 100 0.0 

PG3 cox3 Philander quica / PR OQ190472, OQ190473 Didelphis aurita / RJ 97,38 100 0.0 

PG4 cox3 Oxymycterus nasutus / PR OQ190472, OQ190473 Didelphis aurita / RJ 97,38 100 0.0 

IG1 cox1 Philander quica / RJ MW308130, MW308131 Didelphis albiventris / DF 99,27 100 0.0 

IG2 cox1 Philander quica / RJ MW308130, MW308131 Didelphis albiventris / DF 99,27 100 0.0 

PG2 cox1 Philander quica / PR MW308130, MW308131 Didelphis albiventris / DF 85,61 97 4e-153 

PG3 cox1 Philander quica / PR MW308130, MW308131 Didelphis albiventris / DF 85,61 97 4e-153 

PG4 cox1 Oxymycterus nasutus / PR MW308130, MW308131 Didelphis albiventris / DF 85,61 97 4e-153 

IG1 cytb Philander quica / RJ PV402287 Cytauxzoon paradoxurus / SGP 81,49 88 3e-161 

IG2 cytb Philander quica / RJ PV402287 Cytauxzoon paradoxurus / SGP 81,49 88 3e-161 

PG2 cytb Philander quica / PR PV565254 Canis familiaris / URY 81,51 97 1e-164 

PG3 cytb Philander quica / PR PV402287 Canis familiaris / URY 81,51 97 1e-164 
Abreviaturas: Hosp, espécie de hospedeiro; SGP, Singapura; URY, Uruguai; ID, identidade; QC, query cover. 
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Figura 14. Relação filogenética de Babesia spp. com base no 18S rDNA com um conjunto de dados final de 511 pb e 94 sequências. A árvore filogenética 
foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências detectadas neste estudo estão destacadas em negrito. Cardiosporidium 
cionae (EU052685) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML). *suporte não observado na árvore.
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O clado com as sequências deste estudo se dividiu em três subclados: subclado 1 com 
as sequências obtidas em P. quica e M. musculus em IG (RJ) deste estudo, além de sequências 
obtidas em estudos prévios em D. albiventris (DF, MS e Argentina) e xenartras (MS), subclado 
2 com as sequências obtidas em P. quica e O. nasutus em PG deste estudo e subclado 3 com 
sequências obtidas em marsupiais das espécies D. aurita (RJ) e D. marsupialis (MA) do Brasil 
obtidas em estudos prévios (Figura 15).  

A rede de haplótipos foi construída com as sequências de 18S rDNA (511 pb) de Babesia 
spp. que se agruparam no clado com as sete sequências deste estudo e 12 sequências obtidas no 
GenBank, sendo marsupiais (n = 8) e xenartras (n = 2) do Brasil e duas sequências de marsupiais 
da Argentina, anteriormente denominado clado Marsupialia da América do Sul. Os haplótipos 
analisados derivaram de uma sequência ancestral (não amostrada ou extinta) (Figura 15). A 
análise de diversidade genética destas 19 sequências resultou em S = 14, Hd = 0.561, π = 
0.01353 e três haplótipos foram identificados. Os valores de divergência genética par a par 
foram de 2,75% entre as sequências dos subclados 1 e 2, de 2,54% entre as sequências dos 
subclados 1 e 3 e de 0,58% entre as sequências dos subclados 2 e 3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Em A, o clado Marsupialia da América do Sul, dividido em três subclados (1, 2 e 3). 
As sequências deste estudo estão em negrito. Em B, a rede de haplótipos formada a partir de 
sequências de 18S rDNA (511 pb) que compõem o clado supracitado e seus subclados. 
Abreviações: Mmus, Mus musculus; Pqui, Philander quica; Dalb, Didelphis albiventris; Daur, 
Didelphis aurita; Dmar, Didelphis marsupialis; Prio, Priodontes maximus e Oxym, Oxymycterus 
nasutus.    
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A divergência evolutiva geral das 94 sequências (511pb) foi de 12%, enquanto a 
variabilidade genética entre o clado com as sequências deste estudo e sequências de estudos 
prévios variou de 9% para Babesia l.s. do grupo Percei (aves) e Theileria l.s. de marsupiais da 
Austrália a 15% para o clado Babesia goianianensis - capivaras. 

Para as análises de polimorfismo foi utilizado o alinhamento de 18S rDNA (511 pb) das 
sete sequências de Babesia spp. obtidas neste estudo e que revelaram os seguintes valores: S = 
13, Hd = 0.5714, π = 0.01574 e dois haplótipos: IG (n = 3) e PG (n = 4).  

A árvore filogenética construída com 57 sequências longas (~1600 pb) de 18S rDNA de 
piroplasmas, demonstrou a mesma topologia observada na análise anterior com altos valores de 
suporte (pp = 1; bt = 93,9) para o clado com as sequências deste estudo (Figura 16). A divisão 
em três subclados e a aproximação com o clado irmão do grupo “Babesia Western” se 
mantiveram, porém com valores de suporte mais elevados (pp = 0,79; bt = 36,8) do que os 
observados na análise anterior.  

Na análise filogenética construída com 37 sequências do gene cox3 de piroplasmas (506 
pb) a topologia de árvore foi semelhante às análises anteriores (gene nuclear e genes 
mitocondriais), ficando as sequências deste estudo separadas em um clado com alto suporte (pp 
= 1; bt = 86,2). A divisão em subclados foi mantida: o subclado com sequências obtidas de 
marsupiais da espécie P. quica e de roedor da espécie O. nasutus (PR) deste estudo ficou 
próximo a outro subclado com sequências obtidas em marsupiais D. aurita (RJ) de estudo 
prévio, com alto suporte (pp = 1; bt = 85) e um terceiro subclado separado com as sequências 
obtidas de marsupiais da espécie P. quica (RJ) deste estudo, com alto suporte (pp = 1; bt = 92,5) 
(Figura 17).  

Na árvore filogenética construída com 39 sequências do gene cox1 de piroplasmas (~520 
pb), as sequências deste estudo se mantiveram isoladas demonstrando uma topologia 
semelhante à observada com o gene nuclear com médio suporte (pp = 0,78; bt = 39,2) (Figura 
18). As sequências obtidas em marsupiais da espécie P. quica (RJ), deste estudo, agruparam-se 
às sequências obtidas em espécimes de D. albiventris (DF) do Brasil obtidas em estudo prévio, 
com elevado valor apresentado na análise bayesiana (pp = 1; bt = 25,6).  

A análise filogenética construída com 32 sequências do gene cytb de piroplasmas (~800 
pb) apresentou a mesma topologia das análises anteriores, ficando o clado com sequências 
obtidas em P. quica isolado dos demais e apresentando alto suporte (pp = 1; bt = 0,98) (Figura 
19). 
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Figura 16. Relação filogenética de Babesia sp. com base no gene 18S rDNA com um conjunto de dados final de 1633 pb e 57 sequências. A árvore 
filogenética foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências detectadas neste estudo estão destacadas em negrito. 
Cardiosporidium cionae (EU052685) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML).  
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Figura 17. Relação filogenética de Babesia sp. com base no gene cox3 com um conjunto de dados final de 506 pb com 37 sequências. 
A árvore filogenética foi inferida usando análise bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências deste estudo estão destacadas 
em negrito. Plasmodium falciparum (AY283019) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML). *suporte não observado na 
árvore.
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Figura 18. Relação filogenética de Babesia sp. com base no gene cox1 com um conjunto de dados final de 521 pb e 39 sequências. A árvore 
filogenética foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança. As sequências detectadas neste estudo estão destacadas em 
negrito. Plasmodium falciparum (AY283019) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML). *suporte não observado na árvore. 
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Figura 19. Relação filogenética de Babesia sp. com base no gene cytb com um conjunto de dados final de 803 pb e 32 sequências. A 
árvore filogenética foi inferida usando inferência bayesiana e máxima verossimilhança.  As sequências deste estudo estão destacadas 
em negrito. Plasmodium falciparum (AY283019) foi usado como grupo externo. Suportes (IB/ML). *suporte não observado na árvore.
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5 DISCUSSÃO 

 

Atualmente poucos estudos empregam análises morfológicas em esfregaços de sangue 
como uma ferramenta diagnóstica para Hepatozoon spp. e para caracterização dos seus 
gametócitos em animais (Demoner et al., 2019; Johnson et al., 2007; Karbowiak et al., 2005; 
Léveillé et al., 2020). Quando comparamos medidas médias de gametócitos de Hepatozoon sp. 
(cápsula e núcleo) obtidas neste estudo com aquelas reportadas na literatura, encontramos 
similaridades morfométricas com Hepatozoon milleri descrita por Demoner e colaboradores 
(2019) em Akodon montensis e com Hepatozoon griseisciuri descrito por Léveillé e 
colaboradores (2020) em esquilo Sciurus carolinensis que não ocorre no Brasil (Tabela 4). Na 
análise morfológica não foram observadas características que possam diferenciar os 
gametócitos analisados neste estudo, como por exemplo, as demonstradas em Hepatozoon ursi 
detectados em ursos na Turquia que apresentavam uma protusão característica em sua cápsula 
(Akyuz et al., 2020). 

Dois gametócitos foram observados dentro do mesmo leucócito em um espécime de A. 
montensis de CM (Figura 8), sendo este o primeiro registro de dupla infecção por Hepatozoon 
sp. em um mesmo leucócito em roedores. Este achado é comumente detectado em répteis 
altamente parasitados por Hepatozoon spp., mais especificamente em serpentes (Sloboda et al., 
2007; Smith, 1996), sugerindo que um fenômeno semelhante possa ter ocorrido em A. 
montensis no presente estudo.  

As análises morfométricas deste estudo revelam diferenças significativas na 
comparação dos gametócitos de Akodon montensis capturados em CM, NF e PG, em relação ao 
comprimento do gametócito e ao comprimento e largura do núcleo (Tabela 5). Achados 
similares não foram previamente reportados na literatura. Entretanto, com base nesses 
resultados e na detecção de haplótipos, nós comparamos as medidas médias de gametócitos dos 
dois haplótipos que apresentaram o maior número de gametócitos e observamos que o 
comprimento médio dos gametócitos do haplótipo 4 (n = 153 gametócitos), provenientes de 
CM, foi significantemente maior que os do haplótipo 3 (n = 96 gametócitos) (p < 0.01).  

Os resultados da PCR demonstraram uma prevalência geral de infecção por Hepatozoon 
spp. de 24,27% (75/309) nas amostras de fígado analisadas, com A. montensis sendo a espécie 
de roedor com maior prevalência (45,28%, 48/106), bem como a mais abundante deste estudo. 
Esta espécie de roedor foi previamente reportada como infectada por Hepatozoon spp. (Perles 
et al., 2019; Weck et al., 2022) e identificada como hospedeira de H. milleri (Demoner et al., 
2019) em estudos anteriores conduzidos no Brasil. A segunda espécie mais prevalente foi 
Sooretamys angouya 45,45% (5/11) em CM. Esta espécie de roedor foi previamente reportada 
infectada por Hepatozoon sp. em São Paulo, no município de Botucatu (Demoner et al., 2016). 
Pode-se inferir que A. montensis tenha sido a espécie que apresentou maior prevalência de 
infecção por ser a mais abundante, todavia a mesma analogia não pode ser atribuída às infecções 
em S. angouya. Outros dados biológicos devem ser considerados, como comportamento 
(grooming), suscetibilidade, imunidade do hospedeiro e coevolução parasito-hospedeiro.  

A prevalência detectada em CM (A. montensis, M. musculus, O. nigripes e S. angouya) 
foi similar a taxa de testes positivos para Hepatozoon spp. reportados na região de Botucatu, no 
Estado de São Paulo (55,2% em Akodon sp., Necromys lasiurus, Oligoryzomys flavescens, O. 
nigripes e S. angouya) (Demoner et al., 2016). Sendo mais alta que os testes positivos (21,8% 
em Thrichomys fosteri e Oecomys mamorae) detectados na região do Pantanal, no Estado de 
Mato Grosso do Sul (Sousa et al., 2017) e os testes positivos em roedores Calomys callosus no 
Estado de Mato Grosso (7,1%) (Wolf et al, 2016). Entretanto, a mais alta prevalência 
encontrada neste estudo foi inferior a reportada em Valdivia, Chile, onde 82,43% dos roedores 
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(Abrothrix longipilis, A. olivaceus, M. musculus, Oligoryzomys longicaudatus, Rattus 
norvegicus, e R. rattus) estavam infectados por Hepatozoon spp. (Alabi et al., 2021). 

Uma baixa prevalência de infecção entre roedores (6,66%, 4/60) foi detectada no 
município de PG, onde a maior diversidade (11 espécies) de pequenos mamíferos foi detectada.  
Isto pode ser atribuído ao fato de ser uma área com menor impacto antrópico, diferindo dos 
achados de Weck e colaboradores (2022), que detectou infecção por Hepatozoon spp. em áreas 
com alta diversidade de pequenos mamíferos e carrapatos. Estes resultados sugerem que o ciclo 
de vida deste parasito ocorre através de uma interação complexa entre vertebrados e 
invertebrados. 

Roedores da espécie A. montensis apresentaram a maior prevalência geral de infecção 
em comparação com outras espécies de roedores e foram encontrados infectados com 
Hepatozoon spp. em todas as áreas onde estavam presentes, com valores de prevalência 
expressivos. Isto sugere que A. montensis pode servir como um hospedeiro intermediário 
comum de Hepatozoon spp. na Mata Atlântica Brasileira.  

As análises de BLASTn revelaram alta similaridade (99,8% a 100%) entre as sequências 
de Hepatozoon spp. obtidas em roedores neste estudo e sequências obtidas de roedores Akodon 
sp. e Euryoryzomys russatus Wagner, 1848 da Mata Atlântica do município de São Paulo, no 
Estado de São Paulo (Weck et al., 2022). Infelizmente, a falta de identificação ao nível de 
espécie de alguns roedores impede comparações diretas, principalmente devido à ocorrência de 
simpatria entre espécies de Akodon naquela área (Pardiñas et al., 2015). A análise BLASTn com 
menor similaridade foi observada para as sequências que representam o haplótipo 1, que 
apresentaram 99,81% de similaridade com a melhor sequência de BLAST hit obtida de 
Hepatozoon sp. infectando Akodon sp. e Euryoryzomys russatus (OM033660-OM033663) do 
Estado de São Paulo (Weck et al., 2022). 

As sequências de roedores deste estudo estão incluídas no Clado A de Hepatozoon spp., 
que compreende sequências obtidas de roedores e répteis de diferentes partes do mundo, assim 
como de marsupiais das Américas. Este clado permanece distinto do Clado E, o qual inclui 
sequências obtidas de carnívoros, um padrão também observado em estudos prévios (Maia et 
al., 2014; Perles et al., 2019; Weck et al., 2022). A divergência genética de 5% foi observada 
entre as sequências destes clados.  

Nossas análises apoiam a associação do parasitismo de Hepatozoon spp. entre pequenos 
mamíferos não voadores e répteis, confirmando a existência de um ciclo enzoótico no qual os 
primeiros atuam como hospedeiros intermediários ou paratênicos, sendo predados por répteis 
dentro da rede trófica. Esta hipótese foi experimentalmente demonstrada por Sloboda e 
colaboradores (2008), que obtiveram sucesso na infecção da serpente Python regius com 
Hepatozoon ayorgbour através da ingestão de tecidos infectados de roedores. Entretanto, 
algumas espécies recuperadas de serpentes permanecem isoladas no Clado C, com uma 
distância genética de 6% (BI 1) a 5% (BI 2), sugerindo que nem todas as espécies deste parasito 
participam do ciclo enzoótico roedores-répteis. Outra possível via para a transmissão deste 
parasitismo poderia ser a ingestão acidental do hospedeiro definitivo pelo réptil, como inferido 
para a serpente Xenodon matogrossensis, que foi encontrada infectada por Hepatozoon cepavii 
(ON237359) apesar de não se alimentar de roedores (Ungari et al., 2022). Futuros estudos deste 
parasitismo envolvendo estas ordens de vertebrados são necessários para expandir o 
conhecimento sobre estas relações tróficas que influenciam na dinâmica de transmissão de 
Hepatozoon spp.. 

As sequências de Hepatozoon spp. detectadas neste estudo correspondem a quatro 
haplótipos. O haplótipo 1 foi identificado na região montanhosa da Mata Atlântica do Estado 
do Rio de Janeiro em um espécime de Oxymycterus quaestor (PQ807534), entretanto, já havia 
sido descrito em roedores Calomys callidus (MH111420) do Estado do Mato Grosso. A 
circulação do mesmo haplótipo de Hepatozoon sp. entre roedores das regiões Centro-Oeste e 
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costeira do Brasil foi reportada em estudo prévio (Perles et al., 2019). Embora estas duas 
ecorregiões tenham paisagens altamente diversas, um recente estudo descreve o potencial fluxo 
gênico de outra espécie de roedor, Necromys lasiurus, ocorrendo entre a Mata Atlântica do Rio 
de Janeiro e a região onde está incluído o Estado de Mato Grosso desde o Holoceno (Santos et 
al., 2024). Considerando que à medida que os hospedeiros migram, seus parasitos associados 
circulam com eles, este pode ser o caso dos nossos resultados em relação ao haplótipo 1. É 
válido ressaltar que a infecção por Hepatozoon sp. já foi também reportada em um espécime de 
N. lasiurus do Mato Grosso, cuja sequência (MH111419) é a representante do haplótipo 5 
(Perles et al., 2019), circulando entre roedores do Brasil (Figura 12). 

O haplótipo 3 foi previamente descrito em roedores da Mata Atlântica do Estado de São 
Paulo, incluindo Akodon sp., A. montensis e Euryoryzomys russatus (Demoner et al., 2019; 
Weck et al., 2022), bem como em Galea spixii do Estado da Bahia (Perles et al., 2019). Neste 
estudo ele foi detectado em A. cursor e A. montensis na região montanhosa do Rio de Janeiro 
(NF), bem como em A. montensis e Mus musculus nos três municípios amostrados no Estado 
do Paraná (CM, LD e PG). Este foi o haplótipo mais bem distribuído geograficamente, sendo 
detectado em todas as áreas onde o parasito esteve presente. Na árvore filogenética reconstruída 
usando as sequências curtas de 18S rDNA, o haplótipo 3 demonstrou uma relação próxima com 
a sequência representativa de Hepatozoon milleri (KU667308), obtida de A. montensis no 
Estado de São Paulo (Demoner et al., 2019). Entretanto, os haplótipos 2 e 4 foram agrupados 
separadamente, representando possivelmente novos haplótipos de Hepatozoon spp. detectados 
em roedores da Mata Atlântica do Paraná. O haplótipo 2 foi detectado em Oxymycterus nasutus 
e M. musculus dos municípios de PG e LD, respectivamente, enquanto o haplótipo 4 foi 
encontrado em A. montensis, O. nigripes e Sooretamys angouya em CM. Finalmente, este 
estudo detectou dois distintos haplótipos de Hepatozoon spp. infectando roedores, com 
proporções variáveis entre os municípios analisados (Figura 10). A descoberta de novos 
haplótipos é de grande valor para preencher lacunas e suportar a hipótese de alta diversidade 
genética de Hepatozoon spp. entre populações de roedores silvestres no Brasil (Perles et al., 
2019; Thomas et al., 2024). 

Neste estudo, dois haplótipos distintos foram detectados em roedores das espécies A. 
montensis (Haplótipo 3 e 4) e M. musculus (Haplótipos 2 e 3). A detecção de diferentes 
haplótipos em uma mesma espécie de roedor foi previamente reportada no Brasil (Perles et al., 
2019) e Chile (Alabi et al., 2021), mas não foi possível detectar nenhuma associação entre um 
haplótipo específico e um grupo de roedores em particular (silvestres ou sinantrópicos), como 
foi observado no Chile (Alabi et al., 2021). 

A distância genética baseada no 18S rDNA entre as sequências dentro do Clado A 
(intragrupo), no qual estão incluídas as sequências deste estudo, foi muito baixa (1%) e 
insuficiente para inferir possíveis distinções entre espécies de parasito. Isto foi observado apesar 
da inclusão de duas das três regiões hipervariáveis (V2 e V4) do gene 18S rDNA de Hepatozoon 
spp. nas sequências de 1600 pb analisadas. Logo, a utilização de outros genes na análise 
filogenética deste parasito, como os mitocondriais, se torna imprescindível, porém não 
obtivemos sucesso com a amplificação do gene cox1, o que limitou a caracterização de 
Hepatozoon spp. neste estudo. 

As análises de polimorfismo de nucleotídeos das sequências de Hepatozoon spp. deste 
estudo revelaram uma moderada diversidade haplotípica (Hd = 0,577), mais elevada que a 
reportada em um estudo usando sequências obtidas de roedores de vários biomas brasileiros 
(Hd = 0,426) (Perles et al., 2019). Entretanto, foi menor que a diversidade detectada em 
roedores do Chile (Hd = 0,933) (Alabi et al., 2021). Ao analisar as sequências do Brasil e do 
Chile incluídas na rede de haplótipos (n = 61), observamos uma alta diversidade de haplótipos 
(Hd = 0,701), tendo estas se agrupado em quatro haplogrupos, todos originários de um haplótipo 
ancestral que ainda não foi descrito ou está extinto (representado pelo círculo preto no centro = 
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median vector) (Bandelt et al., 1999). Os haplogrupos não foram compartilhados entre os dois 
países, sendo os haplótipos 1 a 8 detectados no Brasil e os haplótipos 9 a 11 detectados no Chile, 
sugerindo uma estruturação geográfica (Ferreri et al., 2011). Estes achados foram corroborados 
por resultados significativos de AMOVA e Fst, que revelaram diferenças genéticas entre as 
sequências dos dois países. No entanto, há uma lacuna de informações entre essas regiões 
amostradas. De acordo com Ferreri e colaboradores (2011), a frequência, distribuição e arranjo 
dos haplótipos pode revelar uma história de eventos filogeográficos relativos à teoria da 
coalescência. Sem dúvida, existem haplótipos adicionais de Hepatozoon spp. nesses países, no 
entanto, algumas sequências disponíveis no GenBank não foram incluídas em nossa análise por 
não atenderem ao critério de tamanho (> 500 pb) ou por corresponderem a diferentes regiões 
do fragmento 18S rDNA. 

As sequências obtidas em marsupiais das espécies M. americana e P. quica neste estudo 
apresentaram um tamanho inferior ao necessário para a separação dos haplótipos e por isso não 
puderam ser inseridas na análise filogenética. Este é o achado de primo-infecção por 
Hepatozoon sp. em M. americana e a primeiro registro molecular deste parasito em P. quica 
que foi descrita infectada por Haemogregarina metachiri (análise morfológica de gametócitos) 
por Regendanz e Kikuth, em 1928. Futuramente estas amostras de DNA positivas serão 
submetidas a diferentes pares de primers objetivando aumentar o tamanho das sequências e, 
então, serão submetidas à análise filogenética.  

Vale ressaltar que a maior prevalência de infecção por Hepatozoon sp. foi detectada em 
M. americana (100%), mas este resultado deve ser observado com cautela devido a baixa 
captura de marsupiais desta espécie neste estudo (n = 2) o que pode ter influenciado o resultado 
final. 

Neste estudo detectamos Babesia sp. em pequenos mamíferos capturados no Paraná (O. 
nasutus e P. quica) e Rio de Janeiro (M. musculus e P. quica). O melhor resultado de 
similaridade na análise de BLASTn das sequências de 18S rDNA foi de 98,12% a 99,67% com 
sequências obtidas em marsupiais D. aurita (OP751797 e OP751800) no Rio de Janeiro, porém 
não observamos sinais clínicos relacionados à babesiose nos animais analisados, como 
relatados em algumas publicações (Lopes et al., 1973; Oliveira et al., 2023; Serra-Freire et al., 
1979).  

Foram observadas estruturas em forma de anel ou ovóides em esfregaços sanguíneos de 
marsupiais das duas áreas com positividade nas análises moleculares, sendo similares aos 
reportados em estudos prévios (Gonçalves et al., 2021; Oliveira et al., 2023). Os merozoítos 
foram detectados em quatro exemplares de P. quica, sendo dois em IG (2/5, 40%) e dois em PG 
(2/5, 40%). Entretanto, como na descrição de B. brasiliensis em P. quica (Regendanz e Kikuth, 
1928) não foram observadas formas intraeritrocíticas em cruz de Malta, como em outros estudos 
com marsupiais das espécies P. quica (Lopes et al., 1973) e D. aurita, ambos no estado do Rio 
de Janeiro (Oliveira et al., 2023; Serra-Freire, 1979). A primodescrição morfológica de B. 
brasiliensis é semelhante às formas encontradas neste estudo, porém as médias do estudo prévio 
(média = 1 a 1,25 µm) são inferiores às encontradas neste estudo (média = 2,15 a 2,34 µm) que 
são mais próximas às médias de outros estudos (Oliveira et al., 2023; Serra-Freire, 1979). Não 
foram observados merozoítos nos esfregaços de sangue dos roedores positivos em nosso estudo. 

A prevalência total de infecção por Babesia sp. em pequenos mamíferos neste estudo 
foi de 2,26% (7/309). Considerando a prevalência por localidade, foi detectada infecção por 
Babesia sp. em 6,66% (4/60, um O. nasutus e três P. quica) e 10% (3/30, um M. musculus e 
dois P. quica) dos pequenos mamíferos analisados em PG e IG, respectivamente.  Estes 
resultados foram inferiores aos 48,5% de infecção por Babesia sp. em D. albiventris em Brasília 
e 25,5% de infecção por Babesia sp., na mesma espécie de hospedeiro, em Mato Grosso do Sul 
(Gonçalves et al., 2021), aos 39,3% de infecção por B. goianiaensis em capivaras em Goiás 
(Krawczak et al., 2023), aos 33,3% de infecção por Babesia sp. em D. aurita mantidos em 
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centros de reabilitação no Rio de Janeiro (Oliveira et al., 2023) e aos 11,7% de infecção por 
piroplasmas detectados em T. pachyurus em Mato Grosso (Pacheco et al., 2025). Porém, nosso 
resultado foi semelhante em PG e superior em IG, aos resultados das prevalências de infecção 
por Babesia sp. em T. fosteri (6%) no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Sousa et al., 2018) e 
em D. marsupialis (6,46%) em Mato Grosso (Colle et al., 2019). Quando se avalia a prevalência 
por espécie de hospedeiro, detectamos prevalências elevadas em PG (60%) e IG (40%) em P. 
quica, sendo o resultado encontrado no Paraná apenas inferior aos 70% detectados na 
Guatemala em D. marsupialis (Thomas et al., 2023). 

Além da recente descrição de B. goianiaensis em capivaras (Krawczak et al., 2023), 
estudos prévios reportaram detecção molecular de piroplasmas em pequenos roedores no Brasil, 
em T. pachyurus em Mato Grosso (Wolf et al., 2016) e Thrichomys fosteri no Pantanal de Mato 
Grosso do Sul (Sousa et al., 2018). Pelo nosso atual conhecimento esta é a primeira detecção 
molecular de Babesia sp. em roedor silvestre da espécie O. nasutus e em roedor sinantrópico, 
M. musculus, neste país. Possivelmente estes são hospedeiros acidentais que podem ter sido 
infectados ao coabitarem o ecossistema comum com os marsupiais/vetores infectados ou terem 
adquirido o parasito por via oral, através do comportamento de grooming, com a ingestão dos 
ectoparasitos infectados. Esta segunda hipótese foi experimental comprovada por Corduneanu 
e colaboradores (2020) que detectaram DNA de B. canis em órgãos de roedores de laboratório 
infectados por via oral, até 30 dias após o início do experimento, explicando a presença do DNA 
do parasito nos órgãos analisados naquele estudo.  

Nos P. quica analisados (n = 10) neste estudo, obtivemos uma elevada positividade em 
amostras de fígado, 40% (2/5) em IG e 60% (3/5) em PG, além da considerável parasitemia 
(40%) observada nos marsupiais analisados nas duas localidades. O que nos leva a inferir que 
a transmissão ocorreu através da inoculação dos parasitos durante o repasto sanguíneo dos 
ixodídeos infectados. Como, neste caso, os vetores ixodídeos ainda são desconhecidos, futuras 
pesquisas com este objetivo devem ser incentivadas. Estes resultados de positividade foram 
superiores aos detectados na análise de amostras de sangue de D. albiventris (25,5%) em Mato 
Grosso do Sul (Gonçalves et al., 2021) e de amostras de sangue e medula óssea de D. aurita 
(20%) no Rio de Janeiro, (Oliveira et al., 2023). Porém, foram inferiores aos 70% de 
positividade detectada em amostras de fígado, baço e sangue de D. marsupialis na Guatemala 
(Thomas et al., 2023). 

As análises “par a par” das sequências de 18S rDNA deste estudo demonstraram uma 
divergência genética de 2,7% entre as duas localidades (IG e PG), de 2,5% entre as sequências 
detectadas neste estudo no RJ e as sequências detectadas em D. aurita do mesmo estado em 
outro estudo, porém as sequências obtidas em D. albiventris (DF, MS e Argentina) e xenartras 
não apresentaram divergência. Enquanto as sequências obtidas neste estudo, em PG, 
demonstraram divergência genética de 2,7% das sequências obtidas em D. albiventris (DF, MS 
e Argentina) e xenartras. Ao compararmos as distâncias par a par de piroplasmas de um mesmo 
grupo, como por exemplo, Babesia percei e Babesia poelea pertencentes ao grupo Percei, 
Babesia canis vogeli e Babesia canis canis, grupo Babesia s.s., e Theileria equi e Theileria 
haneyi, grupo Eqqus, obtemos os resultados de 0,21%, 4,18% e 4,32%, respectivamente, o que 
nos permite sugerir que as sequências divididas em subclados no clado Marsupialia da América 
do Sul, podem representar diferentes espécies do gênero Babesia. Esta hipótese também foi 
sugerida por Oliveira e colaboradores (2023) ao comparar as sequências de 18S rDNA de 
Babesia spp. obtidas em didelfídeos do Rio de Janeiro e Brasília. Porém, mais dados são 
necessários para confirmar esta hipótese. 

As sequências obtidas em roedores deste estudo demonstraram elevados resultados de 
divergência genética em relação aos outros estudos em animais desta ordem, sendo de 15,9 a 
16,4% em relação à B. goianiaensis (capivaras) e de cerca de 10% para Babesia sp. detectada 
em T. pachyurus, reforçando a hipótese de que sejam resultado de infecções acidentais. 
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Nas análises filogenéticas de sequências de 18S rDNA (511 pb e de 1633 pb) as 
sequências deste estudo se agruparam em um clado com sequência de outros marsupiais (Brasil 
e Argentina) e xenartras do Brasil, divididas em subclados, tendo como clado irmão o composto 
por sequências de Babesia l.s. dos grupos Western e Percei. Este resultado foi demonstrado em 
estudos anteriores (Calchi et al., 2023; Gonçalves et al., 2021), mas diferiu de outra análise 
filogenética, com o mesmo gene (Oliveira et al., 2023). Na análise filogenética com o gene 
cox1, o clado com as sequências deste estudo e sequências obtidas de D. albiventris do Brasil 
se manteve isolado, o que diferiu de outra publicação com este gene, onde as sequências obtidas 
de marsupiais ficou como clado irmão de uma sequência de B. conradae (grupo Western) 
(Gonçalves et al., 2021). Um clado isolado com as sequências de cytb deste estudo, teve como 
clado irmão o composto por Babesia ailuropodae obtido em pandas (China) e Babesia sp. 
obtido em cervídeos Puda puda (Chile) e se aproximou do clado com sequência de B. duncani 
(grupo Western), possivelmente por não terem sequências homólogas de marsupiais latino-
americanos depositadas no GenBank. Na análise filogenética de cox3, foi observada a mesma 
topologia das demais, ficando as sequências deste estudo e sequências obtidas em D aurita, 
obtidas em outro estudo, isoladas em um único clado, subdividido em três subclados.  

A rede de haplótipos foi construída com as sequências de 18S rDNA (511 pb) do clado 
denominado Marsupialia da Ámerica do Sul e que demonstrou uma média diversidade genética 
(Hd = 0,561), inferior a obtida em estudo prévio com didelfídeos do Rio de Janeiro (Hd = 0.972) 
(Oliveira et al., 2023), e três haplótipos, resultado inferior ao estudo supracitado. Porém 
pudemos observar que o haplótipo do subclado 1 que continha as sequências de Babesia sp. 
obtidas em P. quica do Rio de Janeiro deste estudo, além de sequências de D. albiventris do 
Brasil e Argentina, apresentou vários eventos mutacionais que o distanciavam do haplótipo não 
contemplado na análise (median vector), demonstrando um elevado distanciamento genético 
dos demais haplótipos amostrados (Figura 15). Enquanto o haplótipo do subclado 2, com as 
sequências de P. quica do Paraná deste estudo, apresentou-se mais próximo, com apenas dois 
passos mutacionais, porém, permaneceu isolado de outras sequências, sugerindo ser um novo 
haplótipo de Babesia sp. de marsupiais da América do Sul.  

Ressaltamos a importância da obtenção neste estudo dos dados moleculares multigenes 
(18S rDNA, cox3, cox1 e cytb) em marsupiais da espécie Philander quica do estado do Rio de 
Janeiro, além de análises morfológicas de merozoítos compatíveis com a primodescrição, o que 
possivelmente resgatou os dados faltantes de Babesia brasiliensis, descrita por Regendanz e 
Kikuth em 1928, permitindo sua inclusão no recém nomeado clado Marsupialia da América do 
Sul.      

  
  



55 
 

6 CONCLUSÕES 

 

 A maior prevalência de infecção por Hepatozoon sp. em roedores foi detectada em 
Akodon montensis (45,28%), a espécie mais abundante, sugerindo uma co-evolução 
parasito/hospedeiro; 

 A maior prevalência de infecção por Hepatozoon sp. foi detectada em marsupiais da 
espécie Monodelphis americana (100%); 

 Novos hospedeiros de Hepatozoon sp. são descritos entre roedores brasileiros: 
Oxymycterus nasutus e Oxymycterus quaestor e em marsupial da espécie Monodelphis 
americana; 

 Este foi o primeiro registro de infecção por Hepatozoon sp. em roedores no estado do 
Paraná; 

 Este foi o primeiro registro de infecção por Hepatozoon sp. detectada através de análise 
molecular em marsupial da espécie Philander quica; 

 Há diferenças significativas nos tamanhos médios de gametócitos de Hepatozoon sp. 
pertencentes a diferentes haplótipos observados em roedores (p < 0.01); 

 Dois novos haplótipos de Hepatozoon spp. são descritos entre roedores brasileiros do 
estado do Paraná: haplótipo 2 (O. nasutus e M. musculus) e haplótipo 4 (A. montensis, 
O. nigripes e S. angouya); 

 Com base na análise da rede de haplótipos, sugerimos que há uma estruturação 
geográfica de haplogrupos de Hepatozoon associados a roedores do Brasil e do Chile 
(Fst = 0.567; p < 0.01); 

 Há elevada prevalência de infecção por Babesia spp. entre marsupiais Philander quica 
nos estados do Paraná (60%) e Rio de Janeiro (40%) quando comparados aos registros 
em animais desta ordem na América Latina; 

 Dois novos hospedeiros de Babesia spp. são descritos entre roedores brasileiros da 
espécie: Oxymycterus nasutus, no estado do Paraná, e Mus musculus, no estado do Rio 
de Janeiro; 

 Este é o primeiro registro de infecção por Babesia sp. em pequenos mamíferos no estado 
do Paraná; 

 Esta é a primeira detecção molecular de Babesia spp. em marsupiais Philander quica 
no Brasil; 

 As sequências de Babesia spp. obtidas neste estudo no Paraná (Oxymycterus nasutus e 
Philander quica) e no Rio de Janeiro (Mus musculus e Philander quica) pertencem a 
dois diferentes haplótipos; 

 Há um possível novo haplótipo de Babesia sp. em pequenos mamíferos (Oxymycterus 
nasutus e Philander quica) no estado do Paraná; 

 Nosso estudo confirma a posição filogenética (18S rDNA, cox3, cox1 e cytb) única do 
clado Marsupialia da América do Sul de Babesia spp., onde estão incluídas as 
sequências obtidas em pequenos mamíferos neste estudo; 

 Estes são os dados moleculares (multigenes) faltantes de Babesia brasiliensis de 
marsupiais da espécie Philander quica. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A utilização de marcadores moleculares adicionais, incluindo genes 
mitocondriais e nucleares no estudo de Hepatozoon spp. em pequenos mamíferos, pode 
contribuir para uma caracterização mais precisa das espécies e uma compreensão mais 
profunda da diversidade e evolução do parasitismo dentro da ordem Rodentia.  

A análise multigênica de Babesia spp. (18S rDNA, cox3, cox3 e cytb) e 
microscópica de merozoítos corroborou com o recém nomeado clado Marsupialia da 
América do Sul de Babesia l.s. que, apesar de não exclusivo, é predominantemente 
composto por hospedeiros da ordem Didelphimorphia. 
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9 ANEXOS 

 

ANEXO I - Figura do artigo de Schnittger et al., 2012 com reconstrução de uma árvore 
consenso do gene 18S rRNA de sequências de piroplasmidas divididos em seis clados. 
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ANEXO II - Figura do artigo de Jalovecka et al., 2019, demostrando a filogenia molecular de 
piroplasmas baseada em sequências do gene 18S rRNA, divididos em 10 clados.
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ANEXO III – Protocolo de extração de DNA do kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue. 
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ANEXO IV - Lista das sequências de 18S rDNA utilizadas na análise filogenética de 
Hepatozoon spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do GenBank, seguidas da 
identificação do parasita, espécie de hospedeiro intermediário e país de origem. 

Acesso 
GenBank Parasito Espécie hospedeira Ordem País 
AB181504 Hepatozoon sp. Bandicota indica Rodentia Tailândia 
AY461375 Hepatozoon canis Dusicyon thous Carnivora Brasil 
AY461378 Hepatozoon canis Canis familiaris Carnivora Espanha 
AY471615 Hepatozoon canis Pseudalopex gymnocercus Carnivora Brasil 
AY600625 Hepatozoon sp. Myodes glareolus  Rodentia Espanha 
DQ439540 Hepatozoon canis Canis familiaris Carnivora Venezuela 
EF157822 Hepatozoon ayorgbor Lamprophis fuliginosus Squamata Gana 
EF222257 Hepatozoon sp. Martes martes Carnivora Espanha 
EF222259 Hepatozoon sp. Sciurus vulgaris Rodentia Espanha 
EU041718 Hepatozoon Ursus thibetanus japonicus Carnivora Japão 
FJ719813 Hepatozoon sp. Dromiciops gliroides Marsupialia Chile 
FJ719814 Hepatozoon sp. Dromiciops gliroides Marsupialia Chile 
FJ719815 Hepatozoon sp. Abrothrix olivaceus Rodentia Chile 
FJ719816 Hepatozoon sp. Abrothrix sanborni Rodentia Chile 
FJ719817 Hepatozoon sp. Abrothrix olivaceus Rodentia Chile 
FJ719818 Hepatozoon sp. Abrothrix olivaceus Rodentia Chile 
HQ224954 Hepatozoon catesbianae Rana catesbeiana Anura Canadá 
HQ224957 Dactylosoma ranarum Pelophylax esculentus Anura França 
HQ224963 Hepatozoon clamatae Rana clamitans Anura Canadá 
HQ829437 Hepatozoon ursi Melursus ursinus Carnivora Índia 
HQ829440 Hepatozoon felis Panthera leo persica Carnivora Índia 
HQ829444 Hepatozoon felis Panthera pardus fusca Carnivora Índia 
JN181157 Hepatozoon sipedon Nerodia sipedon sipedon Squamata Canadá 
JX644996 Hepatozoon sp. Myodes glareolus Rodentia Hungria 
JX644998 Hepatozoon sp. Myodes glareolus Rodentia Hungria 
KC138535 Hepatozoon canis Canis familiaris Carnivora Espanha 
KF257926 Haemogregarina stepanowi Mauremys caspica Testudines Irã 
KF939620 Hepatozoon sp. Elaphe carinata Squamata China 
KJ413132 Hepatozoon sp. Caiman crocodilus yacare Crocodylia Brasil 
KM887507 Haemogregarina sacaliae Sacalia quadriocellata Testudines Vietnã 
KM887509 Haemogregarina pellegrini Sacalia quadriocellata Testudines Vietnã 
KU667308 Hepatozoon milleri Akodon montensis Rodentia Brasil 
KU667309 Hepatozoon sp. Oligoryzomys flavescens Rodentia Brasil 
KX011039 Karyolysus paradoxa Varanus albigularis Squamata África do Sul 
KX011040 Karyolysus paradoxa Varanus albigularis Squamata África do Sul 

KX757032 Hepatozoon silvestris 
 
Felis silvestris silvestris Carnivora 

Bosnia e 
Herzegovina 

KX776335 Hepatozoon sp. Thrichomys fosteri Rodentia Brasil 
KX776337 Hepatozoon sp. Thrichomys fosteri Rodentia Brasil 
KX776353 Hepatozoon sp. Oecomys mamorae Rodentia Brasil 
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ANEXO IV (continuação) - Lista das sequências de 18S rDNA utilizadas na análise filogenética 
de Hepatozoon spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do GenBank, seguidas 
da identificação do parasito, espécie de hospedeiro intermediário e país de origem. 

Acesso 
GenBank Parasito Espécie hospedeira Ordem País 
KX776354 Hepatozoon sp. Thylamys macrurus Marsupialia Brasil 
KX776359 Hepatozoon sp. Nasua nasua Carnivora Brasil 
KX816958 Hepatozoon canis Lycalopex gymnocercus Carnivora Brasil 

KY392884 Hepatozoon canis 
 
Didelphis albiventris Marsupialia Brasil 

MG041594 
Hepatozoon 
involucrum 

Hyperolius marmoratus 
Anura África do Sul 

MG041602 Hepatozoon thori Hyperolius marmoratus Anura África do Sul 
MG041604 Hepatozoon ixoxo Sclerophrys pusilla Anura África do Sul 

MG136687 Hepatozoon martis 
Martes martes 

Carnivora 
Bosnia e 
Herzegovina 

MG519502 
Hepatozoon 
angeladaviesae Philothamnus natalensis Squamata África do Sul 

MG519504 
Hepatozoon 
cecilhoarei Philothamnus natalensis Squamata África do Sul 

MH111407 Hepatozoon sp. Galea spixii Rodentia Brazil 
MH111410 Hepatozoon sp. Akodon sp. Rodentia Brazil 
MH111417 Hepatozoon sp. Akodon montensis Rodentia Brasil 
MH111419 Hepatozoon sp. Necromys lasiurus Rodentia Brasil 
MH111420 Hepatozoon sp. Calomys callidus Rodentia Brasil 

MK452253 
Hepatozoon 
griseisciuri Sciurus carolinensis Rodentia Canadá 

MK454898 Hepatozoon sp. Rattus norvegicus Rodentia Chile 
MN104639 Hepatozoon sciuri Sciurus vulgaris Rodentia República Tcheca 

MN244528 
Hepatozoon 
catesbianae Rana clamitans Anura Canadá 

MN244529 Hepatozoon clamatae Rana clamitans Anura Canadá 
MN723844 Hepatozoon colubri Zamenis longissimus Squamata Iran 
MN723845 Hepatozoon ophisauri Pseudopus apodus Squamata Iran 
MT919387 Hepatozoon sp. Rattus exulans Rodentia Polinésia Francesa 
MT919388 Hepatozoon sp. Rattus rattus Rodentia Polinésia Francesa 
MZ412878 Hepatozoon sp. Pseudocerastes fieldi Squamata Irã 

MW342705 
Hepatozoon cf. 
ayorgbor Rhombomys opimus Rodentia China 

OM033660 Hepatozoon sp. Akodon sp. Rodentia Brasil 
OM033661 Hepatozoon sp. Euryoryzomys russatus Rodentia Brasil 
OM033662 Hepatozoon sp. Euryoryzomys russatus Rodentia Brasil 
OM033663 Hepatozoon sp. Akodon sp. Rodentia Brasil 
OM033664 Hepatozoon sp. Monodelphis domestica Marsupialia Brasil 
OM033665 Hepatozoon sp. Oecomys mamorae Rodentia Brasil 
ON237359 Hepatozoon cepavii Xenodon matogrossensis Squamata Brasil 

ON237463 
Hepatozoon 
quagliattus Chironius flavolineatus Squamata Brasil 
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ANEXO V - Lista de haplótipos de Hepatozoon spp. usados na rede de haplótipos (Figura 
12), relacionando o respectivo haplótipo ao acesso GenBank, ao hospedeiro intermediário e 
ao país de origem. 

 

Haplótipo Acesso GenBank   Hospedeiro País 
Hap 1 PQ807534 Oxymycterus quaestor Brasil 
Hap 1 MH111420 Calomys callidus Brasil 
Hap 2 PQ807561 Mus musculus Brasil 
Hap 2 PQ807565 Oxymycterus nasutus Brasil 
Hap 3 PQ807526 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807527 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807528 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807529 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807530 Akodon cursor Brasil 
Hap 3 PQ807531 Akodon cursor Brasil 
Hap 3 PQ807532 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807533 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807535 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807536 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807537 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807538 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807560 Mus musculus Brasil 
Hap 3 PQ807562 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807563 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807564 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 PQ807566 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 KU667308 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 MH111407 Galea spixii Brasil 
Hap 3 MH111410 Akodon sp. Brasil 
Hap 3 MH111417 Akodon montensis Brasil 
Hap 3 OM033660 Akodon sp. Brasil 
Hap 3 OM033661 Euryoryzomys russatus Brasil 
Hap 3 OM033662 Euryoryzomys russatus Brasil 
Hap 3 OM033663 Akodon sp. Brasil 
Hap 4 PQ807539 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807540 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807541 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807542 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807543 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807544 Sooretamys angouya Brasil 
Hap 4 PQ807545 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807546 Oligoryzomys nigripes Brasil 
Hap 4 PQ807547 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807548 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807549 Sooretamys angouya Brasil 
Hap 4 PQ807550 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807551 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807552 Akodon montensis Brasil 
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ANEXO V (continuação) - Lista de haplótipos de Hepatozoon spp. usados na rede de 
haplótipos (Figura 5), relacionando o respectivo haplótipo ao acesso GenBank, ao hospedeiro 
intermediário e ao país de origem. 

 

Haplótipo 
Acesso 
GenBank   Hospedeiro País 

Hap 4 PQ807554 Oligoryzomys nigripes Brasil 
Hap 4 PQ807555 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807556 Sooretamys angouya Brasil 
Hap 4 PQ807557 Sooretamys angouya Brasil 
Hap 4 PQ807558 Akodon montensis Brasil 
Hap 4 PQ807559 Akodon montensis Brasil 
Hap 5 MH111419 Necromys lasiurus Brasil 
Hap 6 OM033665 Oecomys mamorae Brasil 
Hap 6 KX777653 Oecomys mamorae Brasil 
Hap 7 KU667309 Oligoryzomys flavescens Brasil 
Hap 8 KX776335 Thrichomys fosteri Brasil 
Hap 8 KX776337 Thrichomys fosteri Brasil 
Hap 9 FJ719817 Abrothrix olivaceus Chile 
Hap 9 FJ719818 Abrothrix olivaceus Chile 
Hap 10 FJ719815 Abrothrix olivaceus Chile 
Hap 10 FJ719816 Abrothrix sanborni Chile 
Hap 11 MK454898 Rattus norvegicus Chile 
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ANEXO VI – Lista das sequências de 18S rDNA, cox1, cox3 e cytb utilizadas na análise 
filogenética de Babesia spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do GenBank, 
seguidos do gene(s), identificação do parasita, espécie de hospedeiro intermediário e país de 
origem. 

GenBank ID Gene Espécie Hosp intermediário País 

AB499085 cox1, cox3, cytb Babesia bigemina Bos taurus Japão 

AB499086 cox1, cox3, cytb Babesia caballi Equus caballus  Japão 

AB499087 cox1, cox3, cytb Babesia gibsoni Canis lupus familiaris Japão 

AB499088 cox1, cox3, cytb Babesia bovis Bos taurus Japão 

AB499089 cox1, cox3, cytb Theileria parva Bos taurus Japão 

AB499090 cox1, cox3, cytb Theileria orientalis Bos taurus Japão 

AB053216 18S Babesia sp. Bandicota indica Japão 

AB624353 cox1, cytb Babesia microti M. musculus (lab) Japão 

AB624356 cox3 Babesia microti M. musculus (lab) Japão 

AB624357 cox1, cox3, cytb Babesia rodhaini M. musculus (lab) Japão 

AB624358 cox3 Babesia rodhaini M. musculus (lab) Japão 

AF078815 18S Theileria mutans Bos taurus África do Sul 

AF158702 18S Babesia conradae Canis lupus familiaris EUA 

AF244911 18S Babesia leo Panthera leo África do Sul 

AF244912 18S Babesia felis Panthera leo África do Sul 

AF244913 18S Babesia sp. Caracal caracal África do Sul 

AF499604 18S Theileria bicornis Diceros bicornis África do Sul 

AJ439713 18S Babesia divergens Homo sapiens Portugal 

AY072925 18S Babesia vogeli Canis lupus familiaris França 

AY072926 18S Babesia canis Canis lupus familiaris Polônia 

AY150058 18S Babesia ovis Ovis aries Espanha 

AY150062 18S Theileria equi Equus caballus  Espanha 

AY260172 18S Theileria ovis Ovis aries Alemanha 

AY371196 18S Babesia vogeli Canis lupus familiaris Brasil 

AY452707 18S Babesia felis Felis catus África do Sul 

AY452708 18S Babesia leo Felis catus África do Sul 

AY485690 18S Cytauxzoon manul Otocolobus manul USA 

AY485691 18S Cytauxzoon manul Otocolobus manul USA 

AY533147 18S Babesia motasi Ovis aries Espanha 

AY485690 18S Cytauxzoon manul Otocolobus manul Mongólia 

AY534602 18S Babesia sp.  Canis lupus familiaris Espanha 
AY679105 18S Cytauxzoon felis Felis catus USA 
BBORRNAA 18S Babesia rodhaini não informado - 

DQ200887 18S Babesia poelea Sula leucogaster Atol Johnston 

DQ329138 18S Babesia sp.  Puma concolor coryi USA 

EF222255 18S Babesia sp.  Hydrochoeris hydrochaeris Brasil 

EU083802 18S Theileria sergenti Bos taurus China 

EU642511 18S Theileria equi Equus caballus  África do Sul 

FJ944826 18S Theileria divergens Bos taurus France 

GQ411405 18S Babesia lengau Acinonyx jubatus África do Sul 

GU903911 18S Cytauxzoon felis Felis catus Brasil 

HM538266 18S Theileria orientalis Bos taurus China 
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ANEXO VI (continuação) – Lista das sequências de 18S rDNA, cox1, cox3 e cytb utilizadas na 
análise filogenética de Babesia spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do 
GenBank, seguidos do gene(s), identificação do parasita, espécie de hospedeiro intermediário e 
país de origem. 

GenBank ID Gene Espécie Hosp intermediário País 
HQ179765 18S Theileria sp. Damaliscus lunatus África do Sul 
HQ184406 18S Theileria cervi Cervus nippon China 

HQ289870 18S Babesia duncani Homo sapiens USA 

HQ840960 18S Babesia bigemina Bubalis babalis China 

HQ895985 18S Theileria parva Syncerus caffer África do Sul 
 JN982342 18S Babesia rossi Canis lupus familiaris Nigeria 
JX495403 18S Babesia bovis Bos taurus China 

JX962781 18S Babesia microti Rattus losea China 

KC461261 18S Babesia gibsoni Canis lupus familiaris Índia 

KC790443 18S Babesia leugau Felis catus África do Sul 

KC207821 cox1, cox3, cytb Cytauxzoon felis Felis catus USA 

KC207822 cox1, cox3 Babesia canis Canis familiaris USA 

KC207824 cox1, cytb Babesia sp.  Canis familiaris USA 

KC207825 cox1, cox3, cytb Babesia vogeli Canis familiaris USA 

KC207826 cox1, cytb Babesia conradae Canis familiaris USA 

KC207827 cox1, cox3 Babesia microti-like Canis familiaris USA 

KF928959 18S Babesia bovis Bos taurus Índia 

KM046917 18S Babesia bigemina Bos taurus Suíça 

KP757839 18S Babesia sp.  Monodelphis domestica Brasil 

KP757840 18S Babesia sp.  Thrichomys pachyurus Brasil 

KP995259 18S Theileria equi Equus caballus  India 

KR611121 18S Babesia felis Felis catus África do Sul 

KT223483 18S Babesia vulpes Vulpes vulpes Espanha 

KT223484 18S Babesia sp.  Meles meles Espanha 

KT224420 cox1 Babesia motasi não informado  

KU306940 18S Cytauxzoon felis Felis catus Suiça 

KT937390 18S Theileria Ornithorhynchus anatinus Australia 

KU647709 18S Theileria haneyi Equus caballus  EUA 

KX169167 cox1 Babesia vulpes Vulpes vulpes Israel 

KX169168 cox1 Babesia vulpes Vulpes vulpes Israel 

KY683997 18S Babesia sp.  Dasypus novemcinctus Brasil 

KY684001 18S Babesia sp.  Tayassu pecari Brasil 

KY684002 18S Babesia sp.  Didelphis marsupialis Brasil 

KY684003 18S Babesia sp.  Leopardus pardalis Brasil 

KX698108 cox3 Babesia sp.  Ovis aries China 

KY953227 18S Babesia sp.  Ornithorhynchus anatinus Austrália 

LC576821 18S Theileria orientalis Bos taurus Mianmar 

LC684767 cox1 Babesia naoakii Bos taurus Japão 

LN871600 cytb Babesia microti não informado  

MF288026 18S Babesia percei Spheniscus demersus África do Sul 

MF288028 18S Babesia ugwidiensis Phalacrocorax capensis África do Sul 
MF288029 18S Babesia ugwidiensis Phalacrocorax capensis África do Sul 

MF536661 18S Theileria bicornis Ceratotherium simum Austrália 

MF996533 cox1 Babesia vesperuginis Nyctalus noctula República Tcheca 

MF996535 cox1 Babesia vesperuginis Vespertilio murinus Áustria 
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ANEXO VI (continuação) – Lista das sequências de 18S rDNA, cox1, cox3 e cytb utilizadas na 
análise filogenética de Babesia spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do 
GenBank, seguidos do gene(s), identificação do parasita, espécie de hospedeiro intermediário e 
país de origem. 

GenBank ID Gene Espécie Hosp intermediário País 

MG344785 cox1 Babesia capreoli Cervus nippon República Tcheca 

MG344792 cox1 Babesia capreoli Capreolus capreolus República Tcheca 

MG682489 18S Babesia sp.  Procyon cancrivorus Uruguai 

MG799845 18S Babesia sp.  Meles meles China 

MH107387 cox3 Babesia sp.  Homo sapiens EUA 

MK257776 18S Babesia sp.  Didelphis marsupialis Brasil 

MK580472 18S Babesia sp.  Procyon lotor EUA 

MK742774 18S Babesia sp.  Canis lupus Itália 

MK962313 cox3 Babesia sp.  Ovis aries China 

MK962314 cox3 Babesia sp.  Ovis aries China 

MN101137 18S Theileria lupei Dasyurus viverrinus  Austrália 

MN101138 18S Theileria lupei Setonix brachyurus Austrália 

MN101140 18S Theileria sp. Setonix brachyurus Austrália 

MN135565 cytb Theileria lupei Dasyurus viverrinus Austrália 

MN135570 cox3 Theileria sp. Setonix brachyurus Austrália 

MN135571 cox3 Theileria sp. Macropus giganteus  Austrália 

MN135572 cox3 Theileria sp. Potorous gilbertii Austrália 

MN605889 cox1 Babesia motasi Ovis aries China 

MN864544 18S Babesia negevi Canis lupus familiaris Israel 

MN864546 18S Babesia negevi Canis lupus familiaris Israel 

MN876837 cox1 Babesia negevi Canis lupus familiaris Israel 

MN876838 cox1 Babesia negevi Canis lupus familiaris Israel 

MT002347 18S Piroplasmida sp. Phyllostomus discolor Brasil 

MT002348 18S Piroplasmida sp. Phyllostomus discolor Brasil 

MT002356 18S Piroplasmida sp. Phyllostomus discolor Brasil 

MW172714 18S Theileria parva Bubalis sp. Alemanha 

MW172716 18S Theileria lestoquardi Bubalis sp. Alemanha 

MW290046  18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW290048 18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW290049 18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW290050 18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW308130 cox1 Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW308131 cox1 Babesia sp.  Didelphis albiventris Brasil 

MW881036 18S Babesia sp.  Phyllotis darwini Chile 

MW881037 18S Babesia sp.  Phyllotis darwini Chile 

MW883578 cox1 Babesia sp.  Phylotis darwini Chile 

MZ231018 cox1 Theileria uilenbergi Ovis aries China 

NC-034637 cox3 Babesia microti não informado  

ON239748 cox3 Theileria annulata Bos taurus Algéria 

ON303276 cox3 Theileria buffeli Bos taurus Algéria 

ON995396 cox1 Babesia sp.  Puda puda Chile 

ON995397 cox1 Babesia sp.  Puda puda Chile 

ON995401 cytb Babesia sp.  Puda puda Chile 



83 
 

ANEXO VI (continuação) – Lista das sequências de 18S rDNA, cox1, cox3 e cytb utilizadas 
na análise filogenética de Babesia spp.. A primeira coluna demonstra os códigos de acesso do 
GenBank, seguidos do gene(s), identificação do parasita, espécie de hospedeiro intermediário 
e país de origem. 

GenBank ID Gene Espécie Hosp. intermediário País 

ON995402 cytb Babesia sp.  Puda puda Chile 

OP209977 cox1 Babesia sp.  Didelphis marsupialis Guatemala 

OP023828 18S Theileria Tapirus terrestris Brasil 

OP023832 18S Theileria Tapirus terrestris Brasil 

OP023833 18S Theileria Tapirus terrestris Brasil 

OP023834 18S Theileria Tapirus terrestris Brasil 

OP186427 18S Babesia sp.  Didelphis marsupialis Guatemala 

OP751797 18S Babesia sp.  Didelphis aurita Brasil 

OP751800 18S Babesia sp.  Didelphis aurita Brasil 

OQ190472 18S Babesia sp.  Didelphis aurita Brasil 

OQ190473 18S Babesia sp.  Didelphis aurita Brasil 

PQ631368 cytb Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ631370 cytb Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

OQ787671 18S Babesia sp.  Didelphis marsupialis Brasil 

OQ969879 18S Babesia sp.  Priodontes maximus Brasil 

OQ969881 18S Babesia sp.  Dasypus novemcinctus Brasil 

OR208155 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR208156 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR149995 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR149996 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR149997 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR149998 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

OR149999 18S Babesia goianiaensis Hydrochoerus hydrochaeris Brasil 

PP082974 cox1 Babesia sp.  Cerdocyon thous Brasil 

PP082976 cox1 Babesia sp.  Cerdocyon thous Brasil 

PP117082 18S Babesia ailuropodae Ailuropoda melanoleuca China 

PP215410 cytb Babesia ailuropodae Ailuropoda melanoleuca China 

PP215412 cytb Babesia ailuropodae Ailuropoda melanoleuca China 

PP852299 18S Babesia coryicola Puma concolor coryi EUA 

PQ492346 18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Argentina 

PQ492347 18S Babesia sp.  Didelphis albiventris Argentina 

PQ602138 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ602139 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ602141 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ602143 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ611206 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

 PQ611207 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ611208 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ611209 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PQ611210 18S Piroplasmida sp. Thrichomys pachyurus Brasil 

PV402287 cytb Cytauxzoon paradoxurus Paradoxurus hermaphroditus Singapura 

THE18SRRNA 18S Theileria parva Bos taurus EUA 
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ANEXO VII – Lista de sequências do gene 18S rDNA utilizadas na rede de haplótipos do 
clado Marsupialia da América do Sul (Figura 15). 

  

ID Genbank Hosp. Intermediário Estado/País 
MW290046 Didelphis albiventris DF/Brasil 
MW290048 Didelphis albiventris MS/Brasil 
MW290049 Didelphis albiventris MS/Brasil 
MW290050 Didelphis albiventris MS/Brasil 
MW290052 Didelphis albiventris MS/Brasil 
OP751797 Didelphis aurita RJ/Brasil 
OP751800 Didelphis aurita RJ/Brasil 
OQ787671 Didelphis marsupialis MA/Brasil 
OQ969879 Priodontes maximus MS/Brasil 
OQ969880 Priodontes maximus MS/Brasil 
PQ492346 Didelphis albiventris Argentina 
PQ492347 Didelphis albiventris Argentina 
Mmus Mus musculus* RJ/Brasil 
IG1 Philander quica* RJ/Brasil 
IG2 Philander quica* RJ/Brasil 
PG1 Philander quica* PG/Brasil 
PG2 Philander quica* PG/Brasil 
PG3 Philander quica* PG/Brasil 
Oxym Oxymycterus nasutus* PG/Brasil 
 

Abreviaturas: ID, identidade; Hosp., hospedeiro; Mmus, Mus musculus; IG, Iguaba 
Grande; PG, Ponta Grossa, Oxym, Oxymycterus nasutus. *Sequências deste estudo. 

 

 

 

  

 


