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Resumo



As hemogregarinas (Apicomplexa: Adeleina) sdo hemoparasitos observados em répteis, sendo
os principais géneros Haemogregarina e Hepatozoon. Analises morfologicas, morfométricas
e moleculares s3o essenciais, pois auxiliam na distingdo entre géneros e espécies desses
protozoarios. O presente estudo objetivou determinar a positividade e caracterizar
morfologicamente, morfometricamente e molecularmente género/espécie de hemogregarinas
em répteis de vida livre e cativeiro. Foram coletadas amostras dos répteis provenientes dos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso e Goids. A amostra de sangue foi dividida em
aliquotas para realizar extensdes sanguineas e executar a PCR. As analises morfologicas e
morfométricas das formas evolutivas sanguineas de hemogregarinas foram realizadas nas
extensdes. A PCR foi realizada com os primers HEMO1/HEMO2 e HEPF300/HEP900. De
222 amostras de répteis coletadas, 102 (45,94%) foram positivas para hemogregarinas, sendo
46,15% (36/78) testudines, 70,68% (41/58) crocodilianos e 29,06% (25/86) serpentes. Houve
diferenga significativa entre positividade e ambiente de vida (vida livre/cativeiro). Pela
analise morfologica e morfométrica, em testudines, foram observadas formas evolutivas de
trofozoitos, pré-merontes, micromerontes, macromerontes, duas morfologias de
macrogametocitos € duas morfologias de microgametécitos de Haemogregarina sp. Em
crocodilianos, foram observados gametdcitos extraeritrociticos e quatro estadios
gametociticos intraeritrociticos (em dobramento, com cromatina nuclear dispersa, com
vacuolos citoplasmaticos, maduros) os quais auxiliaram na identificacdo de Hepatozoon
caimani. Em serpentes, cinco (ML, M2, M3, M4 e M5) diferentes morfologias e morfometrias
de gametocitos intraeritrociticos de Hepatozoon sp. foram observadas, sendo necessaria a
técnica molecular para identificacdo de espécies. Devido a escassez de dados moleculares
sobre Haemogregarina sp. em testudines, ndo foi possivel identificar espécie, as poucas
sequéncias disponiveis no “GenBank” mostraram-se diferentes das do presente estudo. Com
isso, as informag¢des morfoldgicas, morfométricas e moleculares relatadas nesse trabalho
infere possivel descri¢do de uma nova espécie de Haemogregarina, entretanto mais estudos
serdo realizados para confirmar essa suspeita. Em crocodilianos, ndo ha dados moleculares
publicados de caimani, sendo o presente estudo o primeiro. Entretanto, em serpentes atraveés
da analise molecular foi possivel identificar espécies de Hepatozoon, como Hepatozoon musa
parasitando serpentes da espécie Crotalus durissus de vida livre e cativeiro e Hepatozoon
cevapii parasitando serpentes da espécie Boa constrictor € Bothrops spp. A partir desse
estudo, conclui-se a necessidade em empregar-se o conjunto diagndstico morfologico,

morfométrico e molecular para identificar géneros e espécies de hemogregarinas em répteis



de vida livre e cativeiro, passo inicial para melhor compreensdo dos efeitos fisiologicos,

bioldgicos e comportamentais desses parasitos em répteis.

Palavra-chave: Haemogregarina sp.; Hepatozoon sp., epidemiologia, PCR.



Abstract



Hemogregarines (Apicomplexa: Adeleina) are hemoparasites commonly observed in reptiles,
being the main genus Haemogregarina and Hepatozoon. Morphological, morphometric and
molecular analyzes are essential to distinguish genus and species of these parasites, an initial
step to better understand the physiological, biological and behavioral effects of these
hemoparasites in reptiles. The present study aimed to determine the positivity and characterize
morphometrically, morphometrically and molecularly genus/species of hemogregarinas in
free - living and captive reptiles. Samples from reptiles from the states of Minas Gerais, Mato
Grosso and Goias were collected. Blood samples were divided in aliquots to perform blood
extensions and as well as PCR. The morphological and morphometric analyzes of blood
evolutionary forms were performed in the extensions. PCR was performed with the primers
HEMOI/HEMO2 and HEPF300/HEP900. Of 222 samples of reptiles collected,
hemogregarines were observed in 45.94% (102), being 46.15% (36/78) from testudines,
70.68% (41/58) from crocodilians and 29.06% (25/86) from snakes. There was a significant
difference between positivity and living environment (free life / captivity). The morphological
and morphometric analysis, in testudines, showed erythrocytic stages forms of trophozoites,
premeronts, micromeronts, macromeronts, two morphologies of macrogametocytes and two
morphologies of microgametocytes of Haemogregarina sp. In crocodilians, extraeritrocitic
gametocytes and four intraeritrocytic gametocytic stages (in folding, with dispersed nuclear
chromatin, cytoplasmic vacuoles and mature were seen, which aided in the identification of
Hepatozoon caimani. In snakes, five (M1, M2, M3, M4 and MS5) different morphologies and
morphometrics of intrateritocytic gametocytes of Hepatozoon sp. were being necessary the
molecular technique for identification of species. Due to the scarcity of molecular data on
Haemogregarina sp. in testudines, it was not possible to identify species, the few sequences
available in GenBank were different from those of the present study. Thus, the morphological,
morphometric and molecular information reported in this work infers a possible description of
a new species of Haemogregarina, however further studies will be carried out to confirm this
suspicion. In crocodilians, there aren’t published molecular data of Hepatozoon caimani,
being the present study the first one. However, in snakes through molecular analysis it was
possible to identify species of Hepatozoon, such as Hepatozoon musa parasitizing Crotalus
durissus of free living and captivity environment and Hepatozoon cevapii parasiting Boa
constrictor and  Bothrops spp. From this study, we conclude the need to use the

morphological, morphometric and molecular diagnostics to identify genus and species of



hemogregarines in free-living and captivity reptiles, a initial step to know better the

biological, physiological and behavioral effects of these parasites in these animals.

Keyword: Haemogregarina sp., Hepatozoon sp., Epidemiology, PCR.



Introducdio



1. Répteis

Tradicionalmente denominam-se répteis o grupo de animais que possui em comum a
ectotermia (capacidade de utilizar fontes externas de calor para regular a temperatura
corporal) e a pele recoberta por escamas. Esse grupo inclui diversas linhagens (lagartos,
serpentes, anfisbenideos, testudines e crocodilianos), embora algumas ndo sejam proximas
filogeneticamente, e habitam os mais diversos locais terrestes, exceto os polos (PINCHEIRA-
DANOSO et al., 2013).

De acordo com Pincheira-Danoso (2013), a Classe Reptilia possui 82 familias, 1131
géneros e 9546 espécies. Essa ¢ subdividida em Ordem Squamata, a qual agrupa serpentes,
lagartos e anfisbaenias; Ordem Crocodylia, jacarés, gaviais e crocodilos; Ordem Testudinata,
cagados, tartarugas e jabutis e a Ordem Rincocephalia, que possui uma Unica familia, género e
espécie, a tuatara.

Segundo levantamento coordenado pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH,
2012), no territorio brasileiro ha 641 espécies de répteis catalogadas, ocupando a terceira
colocacdo em relagdo aos paises com maior riqueza de espécies de répteis, somente atras da
Australia e do México. O Brasil possui seis espécies de jacarés (26% da fauna mundial), 35 de
testudines (11% da fauna mundial), 217 de lagartos (5% da fauna mundial), 326 de serpentes
(11% da fauna mundial) e 57 (35% da fauna mundial) de anfisbaenias (cobras-de-duas
cabecas).

Dentre os répteis, a Ordem Testudinata ou Chelonia, inclui animais terrestres, marinhos
e de 4gua doce e ¢ reconhecida como a mais antiga de todas entre os répteis atuais, com
caracteristicas conservadas ha mais de 200 milhdes de anos (ERNST e BARBOUR, 1989;
POUGH et al., 2003).

Diferente dos demais répteis, o corpo dos testudines estd protegido por um casco, com
configuragdo e tamanho que variam conforme os géneros, espécies e subespécies, além de
existirem diferengas entre os sexos (PRITCHARD e TREBBAU, 1984; POUGH et al., 2003).

Os habitos alimentares variam entre as espécies herbivoras, carnivoras ou onivoras, e
também de acordo com a faixa etaria do animal (TERAN et al., 1995; MALVASIO et al.,
2003). Na alimentag@o estdo incluidos vegetais, pequenos invertebrados e vertebrados, como
os peixes (PRITCHARD e TREBBAU, 1984; LGLER, 1993; POUGH et al., 2004; LUZ,
2005).



Existem duas Subordens entre os testudines Cryptodira e Pleurodira, 13 familias e
aproximadamente 300 espécies (POUGH et al., 2003), as quais correspondem a 12,5% da
fauna mundial. Essas s3o constituidas, principalmente, por espécies de Chelidae e
Podocnemidae que representam 37,3% e 62%, respectivamente, do total de espécies (SOUZA
e MOLINA, 2007).

Em relagdo a Podocnemidae, sdo encontradas cinco espécies no Brasil: Peltocephalus
dumeriliana (Schweigger, 1812), Podonemis erytrocephala (Spix, 1824), Podocnemis
expansa (Schweigger, 1812), Podocnemis sextuberculata (Cornalia, 1849) e Podocnemis
unifilis, popularmente conhecida como tracaja (Troschell, 1848).

Na regido da Bacia do Araguaia, Estado do Goias, existem registros da ocorréncia de
quatro familias e sete espécies de testudines: Kinosternidae (Kinosternon scorpioides),
Testudinidae (Geochelone carbonaria e Geochelone denticulata), Chelidae (Chelus
fimbriatus e Phrynops geoffroanus) e Podocnemidae (Podocnemis expansa e Podocnemis
unifilis). Podocnemis expansa e Podocnemis unifilis se destacam pela importancia econdmica,
entretanto, ndo ha muitos relatos na literatura de aspectos populacionais e biologicos destas
espécies (MALVASIO, 2003 e 2005).

A Ordem Crocodylia possui 21 espécies e a maioria € encontrada em regides tropicais e
subtropicais. Os crocodilianos sdo mais adaptados ao ambiente aquatico do que terrestre,
sendo considerados predadores generalistas e oportunistas, cuja dieta depende da diversidade
de organismos presentes no ambiente (SANTOS et al, 1996; DA SILVEIRA e
MAGNUSSUM, 1999). Podem se alimentar de animais vivos ou em decomposi¢do, e até
mesmo da mesma espécie, especialmente, quando as presas sdo filhotes e animais debilitados
(MARCON et al., 2008; BORTEIRO et al., 2008).

No Brasil, ocorrem seis espécies, todas pertencentes a familia Alligatoridae,
popularmente chamadas de jacarés: Paleosuchus trigonatus, Paleosuchus palpebrosus,
Melanosuchus niger, Caiman crocodilus, Caiman latirostris e Caiman yacare, popularmente
conhecido como jacaré-tinga (KING e BURKE, 1989; DA SILVEIRA, 2002).

Caiman crocodilus pode ser encontrado praticamente em todos os ambientes de zonas
umidas e baixa altitude na Regido Neotropical, sendo a espécie dentre os crocodilianos mais
abundante e com maior distribui¢do na América Latina. A distribui¢do geografica abrange do
México até a Bacia Amazonica e a Bacia Tocantins-Araguaia, sendo sua extensdo de
ocorréncia no territorio brasileiro de 5.006.412,4 km* (GOOMBRIDGE, 1987).

As serpentes ou ofideos sdo animais popularmente conhecidos no Brasil como cobras.

Cientificamente, estes se agrupam na subordem Serpentes, que juntamente a Sauria (lagartos e
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lagartixas) e Amphisbaenia (‘cobras de duas cabecas’) formam a ordem Squamata. Sdo
encontradas em quase todo o mundo, mas habitam, principalmente, as regides temperadas e
tropicais (MELGAREJO-GIMENEZ, 2003).

No mundo s3o conhecidas, atualmente, cerca de 2.900 espécies de serpentes,
distribuidas entre 465 géneros e 20 familias. Na fauna brasileira, ha representantes de 366
espécies, 75 géneros e 10 familias; sendo estas: Anomalepididae, Leptotyphlopidae,
Typhlopidae, Aniliidae, Tropidophiidae, Boidae, Colubridae, Dipsadidae, Elapidae e
Viperidae (NICKERSON ¢ HANDERSON, 1976; ARAUJO ¢ SANTOS, 1997, BERNARDE
e ABE, 1997; MARQUES et al., 2001; FEIO e CARAMASCHI, 2002; ARAUJO et al,
2003).

As maiores serpentes da América Neotropical sdo da familia Boidae e sdo consideradas
ndo peconhentas, matando as presas por constricio (PUORTO e FRANCA, 2009). Vivem em
varios “habitats”, podendo ser aquaticas, semi-arboricolas e arboricolas (PIZZATO, 2006).
No Brasil, as serpentes da familia Boidae sdo representadas por quatro gé€neros: Lunectes,
Boa, Corallus e Fpicrates (NOONAN e CHIPPINDALE, 2006).

As serpentes pegonhentas possuem glandulas secretoras de pegonha recobertas por
musculos compressores, conectadas por ductos as presas inoculadoras (BERNARDE, 2011).
No pais, tradicionalmente, considera-se como serpentes pegonhentas somente as espécies
incluidas nas familias Elapidae (corais verdadeiras) e Viperidae (cascavéis e jararacas).
Algumas espécies incluidas nas familias Colubridae, Aniliidae e Dipsadidae possuem
peconha, embora os acidentes com estas espécies sejam raros (ARAUJO et al., 2003).

Dentre as Familias que causam acidentes ofidicos no Brasil, a Familia Viperidae possui
o maior numero de casos. Essas serpentes sdo conhecidas popularmente como jararacas
(Bothrops sp.) e cascavéis (Crotalus sp.). Apresentam cerca de 170 espécies distribuidas pelo
mundo e no Brasil essa familia ¢ constituida por 5 géneros, 23 espécies e 39 subespécies

(HOGE e ROMANO, 1971; MELGAREJO-GIMENEZ, 2003).

2. Fatores Econdmicos e Ecoldgicos.

A demanda de répteis como “pets” exéticos tem aumentado a cada dia. Esse comércio,
muitas vezes ilegal, ocasiona problemas em relag@o a saude do animal e possivel transmissao
de doengas. Além disso, o aumento de trafico ilegal pode ocasionar possivel extingdo de

espécies (KARESHI et al., 2005).
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Outros fatores a serem considerados sdo o comércio alimenticio da carne de testudines e
crocodilianos, e o desenvolvimento de medicamentos e soros amplamente comercializados no
Brasil e no mundo através de estudos sobre a peconha de serpentes (PRITCHARD e
TREBBAU, 1984).

Muitas espécies de testudines em diversas partes do mundo apresentam importancia
alimenticia e econOmica, tendo os ovos, carne, visceras, gordura e casco utilizados
intensamente pelo homem (VAN DIJK et al., 2014). No Brasil, a exploragido das espécies de
testudines tem sido documentada por naturalistas, diversos pesquisadores e escritores desde a
época colonial (VOGT, 2008).

As espécies Podocnemididae sdo mais consumidas devido ao tamanho, abundancia e
captura facil, principalmente, nos locais de reproducdo e alimentagdo (SMITH, 1979).
Atualmente, a tracaja (Podocnemis unifilis) é considerada ameagada de exting@o no territorio
brasileiro (ICMBIO, 2014). Devido a isso, criou-se portarias especificas (IBAMA) que
normatizam a criagdo dessa espécie em cativeiro (Portaria n°® 142, de 30 de dezembro de
1992) e a comercializagdo dos produtos e subprodutos (Portaria n® 70, de 23 de agosto de
1996).

Em relagdo aos crocodilianos, o risco de extingdo de C. crocodilus foi avaliado de
acordo com os critérios da Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN 1998,
2001), com base nos dados disponiveis até 2011, e foi categorizada como Menos Preocupante
(LO).

A criagdo de C. crocodilus em cativeiro possui potencial econdmico (VILLELA, 2008)
devido ao melhor aproveitamento da pele e diminui¢do da pressdo sobre estoques nativos,
com poucas informag¢des referentes ao sistema de criagdo, nutricdo, instalacdes e
processamento de pele (MACIEL et al., 2003). No Brasil, existe somente uma fazenda de
criacdo de jacarés-tinga, a qual se localiza no Estado do Amazonas. No entanto, a fazenda néo
produz jacarés ha anos, o que € preocupante levando-se em consideragdo a crescente atividade
de caca ilegal de jacarés desde a década de 90 (DA SILVEIRA, 2002).

Tendo em vista a legalizagdo de criadouros de répteis brasileiros, estudos sobre manejo
sanitario dos locais de criagdo destes animais sdo importantes para conservagdo € manejo de
espécies. A prevencdo de doengas ¢ o procedimento mais 16gico, econdomico e duradouro,
quando se considera a saide animal. No cativeiro, porém, as condi¢des ambientais favorecem
os surtos, devido a concentragdo de organismos patogénicos, maior contato entre diferentes
espécies e, 0s erros nutricionais ¢ de manejo, aliados ao estresse. Essas condi¢des acabam por

enfraquecer a resisténcia organica e imunoldgica dos animais cativos (FRANCISCO, 1997).



12

A diversidade de parasitos que acometem répteis € grande os estudos desses patogenos
tém ganhado destaque em diferentes areas do conhecimento. Esses parasitos sdo amplamente
utilizados como modelos ecologicos, com crescente constatagdo de que o parasitismo exerce
papel fundamental na estrutura, dindmica temporal e espacial de populagdes naturais com
acdo direta nos processos de competicdo e estabilidade de ecossistemas (HOLMES e PRICE,
1986).

Questdes relacionadas a transmissdo zoondtica t€ém ganhado destaque, principalmente
por esses animais estarem cada vez mais em contato com o homem e com diversos animais
domésticos. Isso tem ocorrido ndo somente pela criagdo desses animais como “pets” exoticos,
mas também pela acdo destruidora de “habitat” selvagens pelo homem, fazendo com que
esses animais procurem ambientes urbanos. Esse contato estrito faz com que haja necessidade
de se entender a diversidade parasitaria nos animais silvestres, a distribuicdo espacial e
evolugdo temporal em diferentes ecossistemas, e interacdo com diferentes hospedeiros

(HARRUS e BENETH, 2005; KARESH et al., 2005).

3. Parasitos em répteis

A grande maioria dos répteis em todo o mundo sdo acometidos por algum agente
patogénico, podendo ser endoparasitos, como protozoarios, helmintos, bactérias ou virus, a
ectoparasitos, como sanguessugas, acaros, dentre outros (NASIRI et al., 2014). Ursula et al.
(2014), na Alemanha, analisaram 410 répteis, incluindo serpentes, testudines e lagartos
trazidos por 11 paises para duas lojas de petshop e relatou positividade de parasitos
sanguineos em 117 (29%) animais. Os protozoarios observados eram das familias
Haemogregarinidae, Hepatozoidae, Lankesterellidae, Plasmodiidae, Haemohorminiidae e
Trypanosomatidae.

Outro estudo desenvolvido por Nasiri et al. (2014), abordou a diversidade de parasitos
gastrointestinais e hemoparasitos em serpentes no Ird. Os autores observaram 64 (13,56%)
serpentes infectadas com endoparasitos de 12 géneros diferentes, sendo 41 (47,12%) serpentes
positivas para parasitos gastrointestinais e 23 (26,43%) serpentes positivas para
hemoparasitos.

Dentre os hemoparasitos, as hemogregarinas, os plasmodideos e os trypanosomatideos
sdo os mais observados em répteis. Entretanto, ha presenca de outros grupos de
hemoparasitos, como hemococcidios em lagartos, piroplasmorida, parasitos procariotos

(infecgfio clamidial e por rickettsias) e microfilaria (TELFORD, 2009; URSULA et al., 2014).
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4. Parasitos do Filo Apicomplexa

O Filo Apicomplexa (Levine, 1970) agrupa protozoarios que apresentam estruturas
conhecidas como “Complexo Apical” (LEVINE et al., 1980), composto por elementos do
citoesqueleto e pelas organelas secretorias especializadas chamadas roptrias, micronemas e

granulos densos (SIDDALL, 1995; ADL et al., 2005).

A caracterizacdo desse Filo segue a revisdo de Levine at al. (1980), o qual ¢ subdividido
em quatro grupos (gregarinas, coccidios, hemosporidios e piroplasmas). Os agrupamentos sdo
baseados, principalmente, por caracteristicas biolégicas e do ciclo de vida, como os

hospedeiros, os vetores e quais tecidos do hospedeiro parasitam (MORRISSON, 2008).

Os parasitos pertencentes a esse Filo possuem ciclo de vida complexos, podendo
apresentar duas fases assexuadas, chamadas de merogonia e esporogonia, € uma sexuada,
conhecida como gametogonia. S30 0s Gnicos entre os eucariotos a apresentar ontogenia de

reproducdo ciclica (SIDDALL, 1995).

A Classe Sporozoea (Leukart, 1877) possui aproximadamente 6.000 espécies descritas e
distribuidas em trés Subclasses: Gregarina (Dufuor, 1828), Piroplasmia (Levine, 1961) e
Coccidia (Leukart, 1879). A Subclasse Coccidia encontra-se dividida em trés Ordens:
Agamococcidiia Levine 1979, cujos parasitos apresentam somente esporogonia,
Protococcidiida (Kheisin, 1956), o qual ndo possui no ciclo a merogonia, e Eucoccidiida
(Léger e Duboscq, 1910), caracterizada por apresentar merogonia, esporogonia e

gametogonia.

A Ordem Eucoccidiida agrupa-se em trés Subordens, Eimeriina (Léger, 1991),
Haemosporina (Danilewsky, 1885) e Adeleina (Léger, 1911). Dessas subordens a Adeleina ¢

a que alberga hemoparasitos presentes em répteis.

Adeleina se caracteriza pela presenca de sigizia, microgamontes produzindo 1-4
microgametas, esporozoitos envoltos por esporocisto dentro dos oocistos e as espécies podem
ser monoxénicas ou heteroxénicas. E considerada Subordem heterogénea e polifilética
(BARTA, 1989; SIDDALL e DESSER, 1991; SIDDALL, 1995), constituida por trés Familias
(BARTA, 1989): Haemogregarinidae Neveu-Lemaire 1901, com os géneros
Haemogregarina, Desseria e Cyrilia, Karyolysidae Wenyon 1926, com os géneros

Karyolisyus e Hemolivia, e Hepatozoidae Wenyon 1926 com o género Hepatozoon (Figura

).
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O termo hemogregarina é, geralmente, utilizado para parasitos vermiformes e largos
encontrados dentro de leuctcitos e eritrocitos (LEVINE et al., 1980; DAVIES, 2000).
Historicamente, parasitos sanguineos de anfibios, répteis, aves e mamiferos foram incluidos
no género Haemogregarina, devido a similaridade morfologica dos gametocitos entre os

diferentes géneros da Subordem Adeleina (DESSER et al, 1995; SMITH, 1996).

/7 Reino Protista (Haeckel, 1366) _\\
Subreino Protozoa (Goldfuss, 1817)
Filo Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe Sporozoea (Leunckart, 1879)
Subclasse Coccidia (Leuckart, 1879)
Gamontes {masculino e feminine) pequenos e intracelulares;
ciclo de vidacom estdgios semais e assexuais
(merogomia, gametogonia, esporogomma)

Ordem Agamococcidiida Ordem Eucoccidiida Ordem Protococcidiida
(Levine, 1979) (Léger e Duboscy, 1910) (Eheisin, 1956)
MMerogonia e gametogonia Com merogomnia, Merozonia ausente
ausentes | zametozonia e esporogonia -

Subordem Adeleina
(Léger. 1911)

Gamontes masculinos e feminines em sizigia; gamontes masculines
produzem 1-4 microgametas; esporocistos com esporozoitos

Familia Haemogregarinidae Familia Karvolysidae Familia Hepatozoidae

(Neveu-Lemaire, 1901) {(Wenyon, 1914) {(Wenyon, 1924)
; i Géneros :
Géneros Haemogregaring Género Hepatozoon

Cyriliae Desseria Karyolysus e Hemolivia

Figura 1: Esquema taxondmico do Filo Apicomplexa.

S. Familia Haemogregarinidae.

Os géneros Haemogregarina, Cyrilia e Desseria estdo incluidos nessa familia e
possuem caracteristicas exclusivas, como merogonia em células sanguineas ou tecidos,
oocistos relativamente pequenos (35um de didmetro), auséncia de esporocistos e baixa
quantidade relativa de esporozoitos produzidos (8-100) (DESSER, 1993; SIDDALL, 1995).

Cerca de 400 espécies foram descritas nessa Familia e Levine (1988) revisando o grupo,
considerou 300 espécies pertencentes ao género Haemogregarina, entretanto Sidall (1995)

designou somente 19 com Haemogregarina sensu stricto. Este grupo possui ciclo de vida
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heteroxénico com peixes e répteis considerados os hospedeiros vertebrados e, os isépodes
gnatideos e as sanguessugas (Familias Glossiphonidae, Ozobranchidae e Psicolidae) como
vetores (DESSER, 1993; SIDDALL, 1995; SIDDALL e DESSER, 2001; DAVIES et al.,
2004).

A prevaléncia de parasitos do género Haemogregarina no mundo abrange as diferentes
espécies de testudines. Estudos desenvolvidos com populagdes de diferentes regides
geograficas, como Estados Unidos (MCAULLIFE, 1977), Canada (MCALLISTER e KING,
1980; SIDDALL e DESSER, 1992), Roménia (MIHALCA et al., 2002, MIHALCA et al.,
2008), Australia (PIERCE e ADLARD, 2002) e Costa Rica (ROSSOW et al., 2013)
obtiveram 100% de positividade em testudines, como Chelydra serpentina, Chrysemys
scripta elegans, EEmys orbicularis, Kinosternon scorpioides, K. leucostumum e Rhinoclemmys
funerea.

No Brasil, 36 espécies de testudines aquaticos foram catalogados (BERNILS e COSTA,
2012), entretanto, existem poucos relatos de hemoparasitos acometendo esses animais. Dos
publicados, foi observado positividade de 28% (CAMPOS-BRITES e RATIN, 2003) e 98%
(SOARES et al., 2014) em testudines aquaticos.

Nesses animais, a espécie de parasito relatado com ciclo de vida mais completo ¢
Haemogregarina balli, a qual foi observada em Chelydra serpentina e na sanguessuga
Placobdella ornata (SIDDALL e DESSER, 1991). A transmissdo ocorre durante a
hematofagia realizada pelos vetores, com inoculagio de merozoitos. No hospedeiro
vertebrado se alojam nos oOrgdos como pulmdes, bago e figado, formando merontes pré-
eritrociticos contendo merozoitos. Esses caem na corrente sanguinea, invadem eritrocito e se
transformam em pré-merontes que se tornam merontes primarios eritrociticos, originando
novos merozoitos. Estes rompem o eritrécito e podem invadir outros se diferenciando em
gametdcitos (macrogametocitos e microgametocitos) ou dar continuidade ao ciclo merogdnico

(SIDDALL e DESSER, 1991; SIDDALL e DESSER, 1992; DAVIES e JOHNSTON, 2000).

6. Familia Hepatozoidae.

Siddall (1995) estudando espécies descritas em Haemogregarina, observou que
algumas dessas espécies podiam pertencer a outros géneros, fazendo nova revisdo da
Subordem Adeleina. O autor sugeriu a transferéncia dos parasitos de lagartos, serpentes e aves
para o género Hepatozoon. Essa transferéncia foi baseada em estudos onde observou uma

elevada quantidade de esporocistos formados nos oocistos da fase esporogbnica. A partir
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disso, os critérios morfoldégicos mais aceitos para diferenciagdo entre os géneros
Haemogregarina e Hepatozoon sdo: merogonia eritrocitica, exclusiva em Haemogregarina
spp. e o desenvolvimento esporogOnico nos vetores invertebrados. No género
Haemogregarina os oocistos sdo menores € ha produgdo de cerca de oito esporozoitos no
interior, enquanto no Hepatozoon, os oocistos sdo maiores em tamanho e numero de
€Sporozoitos.

No ano seguinte, Smith (1996) realizou revisdo do género Hepatozoon seguindo
orientagdo de Siddall (1995), e transferiu as espécies de Haemogregarina de lagartos,
serpentes e aves para Hepatozoon. O autor fez essa transferéncia mesmo ainda sendo
desconhecida a esporogonia de muitas espécies de Hepatozoon nesses hospedeiros.

A Familia Hepatozoidae ¢ constituida por um unico género, Hepatozoon, o qual
apresenta caracteristicas exclusivas como, merogonia restrita a tecidos, oocistos relativamente
grandes (100um de diadmetro), presenga de esporocistos e de centenas de esporozoitos
(SMITH, 1996).

O ciclo de vida das espécies de Hepatozoon ¢é complexo, com mecanismos de
transmissdo variados e podendo o mesmo parasito infectar diferentes hospedeiros vertebrados
e invertebrados. Landau et al. (1972) realizaram experimentos de transmissdo cruzada de
Hepatozoon domerguei entre diferentes espécies de serpentes e lagarto Oplurus sabae, com
duas espécies de vetores, os mosquitos Culex fatigans e Anopheles stephensi. Em todos os
experimentos foram observados gametocitos, merontes e cistos do parasito nos hospedeiros.
Lembrando que as serpentes e a espécie de lagarto, utilizados nesses experimentos, ingeriram
os vetores. Em seguida, o lagarto parasitado no experimento serviu de fonte alimentar para
uma serpente livre de parasitos e a mesma, posteriormente, apresentou gametocitos na
circulagdo sanguinea. Landau et al. (1972) conseguiram, portanto, comprovar transmissao
através de predacio de vertebrados com cistos com cistozoitos nas visceras.

Os hospedeiros invertebrados (vetores) s@o, principalmente, os mosquitos (Culicidae)
dos géneros Culex, Aedes e Anopheles. Esses podem transmitir a parasitose para as serpentes
por hospedeiros paraténicos, que se alimentam naturalmente desses géneros de mosquitos,
infectando as serpentes que os ingerirem, ou através da ingestdo direta desses mosquitos pelas
serpentes (Ball et al.,, 1967). Os invertebrados artropodes ndo fazem parte da alimentacgdo
normal de serpentes, entretanto, Ball et al. (1967) demonstraram ser possivel essa transmissao
pela ingestdo acidental de vetores.

Flebotomineos Phlebotomus vexator, também, podem atuar como hospedeiros

invertebrados, havendo relato de oocisto na hemocele nesse vetor (AYALA, 1970). Outros
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grupos de artropodes sdo transmissores dessa parasitose, como os barbeiros e acaros
(metastigmatas e mesostigmatas), que podem manter a fase esporogdnica (WOZNIAK e
TELFORD, 1991).

Telford (1984) analisando registros de estudos anteriores, concluiu que as espécies de
Hepatozoon que acometem répteis, apresentam baixa especificidade de hospedeiros, tanto
para os hospedeiros vertebrados, quanto para os invertebrados. Um aspecto que deve ser
levado em consideragdo ¢ a alimentacdo desses individuos no ambiente natural. Serpentes que
se alimentam de anfibios, lagartos e outras serpentes, estdo mais suscetiveis a adquirirem a
parasitose (Telford, 1984).

A rota de transmissdo congénita foi descrita por Lowick e Yaeger (1987). Esses
pesquisadores relataram serpente Nerodia fasciata confluens com elevada parasitemia e seus
filhotes estavam todos infectados pelo protozoario.

Em relagdo ao ciclo de vida, Ball et al. (1967), Ball et al. (1969), Bashtar et al. (1991) e
Smith et al. (1994) mostraram que a fase esporogonica do parasito inicia-se com a ingestao de
microgamontes e macrogamontes de Hepatozoon sp. durante repasto sanguineo em
hospedeiro vertebrado infectado. Em seguida, os gamontes migram para a parede intestinal
onde ocorre a gametogénese. Um microgamonte d4 origem a quatro microgametas
uniflagelados que, por singamia, fecundam os macrogametas, originados de macrogamontes,
formando um zigoto. O zigoto cresce rapidamente e atravessa a parede intestinal, localizando-
se na hemocele do vetor hematdfago. Nesse local, forma um oocisto com multiplos
esporocistos com esporozoitos (estagio evolutivo infectante para o hospedeiro vertebrado).
Quando o artropode ¢ ingerido, os esporozoitos sdo liberados e inicia-se a fase do ciclo no
hospedeiro vertebrado. Os esporozoitos podem seguir para os hepatocitos, formando um
cistozoito, ou iniciar o primeiro ciclo merogdnico que ocorre na parede intestinal da serpente.
Dois tipos de merontes sdo formados: um contendo macromerozoitos que, transportados via
sangue ou linfa, invadem novos tecidos e outro, contendo micromerozoitos, que irdo penetrar
nos eritrocitos, sofrer gamontogonia e dar origem aos gamontes circulantes, infectivos para os
vetores hematofagos (SMITH, 1996).

As serpentes sdo acometidas por mais de 120 espécies de Hepatozoon, com relatos na
literatura de 200 espécies de serpentes, nas regides temperadas a tropicais, acometidas por
essa parasitose (LEVINE, 1988; SMITH et al., 1996).

As espécies de Hepatozoon descritas em serpentes brasileiras na literatura sdo: H.
Juxtanuclearis, H. fusifex e H. terzii, parasitando Boa constrictor (CARINI, 1947; BALL et
al., 1969); H. raulei, plimmeri e H. jararacucu em Bothrops (PHISALIX e LAVERAN, 1913;



18

PESSOA et al., 1971; DE BIASI et al., 1989); H. luhei em Corallus sp. (SAMBON, 1907,
PESSOA et al., 1970);, H. romani, H. capsulata, H. cevapii, H. massardi e H. cuestensis
parasitando Crotalus durissus terrificus (PHISALIX, 1931; O'DWYER et al., 2013);, H.
philodryasi em Philodryas patogenensis (CARINL, 1910); H. mingonei e H. cyclagrasi em
Hydrodynastes gigas (ARANTES, 1934; PESSOA et al., 1970), dentre outras espécies.

Existem poucos estudos sobre prevaléncia de Hepatozoon em serpentes. Hull e Camin
(1960) analisaram 600 serpentes cativas no Zooldgico dos Estados Unidos e observaram
30,8% de animais infectados por esse parasito. No Brasil, Pessoa et al. (1974), relataram
17,1% de serpentes positivas dentre 2128 analisadas, e O'Dwyer et al. (2003) relataram
positividade de 16,38% em serpentes recém-capturadas.

Os crocodilianos apresentam poucas espécies de Hepatozoon descritas, com os
primeiros relatos reportados por Simond (1901) na India, o qual descreveu Haemogregarina
hankini em Gavialis gangeticus e Crocodylus porosus. Na Alemanha, Borner (1901)
descreveu Haemogregarina sp. em Crocodylus cutus e Alligator mississipiensis. Thiroux
(1910) descreveu nova espécie, Haemogregarina petiti em Crocodylus niloticus, que
posteriormente foi relatada por outros autores como Cahtton e Roubaud (1913) e Hoare
(1932). Entretanto, essas espécies foram descritas baseadas somente nos gametdcitos
sanguineos.

Posteriormente, em Uganda, o pesquisador Hoare (1932) estudando uma série de
hematozoarios em animais silvestres, em laboratorio, observou moscas tsé-tsé (Glossina
palpalis) realizando repasto sanguineo em crocodilianos naturalmente infectados. Foram
encontrados oocistos com centenas de esporocistos na cavidade destes dipteros, revelando o
desenvolvimento esporogoénico do parasito. Dessa forma, houve alteragio do nome
Haemogregarina petiti para Hepatozoon petiti.

No mundo estdo descritas cinco espécies de Hepartozoon em crocodilianos. Dessas, duas

sdo brasileiras, Hepatozoon serrei e Hepatozoon caimani (Tabela 1).
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Tabela 1: Locais de ocorréncia de Hepatozoon spp. ¢ seus respectivos hospedeiros crocodilianos.

Espécies Hospedeiros Local Referéncia

Hepatozoon hankini Gavialis gangeticus Asia ¢ India Simond 1901

Hepatozoon caimani Caiman latirostris América do Sul Carini 1909
Caiman yacare

Caiman crocodilus

Hepatozoon serrei Paleosuchus trigonatus América do Sul Phisalix 1914
Hepatozoon petiti Crocodilus niloticus Africa Hoare 1932
Hepatozoon sheppardi Crocodilus niloticus Africa Santos Dias 1952

No Brasil, existem registros de duas espécies de hepatozoideos em crocodilianos: H.
serrei, em jacaré P. trigonatus, e H. caimani, em jacarés C. crocodilus, C. yacare e C.
latirostris. Entretanto, acredita-se que o unico critério de identificag@o e descricdo dessas duas
espécies de parasitos tenha sido o encontro em diferentes crocodilianos, sugerindo que ambos
parasitos possuem mesma identidade (VIANA, 2010).

Hé4 descricdes de gametocitos intraeritrocitarios em outra espécie de jacaré,
Melanosuchus niger. Entretanto, ndo ha dados sobre esporogonia destes parasitos no
hospedeiro, ndo sendo possivel caracterizar a espécie encontrada. Das seis espécies brasileiras
de crocodilianos, somente ndo hé registros de infecg¢do, por espécies de Hepatozoon em
Paleosuchus palpebrosus (VIANA, 2010).

Hepatozoon caimani foi descrito no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, por Carini (1909)
como Haemogregarina caimani, pela observacdo de gametdcitos nos eritrocitos de trés
individuos Caiman latirostris (do jacaré-de-papo-amarelo). Posteriormente, o pesquisador
Migone (1916), também, observou gametocitos intraeritorciticos em jacarés Caiman
crocodilus na regido do Paraguai, porém néo o denominou (Migone, 1916).

Pessoa et al. (1972) desenvolveram os primeiros estudos sobre esporogonia de
Haemogregarina caimani, assim denominada na época. Foram estudados a sanguessuga
Haementeria lutzi, o triatomineo Triatoma infestans e os mosquitos Culex dolosus. Foi
observado desenvolvimento esporogdnico somente em C. dolosus, com numerosos 0ocistos
aderidos no estdmago e na cavidade geral, e quando maduros, contendo 100 a 120
esporocistos dentro de cada oocisto, com esporozoitos medindo 160 a 200 um. Com isso, foi
possivel a mudanga do nome da espécie de parasito, de Haemogregarina caimani para
Hepatozoon caimani.

Além desses relatos, Lainson (1977) observou esse protozoario nos jacarés C.

crocodilus na regido de Braganga, Pard. O pesquisador verificou o desenvolvimento
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esporogonico, com formagdo de grande quantidade de esporocistos por oocisto, em mosquitos
Culex fatigans, assim como observado por Pessoa et al. (1972).

Anos depois, os pesquisadores Lainson et al. conseguiram descrever pela primeira vez,
no Estado do Para, o ciclo de vida de Hepatozoon caimani em C. crocodilus. O mosquito
Culex fatigans (vetor) fez repasto sanguineo em C. crocodilus parasitado com H. caimani, em
seguida, foi possivel observar esporogonia com oocistos esporulados aderidos ao intestino do
vetor. Com isso, esses mosquitos infectados foram fornecidos como alimento para anuros
Leptodactylus fuscus e Rana catesbiana, e apresentaram cistos contendo cistozoitos
desenvolvidos nos 6rgdos, principalmente o figado. Em seguida, esses anuros com o parasito
serviram de alimento para crocodilianos limpos, os quais apresentaram gametdcitos
sanguineos dias apos infec¢cdo em orgdos como, figado, bago, rins e pulmao. Ja a merogonia
foi observada somente no intestino delgado (Lainson et al., 2003).

Ap6s descrigdes de anuros como transmissores de H. caimani em jacarés, Pereira et al.
(2014) realizaram experimento com peixes como hospedeiros paraténicos, e usaram quatro
espécies de mosquitos, Adedes fluviatilis, Aedes albopictus, Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus; todos executaram repasto sanguineo em dois C. yacare naturalmente
infectados, entretanto, somente C. quinquefasciatus apresentaram oocistos. Em seguida, os
peixes das espécies Metynnis sp. e Astyanax sp. foram individualmente alimentados com esses
C. quinquefasciatus infectados. Nenhum parasito foi encontrado em Astyanax sp., mas todos
Metynnis sp. apresentaram numerosos cistos, contendo cistozoitos. Os cistos estavam
localizados proximos a vasos hepaticos. Além disso, gametocitos intraeritrociticos foram
observados em jacarés jovens que ingeriram os peixes infectados (PEREIRA et al., 2014).

Através de todas essas descobertas, Lainson et al. (2003), Viana et al. (2012) e Pereira
et al. (2014) consideram anuros e peixes na dieta de jacarés em ambiente silvestre como vias
naturais de transmissdo de H. caimani. Todavia, a especificidade de hospedeiros desse
parasito ainda ¢ muito questionada (TELFORD et al., 2001).

Existem na literatura poucos relatos sobre prevaléncia de H. caimani em populagdes de
jacarés brasileiros. Na regido amazonica, Lainson (1977) observou 76,7% Caiman crocodilus
parasitados; Marques e Viana (2005) relataram 71,4% de C. yacare positivos para esse
parasito no Pantanal Mato-Grossense; nesse mesmo local, posteriormente, Viana et al. (2010)

relataram 76% de C. yacare positivos para H. caimani.
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7. Patogenia e Sinais Clinicos da infec¢ao por hemogregarinas em répteis.

Nao se sabe ao certo os efeitos fisioldgicos e a severidade de infecgdes por
hemogregarinas em testudines, crocodilianos e serpentes. No entanto, estes parasitos,
inevitavelmente, competem por energia e nutrientes com o hospedeiro. Como consequéncia, o
vertebrado investe energia na batalha imunologica contra esses protozoarios € nao em esfor¢o
reprodutivo (MOLLER, 1997).

Infecgdes parasitarias podem levar a alteragdes fisiologicas, metabolicas e
comportamentais. Madsen et al. (2005) observaram que Hepatozoon sp. pode provocar
reducdo no crescimento de serpentes, além de reduzir o rendimento reprodutivo das fémeas
infectadas. Os achados demonstram que o impacto dessa parasitose em serpentes pode ndo ser
observado por meio de doenga aparente, mas pode ser importante na ecologia das espécies
(Madsen et al., 2005)

Caudell et al. (2002) observaram que hemoparasitos intraeritrociticos, como
Haemogregarina spp. € Hepatozoon spp. podem afetar os répteis, reduzindo a sua capacidade
de transporte de oxigénio.

Em ambiente natural, os répteis parasitados normalmente s@o assintomaticos, mas em
parasitemias altas podem levar o individuo a 6bito (O’Dwyer et al., 2004).

Os danos ocasionados por esses hemoparasitos, normalmente, agravam-se em ambiente
cativo, onde o animal sob estresse se torna imunossuprimido podendo apresentar quadros
clinicos severos e possiveis infec¢des secundarias (MADSEN et al., 2005). Na literatura, ha
relatos de anemia hemolitica, apatia, perda de peso e modifica¢do no padrio reprodutivo e de
acasalamento (MOLLER, 1997, THRALL et al., 2007). Além disso, Wosniak et al. (1994)
observaram merontes no cérebro de um exemplar de C. durissus, que apresentou problemas
neuroldgicos em cativeiro.

Nos sistemas de cativeiro, devido a presenca de varios individuos agrupados em um
mesmo local, relatos de surtos patogénicos sdo comuns, pois este ambiente porporciona
condigdes ideais para proliferacdo de artropodes vetores em potencial. Outro fator importante
a se considerar € a existéncia de transmissdo vertical em Hepatozoon spp. (DE BIASI et al.,

1971; DE BIASI et al., 1972).

8. Critérios taxonomicos e de diagndstico para hemogregarinas em répteis.

Durante um periodo relativamente longo, a descri¢do de novas espécies era baseada

somente em critérios morfologicos dos gametocitos presentes nas células sanguineas e/ou pelo
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encontro de parasitos em nova espécie de hospedeiro e/ou em uma nova localidade
(SIDDALL, 1995). Entretanto, experimentos realizados entre diferentes espécies de
hospedeiros, com a mesma espécie de parasito, mostrou que a especificidade de hospedeiro
pode ser baixa dependendo da espécie. Essa questio desencoraja a antiga pratica de
classificacdo de novas espécies e mostraram a necessidade de observagdo de outras fases do
ciclo do parasito (BALL et al., 1967, LANDAU et al,, 1972).

Desser (1993), estudando hemogregarinas, concluiu que Haemogregarina spp. ndo pode
ser distinguido do Hepatozoon somente pela aparéncia dos gamontes intraeritrociticos e
merontes tissulares. Para a identificacdo, também € necessario analise do desenvolvimento
esporogdénico no vetor.

A distingdo de espécies quando baseada em caracteristicas somente morfologicas de
oocistos e gamontes torna-se falha devido a semelhanca das formas evolutivas (PESSOA e
DE BIASI, 1973; O'DWYER et al, 2002).

Os primeiros trabalhos descritivos na literatura sobre espécies de hemogregarinas em
répteis traziam somente informagdes sobre morfologia dos gamontes (formato, coloragao,
presenca de capsula). Posteriormente, os aspectos morfométricos comegaram a ser abordados.
Inicialmente, o comprimento e a largura eram avaliados, sendo introduzidos outras variaveis
como medida de area e nucleo (WOZNIAK et al., 1994).

Os primeiros estudos moleculares para hemogregarinas foram realizados por Wozniak
et al. (1994). Os autores conseguiram amplificar o rDNA de cinco diferentes isolados de
Hepatozoon, utilizando oligonucleotideos (18 AP853 e 18AP1488) desenvolvidos a partir da
sequéncia especifica para o locus de DNA ribossomal de hemoparasitos do Filo Apicomplexa.
Na Polymerase Chain Reaction (PCR) foi observado padrdes especificos de bandas para cada
isolado, demonstrando que estas espécies podem ser molecularmente diferenciadas pela
sequiéncia do locus de rDNA.

Entretanto, Perkins e Martin (1999) analisaram os pares de primes desenvolvidos por
Wozniak et al. (1994) e observaram ndo ser especificos, amplificando também genes dos
hospedeiros vertebrados, quando o DNA ¢ extraido do sangue. Com isso, Perkins e Keller
(2001) desenvolveram novos primers (HEMO1 e HEMO2). A sequéncia de oligonucleotideos
HEMOI1 amplifica regido conservada do grupo das hemogregarinas ¢ HEMO2 regido
conservada de apicomplexos, sendo considerados genéricos.

Ujvari et al. (2004), desenharam outros oligonucleotideos (HEPF300 e HEP900)

especificos para Hepatozoon spp. Os autores utilizaram esses primers para diagnosticar



23

infecgdo em serpentes L. fuscus. Contudo, ndo foi possivel nomear a espécie, pois os autores
ndo possuiam outros dados biologicos do hemoparasito.

Os primers descritos por Perkins e Keller (2001) e os descritos por Ujvari et al. (2004)
amplificam fragmentos de 900 pares de bases e 600 pares de bases, respectivamente. Esses
fragmentos sdo adjacentes do gene 18S rRNA, sendo possivel obter maior fragmento ao
concatenar ambos. Com isso, Harris et al. (2011) caracterizaram molecularmente espécies de
Hepatozoon em répteis presentes nas Ilhas Seychelles, Africa, sequenciando regides do gene
18S rDNA, utilizando os oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2 (PERKINS e KELLER, 2001)
e HepF300 e Hep900 (UJVARI et al., 2004), cuja andlise filogenética indicou que as espécies
de Hepatozoon presentes nessas ilhas formam uma linhagem monofilética. Em outro trabalho
utilizando esses dois pares de primers, Maia et al. (2011) realizaram analise molecular sobre
espécies de Hepatozoon de lagartos do Norte da Africa e encontraram multiplas linhagens
geneticamente distintas.

Recentemente, Borges-Nojosa et al. (2017) descreveram uma nova espécie, Hepatozoon
musa, em serpente da espécie Philodryas nattereri no nordestre brasileiro, pela analise
morfolégica e morfométrica de gametocitos e caracterizagdo molecular com auxilio dos
primers HEMO1/HEMO2 e HEPF300/HEP900. Os autores mostraram a necessidade e a
importancia da analise molecular juntamente com a morfoldgica e morfométrica das formas

evolutivas do parasito em répteis, para diagnostico de espécies de hemogregarinas.
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Justificativa
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As analises morfoldgicas, morfométricas e moleculares sdo importantes e essenciais,
pois auxiliam na distingdo entre géneros e possiveis espécies de hemoparasitos. Essa distingdo
¢ necessaria para estudos posteriores sobre interagdo parasito-hospedeiro.

O estudo das intera¢des entre parasitos e hospedeiros ¢ de fundamental importancia
para compreensdo de processos ecologicos, evolutivos e comportamentais desses individuos,
incluindo sele¢do sexual, migracdo e capacidade competitiva.

Individuos parasitados podem tornar-se mais suscetiveis aos predadores e menos
habeis para estabelecer territdrios. Portanto, o impacto de parasitos sobre a sobrevivéncia e
reproducdo de seus hospedeiros tem manifestagdes ndo somente na dindmica populacional do
hospedeiro, principalmente de vida livre, mas também, na abundancia relativa, estrutura de
comunidade, dispersdo e diversidade genética.

Infec¢des por hemoparasitoses em répteis cativos podem aumentar o poder de
disseminagdo desses parasitos, caso ndo haja rigido controle parasitologico e manejo sanitario
adequado. Sabe-se que répteis confinados sdo suscetiveis a estresse, perda de apetite, entre
outros fatores responsaveis pela queda do sistema imunoldgico desse animal. Caso isso
aconteca, se 0 mesmo estiver parasitado, pode gerar agravamento do quadro infeccioso.

Pesquisas hematologicas em répteis sdo escassas, poucos trabalhos podem ser citados,
principalmente no territdrio brasileiro. O numero de publica¢des ¢ menor quando se trata de
individuos cativos. Além disso, com aumento comercial de répteis, considerados “pets”

exoticos, ha possibilidade de transmissdo zoonoética desses patdogenos sanguineos.
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Objetivos
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1. Objetivo geral:

X/
L X4

Determinar a positividade e caracterizar morfologicamente, morfometricamente e
molecularmente as hemogregarinas (Apicomplexa: Adeleina) presentes em répteis de

vida livre e cativeiro.

2. Objetivos especificos:

Determinar a positividade das hemogregarinas (Apicomplexa: Adeleina) pela técnica de
extensdo sanguinea em microscopia optica convencional.

Caracterizar morfologia e morfometria dos estagios evolutivos sanguineos presentes nas
extensdes sanguineas.

Caracterizar molecularmente os géneros/espécies de hemoparasitos através do
sequenciamento.

Verificar a existéncia de associa¢do entre positividade, ambiente de vida (vida livre/
cativeiro, sexo e faixa etaria.

Verificar a existéncia de associagdo entre positividade e ser ou ndo peconhenta em

serpentes.
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1. Comité de Etica e Autorizacio

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo Animal (CEUA)
sob protocolo: 032/16 e pelo Sistema de Autoriza¢do e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) sob protocolo: 51398-1.

Foi realizada reunido com o Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos, responsavel pelo
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS), e com o bidlogo Rémulo
Antdnio Righi de Toledo, chefe de Servico de Animais Peconhentas da Fundagdo Ezequiel
Dias (FUNED), para explanar objetivos e procedimentos necessarios para efetivagdo desse
trabalho. Apos as reunides foi obtida permissdo para realizagdo da pesquisa com os répteis

provenientes de cada local (Anexo 1 e 2).

2. Area de Estudo

O presente estudo foi desenvolvido em quatro locais distribuidos entre os Estados de
Minas Gerais, Goids e Mato Grosso. Em todos esses locais o Bioma predominante ¢ o
Cerrado, entretanto ha zonas de transicdo. No Estado de Goias, a regido na qual a coleta foi
executada € considerada zona de transi¢do do Bioma Cerrado com Bioma Amazonia.

2.1 Estado de Minas Gerais

O Estado de Minas Gerais localiza-se na por¢do Centro-Sul do territorio brasileiro
ocupando area de 588.384 km®. O Sul e o Leste do estado constituem regides cujo clima varia
de tropical umido a tropical semiimido. A porc¢do central, Oeste e o tridngulo mineiro
apresentam clima tropical semiimido tipico, enquanto na regido norte o clima ¢ semiarido
(VALADAO, 1998; CARMO, 2010). Devido ao tamanho e a localizagdo geografica, o estado
abrange parte dos biomas Cerrado (57% do territorio mineiro), Mata Atlantica (41%) e
Caatinga (2%), além das zonas de transi¢do (IBAMA, 2009; IBAMA, 2010).

Ha registros de aproximadamente 1.781 vertebrados, representando % das espécies
conhecidas no pais. Sendo 345 espécies de peixes, 200 de anfibios, 770 de aves, 236 de
mamiferos e 221 de répteis (SILVEIRA, 2009). Dentre os répteis, ha registros de testudines,
crocodilianos, lagartos e serpentes. No Cerrado, as espécies de serpentes mais prevalentes sdo
as jiboias (Boa constrictor), as cascavéis (Crotalus durissus), e varias espécies de jararaca
(Bothrops sp.) (COSTA e BERNILS, 2015).

Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS): Pertence a Faculdade de
Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia—
MG, Brasil, sendo coordenado pelo Professor Dr. André Luiz Quagliatto Santos (CRMV-MG
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2401). Atende animais silvestres com problemas de saude trazidos pelos responsaveis ou
apreendidos pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) e pela Policia Militar Ambiental de Minas Gerais.

Os animais silvestres trazidos pelos responsaveis, ao chegarem no LAPAS sdo
encaminhados ao ambulatério para receberem atendimento médico veterinario. Apds o exame
fisico, em caso de necessidade, ¢ realizada a prescricio da medicacdo e em seguida,
devolvidos aos domicilios.

Em relagdo aos animais apreendidos pelo IBAMA e Policia Militar Ambiental, os
individuos saudaveis sdo vermifugados, mantidos em quarentena e em seguida encaminhados
ao recinto. Neste local, os animais permanecem até o retorno do IBAMA, o qual promove a
soltura em areas de reserva florestal na regido de Uberlandia. Os animais doentes recebem
tratamento adequado, permanecendo no ambulatorio tempo necessario para total recuperacio.

Os animais provenientes do LAPAS foram considerados de vida livre ou de cativeiro
dependendo do histérico e da origem. Aqueles nascidos no LAPAS ou que estavam no local
por periodo maior ou igual a seis meses foram, neste estudo, considerados individuos cativos.
Os individuos considerados de vida livre foram trazidos pelo IBAMA e/ou Policia Ambiental
e assim que chegaram foi efetivada coleta da amostra de sangue para o estudo, sem assisténcia
médica prévia.

Em relagdo ao alimento fornecido para os répteis, os cagados e tartarugas sdo
alimentados com ragdo para peixes. Para os filhotes e juvenis a ra¢do fornecida € a base de
cereais e farinha de peixe; os adultos recebem ragio a base de farinha de peixe, 0ssos e carne.
Para os jabutis, além da ragdo, sdo fornecidas, diariamente, frutas e verduras. Os crocodilianos
se alimentam de fonte de proteina animal como, peixes, rds (produzidas na Fazenda do Gloria
da UFU) e carnes bovina ou suina. As serpentes se alimentam de camundongos da espécie
Mus musculus e ratos da espécie Rattus norvegicus procedentes do biotério da UFU.

Fundaciio Ezequiel Dias (FUNED): E especializada na producio e pesquisa de soros
antipeconhentos no Brasil. Oferece informagdes sobre serpentes, aranhas e escorpides, bem
como cuidados para a prevencdo de acidentes com esses animais. O Servico de Animais
Pegonhentos ¢ referéncia no assunto em Minas Gerais ¢ no Brasil e tem como missdo
contribuir para o desenvolvimento biotecnologico da FUNED pelo fornecimento de venenos
de origem animal, além de gerar e difundir o conhecimento sobre animais pegonhentos. E
responsavel também, pela manutengdo dos animais em cativeiro, na extragdo e preparagdo de

venenos para a producdo de soros e pesquisa, e no atendimento ao publico. O Serpentario
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conta com uma exposi¢cdo permanente, cuja colegdo cientifica € utilizada para demonstragdes
em palestras.

A FUNED recebe semanalmente serpentes procedentes de captura pelo IBAMA ou
comunidade local. Os animais recebem como alimento camundongos da espécie Mus
musculus do Biotério da institui¢do.

Os individuos que nasceram ou que permaneceram no serpentario ha mais de seis meses,
foram considerados de cativeiro. Os individuos considerados de vida livre foram aqueles
apreendidos pelo IBAMA ou trazidos pela comunidade local. Esses foram submetidos a
coletadas de sangue assim que chegavam e medicados. Todos os procedimentos foram
realizados por Biologos e Médicos Veterinarios com autorizagdo e supervisdo do chefe de
Servi¢o De Animais Pegonhentos, Dr. Rdmulo Anténio Righi de Toledo.

2.2 Estado de Goias

O estado de Goias esta localizado na regido Centro-Oeste do Brasil e os limites
abrangem o estado de Tocantins (Norte), Minas Gerais (Sul e Leste), Mato Grosso (Oeste),
Bahia (Nordeste), Mato Grosso do Sul (Sudoeste) e o Distrito Federal. A extensao territorial ¢
de 340.086,698 Km?, divididos em 246 municipios. A vegetagdo predominante ¢ o Cerrado,
porém, na regido sul do estado ha pequenas faixas de Mata Atlantica, principalmente nas
margens dos rios, serras e na divisa com o estado do Mato Grosso (Oeste). O clima ¢ tropical
semiumido, com temperatura média anual de 23°C. Os rios que cortam o estado pertencem a
trés Bacias-Hidrograficas: Bacia do Sao Francisco, Bacia do Araguaia-Tocantins e Bacia do
Rio Parana. A bacia Araguaia-Tocantins abrange 767.000km2, 382.000km2 ao Araguaia, seu
principal afluente (CAVALCANTI e JOLIL 2002).

O local onde a coleta foi executada faz parte da Bacia Tocantins-Araguaia, e margeia o
Rio Vermelho que desagua no Rio Araguaia, regido localizada entre as cidades Aruanid e
Britania. A area foi escolhida por ser habitat natural de testudines, sendo utilizada para
pesquisa pelo Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos. As coordenadas do local de coleta sdo
14°45°40,2” latitude Sul - 51° 32°40,82” de longitude Oeste . Bancos de Areia do Rio

Vermelho, Sitio Duas Minas e proximidades (Figura 2).
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Figura 2: Local de coleta de testudines de vida livre no periodo de julho a setembro de 2015 ¢ 2016.

2.3 Estado de Mato Grosso

O estado do Mato Grosso localiza-se no Centro-Oeste com 903.357.908 km? de
extensdo. O clima tropical semiimido prevalece, com temperatura média anual elevada
superior a 24°C, e alta pluviosidade (2000 mm anuais). O clima tropical é caracterizado por
chuvas no verdo e inverno seco com temperatura média anual de 23°C e pluviosidade média
anual de 1500 mm. O estado € constituido por trés biomas, o Pantanal Mato Grossense, a
Amazonia e o Cerrado (PIAIA, 1997).

As coletas foram realizadas em regido que se localiza na divisa com o Estado de Goias
(Leste), cujo Bioma predominante ¢ o Cerrado e por ser “habitat” de crocodilianos. Assim
como na regido de Goias, citada anteriormente, o Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos
também a utiliza como local de pesquisa.

As coordenadas do local de coleta de sangue dos répteis de vida livre sdo 15°08°35,50”
latitude Sul e 51°08°45,6” de longitude Oeste. Lago dos Jacarés, Fazenda Boa Esperanca e
proximidades (Figura 3).
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Figura 3: Local de coleta de crocodilianos de vida livre no periodo de julho a agosto de 2015 ¢ 2016.

3. Populac¢io de estudo

Foram coletadas amostras de sangue de trés grupos de répteis, sendo esses testudines,
crocodilianos e serpentes, procedentes de ambiente de vida livre e ambiente cativo.
3.1 Répteis de cativeiro

Dentre os répteis de cativeiro, foram coletadas amostras de sangue de crocodilianos,
serpentes e testudines provenientes do LAPAS no periodo de junho a setembro de 2015, e
serpentes procedentes da FUNED no periodo de dezembro de 2015 a janeiro de 2016.
3.2 Répteis de vida livre

Dentre os répteis de vida livre, foram coletadas amostras sanguineas de crocodilianos
procedentes do Lago dos Jacarés, Fazenda Boa Esperanca e proximidades, Mato Grosso; de
serpentes procedentes do LAPAS e FUNED,; e de testudines procedentes dos Bancos de Areia
do Rio Vermelho e proximidades, Goias.

As amostras procedentes de testudines e crocodilianos de vida livre foram coletados em

dois anos consecutivos, no periodo de julho a agosto de 2015 e julho a agosto de 2016.

4, Contencao e identificacio dos répteis.

Para a coleta do sangue os animais foram submetidos a conten¢do fisica com
equipamentos apropriados, seguindo normas semioldgicas para cada grupo de répteis
(crocodilianos, testudines, serpentes). Todos os animais foram inspecionados visualmente

para presenca de ectoparasitos, como sanguessugas, carrapatos, dentre outros.
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4.1 Testudines

Os testudines de vida livre foram capturados por pesca com anzoéis (PORTELINHA et
al., 2013) e foram marcados por perfuragdo carapacial (MALVASIO et al., 2002). Os animais
de cativeiro foram capturados manualmente pela carapaga e imobilizados por contengdo fisica
(PICELLI et al, 2015).

Durante contengdo para coleta das amostras, houve observagdo do sexo, por meio do
dimorfismo sexual, e identifica¢do da faixa etaria segundo Vogt (2008). A determinagdo da
faixa etaria (adulto/jovem/filhote) dos testudines foi executada de acordo com Brasil (2008).
4.2 Crocodilianos

Os jacarés foram capturados pela busca ativa utilizando as maos ou varas de pesca com
corda de ago. A contengdo foi realizada vedando os olhos e a boca com fita adesiva

transparente e amarrando as patas com cordas (VIANA et al. 2010) (Figura 4).

Figura 4: Método de captura (A) ¢ imobilizagdo (B) de crocodilianos.

Antes da coleta de sangue, os animais foram submetidos a sexagem, medidos e pesados
para classificacdo da faixa etaria dos crocodilianos, segundo Velasco et al. (2009). Foram
subdivididos em filhote (comprimento < 25c¢m), jovem (25-50cm), jovem-adulto (51-80cm) e
adulto (>80cm) (Anexo 5).

4.3 Serpentes

As serpentes ndo peconhentas foram capturadas utilizando ganchos apropriados e
imobilizadas pela conten¢do fisica com auxilio de mais de uma pessoa nas serpentes adultas.
As serpentes pegonhentas foram capturadas com ganchos apropriados e contidas de duas

maneiras; manualmente com as presas imobilizadas com blocos de isopor ou inseridas em
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tubos de pléstico transparentes. Durante conteng@o para coleta das amostras houve observacao
do sexo por meio de dimorfismo sexual ou exposi¢cdo do falo e determinac¢do da faixa etaria

(adulto/jovem/filhote) (ZIPPEL et al., 2001).

S. Coleta de sangue e armazenamento das amostras

Aproximadamente 2mL de sangue foram coletados, com seringas de 3mL e agulhas
descartaveis (22/19), por pung¢do do seio venoso paravertebral cervical (ZIPPEL et al., 2001)

em todos os grupos de répteis (Figura 5).

Figura 5: Coleta de sangue pelo seio venoso paravertebral cervical em Crotalus durissus (A), Phython sp. (B),
Caiman crocodilus (C) ¢ Chelonoids sp. (D).

Imediatamente apds a coleta de sangue foram colocadas em laminas limpas para
confecgdo das extensdes sanguineas. O restante da amostra foi colocada em tubo de
poliestireno contendo EDTA (anticoagulante) e armazenada a -20° C até utilizagdo para

execuc¢do da PCR

6. Extensio sanguinea, analise morfoldgica e morfométrica dos hemoparasitos.

Foram confeccionadas duas a cinco extensdes sanguineas. Posteriormente, as 1aminas
foram encaminhadas para o Laboratorio de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos do

Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da UFU. No laboratorio, foram fixadas com
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metanol absoluto e coradas com Giemsa 10% (EISEN e SCHALL, 2000). A analise foi
executada em microscopia Optica com auxilio de o0leo de imersdo em objetiva 100x por
diferentes pessoas treinadas para minimizar possiveis falsos positivos e negativos.

A analise morfologica das formas evolutivas sanguineas observadas nas extensdes foi
realizada baseada em autores, como Telford (2009), Dvordkova et al. (2013), McAllister
(2014), Soares et al. (2014), Devordkova et al. (2015) e Picelli et al. (2015) para
Haemogregarina spp. As formas evolutivas de Hepatozoon spp. em serpentes foram
identificadas de acordo com Telford (2009), Cook (2012), Mogo et al. (2012), Haklova et al.
(2013), O'Dwyer et al. (2013) e Cook et al. (2014). Em crocodilianos, as formas evolutivas do
género Hepatozoon foram analisadas baseadas em artigos de como Lainson et al. (2003),
Viana e Marques (2005), Telford (2009), Viana et al. (2010), Santos (2014).

No célculo morfométrico, foram consideradas as medidas de comprimento, largura e
area do corpo e nucleo do hemoparasito. Essas medi¢des foram executadas para todas as
formas evolutivas sanguineas observadas para auxilio na identificacio do género de

hemoparasito analisado.

7. Analise Molecular.

A técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada para confirmar a
positividade das extensdes positivas pela andlise em microscopia dptica convencional. Além

disso, com essa técnica foi possivel identificar espécies.

7.1 Extraciao DNA.

O DNA foi extraido empregando-se o “Kit Ilustra™ blood genomicPrep Mini Spin”
(GE Healthcare®), utilizando-se 50ul de sangue por amostra, seguindo as instrugdes do
fabricante. Apds extragdo, as amostras foram acondicionadas em freezer -20°C até a
realizagdo da PCR. As extragdes foram realizadas no Laboratério de Sorologia e Biologia
Molecular de Parasitos, Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal

de Uberlandia (UFU), Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

7.2 Oligonucleotideos e Condi¢des de Amplificacio.

Os primers utilizados para amplificagdo estdo inseridos na Tabela 2.

As amostras de DNA extraidas do sangue foram quantificadas em equipamento
NanoDrop 2000/spectophotometer (Thermo Scientific) e submetidas a analise molecular para
amplificacdo dos fragmentos dos genes desejados. As rea¢des de amplificagdo das sequencias

de nucleotideos relatadas anteriormente na literatura, foram testadas, primeiramente, de
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acordo com as metodologias propostas pelos artigos em termociclador “My CyclerTM
thermal cycler” (BioRad®). Posteriormente, se necessario, foram testadas outras
concentragdes e perfis de ciclos, na tentativa de padronizag@o das reacdes da PCR.

Foram realizados testes e houve padronizagdo em volume final de 25 ul com 10ng de
DNA extraido (3uL para testudines e crocodilianos com primers HEMO1/HEMO?2 e 5 pL
para crocodilianos e serpentes com primers HEPF300/HEP900), 12,5 ul de 2X Go Taq Green
Master mix (Promega) e o restante completado com HO nucleasse free (Qiagen). Cada
reagdo foi checada para contaminac¢do pelo uso de controles negativos utilizando todos os
reagentes exceto o DNA. Os ciclos de amplificagdo utilizados, para cada par de
oligonucleotideos, constam na Tabela 3. Temperatura de melting (Tm) Otima para o
anelamento de cada um deles foi determinada por gradiente de temperatura em termociclador
“My CyclerTM thermal cycler” (BioRad™). Os produtos foram mantidos a 4°C até a
realizag@o da eletroforese.

Para Haemogregarina spp. em testudines, foi realizada a PCR utilizando o par de
primers HEMO1/HEMO2 em 35 das 36 amostras positivas em microscopia optica, pois em
uma (1) amostra de vida livre s6 foi possivel coletar sangue para extensio.

Para Hepatozoon spp. em crocodilianos, a técnica molecular foi executada com
utilizagdo de primers genéricos HEMO1/HEMO2 (900pb) e HEPF300/HEP900 (600pb).
Estes primers amplificam dois fragmentos adjacentes do gene 18S rRNA, sendo possivel
obter um fragmento maior ao concatenar ambos, o que foi executado nesse caso. Essa jungéo
foi executada pelo Porf Dr Jodo Pedro Maia (Centro de Pesquisa em Biodiversidade e
Recursos Genéticos, Instituto de Biologia, Universidade do Porto, Portugal).

Das 41 amostras positivas em crocodilianos, a PCR foi executada em 39, pois em duas
(2) amostras de vida livre s6 foi possivel coletar sangue para extensao.

Por ultimo, para Hepatozoon spp. em serpentes, foi possivel executar a PCR com
auxilio do par de primers HEPF300/HEP900 em todas as amostras previamente analisadas
por microscopia optica.

O controle positivo (amostra de sangue positiva para o género Haemogregarina em
testudine da espécie Podocnemis unifilis) foi fornecido pelo Prof Dr Lucio André Viana Dias,
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amapa, Macapa, Amapa. O
controle positivo (amostra de sangue positiva para Hepatozoon em serpente Crotalus durissus
terrificus) foi fornecido pela Prof* Dr* Lucia Helena O Dwyer de Oliveira do Departamento
de Parasitologia do Intituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, Sao Paulo.
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Essa etapa de diagnostico molecular foi realizada no Laboratorio de Sorologia e

Biologia Molecular de Parasitos (ICBIM-UFU) de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.



Tabela 2: Informagdes sobre as sequencias de oligonucleotideos utilizadas na PCR para hemoparasitos do grupo das hemogregarinas em, répteis.

39

Hemoparasito/Reagiio Primer Gene Sequencia de oligonucleotideos Amplicon Referéncia
-3 Bibliograifica
Hepatozoon sp. HepF300 18S rRNA ATACATGAGCAAAATCTCAAC 600pb Ujvari et al. (2004)
CTTATTATTCCATGCTGCAG
PCR Hep900
Hemogregarinas HEMO1 18S tRNA TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG 900pb Perkins and Keller
CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC (2001)
PCR HEMO2
Tabela 3: Condigdes do ciclo para cada par de oligonucleotideo testado pela técnica da PCR.
Oligonucleotideos Ciclo Inicial (Hot Start) N° de Ciclos Anelamento e Extensiio Extensio Final
HEPF300/HEP900 94 °C/3 min 35 94 °C/45 s, 56 °C/60 s e 72 °C/60 s 72 °C/7 min
HEMO1/HEMO2 94 °C/5 min 35 94°C/1min, 48 °C/1min, 72 °C/5min 72 °C/5 min
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7.3 Eletroforese

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (Pronadisa®) em
tampao TBE 1X para presenca de produtos amplificados utilizando-se 8 pL. de cada produto
da reacdo misturados a 2 ul. de tampao de amostra. Os géis de agarose foram corridos em
cuba horizontal “Hoefer HE 33” (GE Healthcare®). Fragmentos foram visualizados por
coloragdo com “GelRed™” (Biotium®) e separados por 50 minutos a 100 volts sendo
visualizados em Fotodocumentador “Major Science UVDI®”. Os fragmentos amplificados
foram comparados com um marcador de tamanho molecular de 1000 pares de base
(“GeneRulerTM 1kb DNA Ladder”, Fermentas®). Foram consideradas positivas as amostras
que apresentaram produtos de amplificacdo aproximados dos descritos na literatura (Tabela
2). O restante dos produtos de PCR foi utilizado para o sequenciamento genético.

Essa etapa da molecular foi execitada no Laboratorio de Sorologia e Biologia Molecular

de Parasitos (ICBIM-UFU), Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

7.4 Purificaciio e sequenciamento dos produtos amplificados.

A purificagdo e o sequenciamento foram executados no Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) em Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil, com auxilio da doutoranda Maria Regina Lucas da Silva e sob supervisdo da Prof* Dr*
Lucia Helena O'Dwyer de Oliveira.

Ap6s separagdo dos produtos da PCR em gel de agarose a 1,5%, as amostras positivas
foram purificadas adicionando-se a enzima “llustra ExoProStar 1-Step” (GE Healthcare®,
Buckinghamshire, UK) de acordo com as recomendagdes do fabricante e a seguir, foram
submetidas ao sequenciamento.

Em seguida, foi executado sequenciamento de alguns produtos da PCR. O critério
utilizado para escolha dessas amostras foi o hemoparasito, a espécie de hospedeiro, ambiente
de vida (vida livre/cativeiro) e a morfologia das formas evolutivas observadas nas extensdes

sanguineas.

As sequéncias de DNA foram determinadas em sequenciador capilar “3500 Genetic
Analyzer” (Applied Biosystems®) utilizando-se o Kit “BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit v.3.17 (Applied Biosystems, Foster City, CA), de acordo com as

recomendacgdes do frabicante.
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7.5 Analise dos Dados e Alinhamento das Sequéncias

Os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse, gerados automaticamente, foram
submetidos ao alinhamento consenso com auxilio do programa Bioedit (HALL, 1999), e as
sequéncias obtidas foram comparadas com outras disponiveis no GenBank e identificadas

utilizando o BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST).

Para a realizacdo da andlise filogenética, as sequéncias obtidas nesse estudo e as

sequéncias disponiveis no GenBank foram alinhadas pelo algoritmo MUSCLE utilizando o

software GENEIOUS v. 7.1.3 (Biomatters, http://www.geneious.com. A arvore filogenética
foi enferida pelo método de “Neighbor-Joining Tree” usando MEGA 6.0 com “Bootstrap” de

1000 réplicas, constando somente na arvore os resultados acima de 50%.

8. Analise Estatistica

Por trabalhar com individuos de vida livre ndo foi possivel determinar previamente o n
amostral. Entretanto, o numero de amostras adquiridas no presente estudo é semelhante ao de
artigos como o de Soares et al. (2014) para crocodilianos, Santos et al. (2014) e Picelli et al.
(2015) para testudines e Mota (2011) para serpentes, sendo o nivel de confianga de 95% e
erro padrdo de 5%. Valores considerados estatisticamente significativos igual p<0,05.

Para analise morfométrica, as medi¢des de area, comprimento e largura do nucleo do
hemoparasito e do corpo do hemoparasito foram executadas com auxilio do Programa
“Image])”. Em seguida, essas medi¢des foram descarregadas no software “Excel” para calculo
da média e desvio padrdo. As varidveis registradas para os gamontes observados em cada
individuo positivo foram estudadas empregando-se a Anélise de Variancia (ANOVA). O teste
de Tukey (Teste Pos-Hoc) foi utilizado para detectar diferencas de acordo com a distribuicéo
de dados. Valores considerados estatisticamente significativos igual p<0,05.

O teste binomial de duas proporcdes (x°) foi utilizado para associagdo entre
positividade para hemoparasitos e ambiente de vida (vida livre/cativeiro) dos répteis, sexo
(macho/fémea) dos répteis, serpentes (pegonhenta/ndo pegonhenta).

Para associacdo entre positividade e faixa etaria (adulto/adulto-jovem/jovem/filhote)
dos crocodilianos e positividade e faixa etaria (adulto/jovem/filhote) dos demais répteis foi
utilizado o teste de compara¢des multiplas e simultdneo para parametros bonomiais de
populagdes independentes (BIASE e FERREIRA, 2009). Valores considerados

estatisticamente significativos igual p<0,05.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.geneious.com/
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As analises estatisticas foram executadas com auxilio do Prof. Dr. Rogério Melo Costa
Pinto, Faculdade de Matematica da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas

Gerais, Brasil.
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Resultados
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1. Caracteristicas gerais da popula¢io pesquisada.

Foram analisados 222 répteis, sendo 78 (35,13%) testudines, 58 (26,12%) crocodilianos
e 86 (38,73%) serpentes. Desse total, 116 (52,25%) procedentes de vida livre e 106 (47,74%)
de cativeiro. Do total (n=222) foram coletadas 21 espécies, sendo sete de testudines, trés de

crocodilianos e 11 serpentes (Tabela 4 e 5).

Tabela 4: Espécies de testudines, crocodilianos ¢ serpentes cativas presentes no LAPAS nos meses de junho a

setembro de 2015 ¢ espécies de serpentes cativas procedentes da FUNED nos meses de dezembro de 2015 a

janeiro de 2016.

Grupos Espécie Nome popular N° Local

Crocodilianos Caiman yacare Jacaré-tinga 11  MG-LAPAS
Caiman latirostris Jacaré do papo amarelo 1 MG- LAPAS
Paleosushus palpebrosus  Jacaré-coroa 6  MG-LAPAS

Testudines Phrynops geoffroanus Cagado de barbicha 5 MG- LAPAS
Podocnemis unifilis Tracaja 7 MG- LAPAS
Trachemys dorbigni Tigre d'agua 23 MG-LAPAS
Trachemys elegans Tartaruga da orelha vermelha 5 MG-LAPAS
Chelonoidis sp. Jabuti 4 MG- LAPAS
Kinostemon scorpioides ~ Mugud 2 MG- LAPAS

Serpentes Epicrates crassus Cobra arco-iris 5 MG- LAPAS
Boa constrictor Jiboia 13 MG-LAPAS
Bothrops alternatus Urutu 5 MG - FUNED
Bothrops moojeni Caicaca 5 MG - FUNED
Bothrops jararacugu Jararacugu 7 MG - FUNED
Crotalus dirussus Cascavel 5 MG - FUNED
Eucnetes murinus Sucuri 1 MG- LAPAS
Phython sp. Piton 1 MG- LAPAS
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Tabela 5: Espécies de testudines, crocodilianos ¢ serpentes de vida livre procedentes dos estados de Goids,

Minas Gerais ¢ Mato Grosso, cujas amostras foram colhidas nos anos de 2015 ¢ 2016.

Grupos Espécie Nome popular N° Local
Crocodilianos  Caiman yacare Jacaré-tinga 40 MT
Testudines Podocnemis unifilis Tracaja 31 GO
Podocnemis expansa ~ Tartaruga da Amazdnia 1 GO
Oxyrhopus sp. Falsa coral 3 FUNED -MG
Philodryas sp. Cobra-cipd 2 FUNED -MG
Serpentes Xenodon moojeni Boipeva 2 FUNED -MG
Bothrops alternatus Urutu 1 FUNED -MG
Cascavel 36 FUNED -MG

Crotalus durissus

Dentre os testudines, 32 (41,02%) eram procedentes de vida livre e 46 (53,84%) de
ambiente cativo; nos crocodilianos, 40 (68,96%) de vida livre e 18 (31,03%) de cativeiro; nas
serpentes, 44 (51,16%) de ambiente de vida livre e 42 (48,83%) de cativeiro.

Dos 222 répteis, 101 (45,49%) eram machos, 103 (46,39%) eram fémeas e em 18 ndo
foi possivel identificar o sexo. Do total de machos analisados, 56 (55,44%) eram de vida livre
e 45 (44,55%) de cativeiro. As fémeas analisadas foram 41 (39,80%) de vida livre e 61
(59,22%) de cativeiro. Nos testudines observou-se 40 (51,28%) machos e 38 (48,71%)
fémeas; nos crocodilianos foram identificados 31 (53,44%) machos e 16 (27,58%) fémeas; e
nas serpentes 30 (34,88%) machos e 49 (56,97%) fémeas.

No que tange a faixa etaria, foi determinado que 42 (53,84%) testudines eram adultos, 8
(10,25%) jovens, 12 (15,38%) filhotes. Em 16 ndo foi possivel estabelecer a faixa etaria.
Dentre os crocodilianos, 35 (60,34%) eram adultos, 10 (17,24%) adultos-jovens e 13
(22,41%) jovens. Todas as serpentes analisadas foram adultas.

Em outro critério, as serpentes foram divididas em peconhentas (64, 41%) e ndo
peconhentas (22, 58%). Dentre as pegonhentas, 42 (65,62%) de vida livre e 22 (34,37%) de

cativeiro. As ndo pegonhentas eram 2 (9,09%) de vida livre e 20 (90,90 %) de cativeiro.
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2. Positividade.

Do total (n=222) de répteis analisados, 102 (45,94%) foram positivos para
hemogregarinas. Em testudines, o género Haemogregarina foi observado em 36 (46,15%)
animais, sendo 35 (44,87%) das espécies Podocnemis unifilis € um (1,28%) de Podocmenis
expansa. Nos crocodilianos, o género Hepatozoon foi observado em 41 (70,68%) animais,
todos da espécie Caiman crocodilus. Em serpentes, o género Hepatozoon foi observado em 25
(29,06%) amostras das espécies Crotalus durissus, Bothrops alternatus, Botrhops moojeni e
Boa constrictor.

Em relagdio ao ambiente de vida, 82 (70,62%) répteis de vida livre e 20 (18,86%) de
cativeiro foram positivos para as hemogregarinas. Em testudines, 31 (96,87%) animais de
vida livre e 5 (10,86%) animais de cativeiro foram positivos; em crocodilianos, 31 (77,5%)
animais de vida livre e 10 (55,55%) animais de cativeiro foram positivos; em serpentes, 20
(45,45%) animais de vida livre e 5 (11,90%) animais de cativeiro foram positivos. As analises
estatisticas entre ambiente de vida e positividade foram significativas para cada grupo de

répteis analisados (p<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6: Relacio entre positividade para hemogregarinas ¢ ambiente de vida (vida livre/cativeiro) dos répteis

analisados no presente estudo, nos anos de 2015 ¢ 2016, no Bioma Cerrado.

Grupo *N° Positivos (%) Negativos (%) **p
Testudines

Vida livre 32 31 (96,87%) 1 (3,13%) p=0,0001
Cativeiro 46 5 (10,86%) 41 (89,15%)

Crocodilianos

Vida livre 40 31 (77,5%) 9 (22,5%) p = 0,0089%4
Cativeiro 18 10 (53,55%) 8 (44,5%)

Serpentes

Vida livre 44 20 (45,45%) 22 (54,55%) p = 0,0006
Cativeiro 42 5 (11,90%) 37 (88,1%)

*Numero de amostras. ** p<0,05.

A positividade em relagdo ao sexo foi de 54 (53,46%) machos e 44 (42,7%) fémeas.
Nos testudines, observou-se 19 (47,5%) machos e 17 (44,73%) fémeas; dentre os
crocodilianos, 27 (87,09%) machos e 10 (62,5%) fémeas; e nas serpentes, 8 (26,66%) machos
e 17 (34,69%) fémeas (Tabela 8). A associag@o entre sexo e positividade ndo foi significativa

(p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7: Associagio entre positividade ¢ sexo de cada grupo de répteis analisados no presente estudo, nos anos
de 2015 ¢ 2016, no Bioma Cerrado.

Grupos *N° Macho Fémea **p
Testudines Total 78 40 (51,28%) 38 (48,71%)

Positivas 36 19 (52,77%)  17(4722%)  p=0,2316
Crocodilianos Total 58 31(53.44%) 16 (27.58%)

Positivas 41 27 (65.85%)  10(24,39%)  p=0,7162
Serpentes Total 86 30 (34.,88%) 49 (56,97%)

Positivas 25 8 (32%) 17 (68%) p=0,652

*namero de amostras. ** p>0,05.

Dentre os machos analisados, foram positivos 46 (82,14%) de vida livre e 8 (17,77%)
de cativeiro. Nas fémeas analisadas, 32 (78,04%) de vida livre e 12 (19,67%) de cativeiro
foram positivas. Na Tabela 8, encontram-se os resultados da positividade da faixa etaria
dentre os testudines, na qual 26 (61,90%) eram adultos, 7 (87,5%) jovens e 3 (20,00%)
filhotes. A andlise estatistica entre faixa etaria e positividade para testudines ndo foi

significativa.

Tabela 8: Positividade para hemogregarinas entre as faixas etdrias (adulto, jovem e filhote) de testudines, nos
anos de 2015 ¢ 2016, no Bioma Cerrado.

Testudines *N° Adulto Jovem Filhote **p
Positidade 36 (46,15%) 26 (61,90%) 7 (87.5%) 3 (20,%)

Negatividade 42 (%) 16 (38,09%) 1. (12,5%) 12 (80%) p>0,05
Total 78 42 (53,84%) 8 (10,25%) 15 (19,23%)

*Nuamero de amostras. ** Andlise estatistica significativa quando p>0,05.

Como pode ser observado na tabela 9, 28 (80%) adultos crocodilianos, 7 (70%) adultos-
jovens e 6 (46,15%) jovens foram positivos. A analise estatistica entre faixa etaria e

positividade para os crocodilianos foi significativa somente entre adulto e jovem (p = 0,0192).
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Tabela 9: Positividade para hemogregarinas entre as faixas etdrias (adulto, adulto-jovem ¢ jovem) para os

crocodilianos, nos anos de 2015 ¢ 2016, no Bioma Cerrado.

Crocodilianos N° Adulto Adulto-jovem Jovem
Positividade (%) 41 28 (80%)** 7 (70%)* 6 (46,15%)™*
Negatividade (%) 17 7 (20%) 3 (30%) 7 (53.84%)
Total 58 35 (60,34%) 10 (17.24%) 13 (22.41%)

N° (Numero de amostras). Letras maitisculas representam significancia estatistica (p<0,05). Letras minfisculas

representam resultados ndo significativos (p>0,05).

Nas serpentes, todas as 25 (29,06%) positivas foram adultas, das quais 24 (37,5%) eram
peconhentas e 1 (4,54%) ndo peconhenta. Foi observada significancia entre ser ou ndo ser
pegonhenta (p = 0,033) (Tabela 10).

Tabela 10: Positividade para hemogregarinas nas espécies de serpentes peconhentas ¢ nio peconhentas

procedentes da FUNED, cujas amostras sanguineas foram coletadas no periodo de dezembro de 2015 a janeiro
de 2016.

Espécies N° P (%) N (%) *p

Peconhenta Crotalus durissus 41 21 (51,2%) 20 (48.,78%)

Bothrops alternatus 6 1 (16,6%) 5 (83,33%)

Bothrops moojeni 5 2 (40%) 3 (60%)

Bothrops jararacucu 7 0 7 (100%)

Philodryas ofersi 2 0 2 (100%)

Oxyrhopus sp. 3 0 3 (100%)

Total 64 24 (37,5%) 40 (62,5%) p=0,0033

Nio Xenodon sp. 2 0 2 (100%)

Peconhenta Boa constrictor 13 1 (7,6%) 12 (92,30%)

Epicrates sp. 5 0 5 (100%)

Fucnetes murinus 1 0 1 (100%)

Pyton sp. 1 0 1 (100%)

Total 20 1 (5%) 19 (95%)

N° (Numero de amostras). P (Positividade). N (Negatividade). * p<0,05.

3. Analise morfolégica e morfométrica das hemogregarinas.

% Haemogregarina sp. em testudines.
Foram encontradas nas extensdes sanguineas de P. umifilis formas evolutivas de
trofozoitos, pré-merontes, merontes primarios eritrociticos (micromerontes), merontes

secundarios eritrociticos (macromerontes), microgametocitos € macrogametocitos. Dentre
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essas, as mais observadas foram macrogametocitos e microgametocitos. Em P. expansa
foram observados somente macrogametdcitos € microgametdcitos.

No que tange os merontes eritrociticos secundarios (macromerontes), observou-se
formas morfologicas iniciais (9-15 nucleos) e formas morfologicas com intensa divisdo da

cromatina nuclear (>50 nucleos) (Figura 6).

Figura 6) Macromerontes observados em extensdes sanguineas de testudines. (A): formagao incial com 9-15
nucleos. (B) intensa divisdo da cromatina nuclear (>50 nucleos). Parasitos indicados por sctas. Escala: (A)
10pm; (B) 20pum.

Observou-se microgametocitos parasitando individualmente ou, com até trés formas em
um unico eritrocito. Foram encontradas duas morfolologias de microgametocitos (Microl e
Micro2) e duas de macrogametocitos (Macrol e Macro2) (Figura 7 e Tabela 11).

Os dados morfométricos foram obtidos para todas as formas evolutivas observadas.
Entretanto, em algumas formas evolutivas, ndo foi possivel apresentar os calculos
morfométricos do nucleo do parasito (area, comprimento e largura), devido a auséncia de

cromatina nuclear definida (Tabela 12 e Tabela 13).
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Figura 7: Estagios evolutivos de Haemogregarina sp. no sangue de Podocnemis unifilis (indicados por setas):

A) trofozoito; B) pré-merontes; C) merontes primdrios eritrociticos; D) Microgametdcitos (Microl); E)

Microgametocitos (Micro2) F-G) Macrogametécitos (Macrol); H) Macrogametocitos (Macro2). Escala: 10um.
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Tabela 11: Caracteristicas morfoldgicas das formas evolutivas de Haemogregarina sp. observadas por microscopia optica nas extensdes sanguineas de testudines de vida
livre e cativeiro procedentes dos Estados de Goias e Minas Gerais, nos anos de 2015 ¢ 2016.

Caracteristicas morfolégicas

Trofozoitos

Pequenos ¢ alongados;
Ncleo ndo evidenciado;
Presenga de vactiolo citoplasmatico em uma de suas extremidades.

Pré-merontes

Formato arredondado ¢ levemente recurvado;
Cromatina nuclear dispersa por todo citoplasma (divisdo nuclear);
Presenga de envoltorio parasitoforo (capsula)

Merontes eritrociticos primarios
(micromerontes)

Robustos com suave curvatura;

Divisdo nuclear evidenciada, nucleos pequenos ¢ retangulares;

Presenga de envoltorio parasitoforo;

Foram observados nas extensdes sanguineas somente cinco micromerontes (4-7 nucleos)

Microgametdcitos

Recurvados (formato de foice)

Presenga de vacuolo parasitéforo;

Apresentam duas formas morfologicas: Microl (Auséncia de cromatina nuclear com formato definido, Fig. 6D) e
Micro2 (nucleo com disposi¢do mediana, Fig. 6E).

Macrogametocitos

Deformagdes no eritrdcito e deslocamento do niicleo celular para as laterais;

Presenga de vactiolo parasitéforo (envoltorio);

Apresentam duas morfologias: Macro 1 (Comprimento do parasito igual ou superior ao eritrécito, com nucleo
localizado centralmente ¢ da mesma largura do hemoparasito; Fig.6 F-G); Macro 2 (comprimento do parasito
menor que do eritrdcito com micleo menor que a largura do hemoparasito, Fg.6 H).

Merontes eritrociticos secundarios
(Macromerontes)

Maiores que os micromerontes ¢ com intensa divisdo nuclear;,

Nucleos largos, redondos ¢ de cormatina densa;

Deformagio intensa e/ou ruptura do eritrécito;

Foram obsevados seis macromerontes com 9 nucleos, 13 nicleos, 15 nicleos ¢ trés com mais de 50 nicleos.
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Tabela 12: Dados morfométricos das formas evolutivas do género Haemogregarina em testudines de vida livre e cativeiro.

Trofozoito Pré-meronte Merontes eritrociticos primarios
C.p L.P AP CP L.P AP C.P L.P AP
M 8,78 4,06 23,19 11,03 7,93 30,04 16,43 8,74 48,0
DP 2,5 0,66 2,097 1,94 1,65 1,32 1,83 0,84 1,67
MIN 7,15 3.34 21,08 9,66 6,37 28,50 15,06 8,2 47,12
MAX 12,68 4,65 24,33 12,41 8,44 31,46 18,890 10,42 49,89

CP (comprimento do corpo do parasito), LP (largura do corpo do parasito), AP (area do parasito), M (média), DP (desvio padrdo), MIN (minima), MAX (madxima). Medidas

lincares em pm e medidas das 4reas em pm®.

Tabela 13: Dados morfométricos das formas evolutivas do género Haemogregarina em testudines de vida livre e cativeiro.

Macrogametocito (Macrol)

Macrogametocito (Macro2)

Microgametocito (Microl)

Microgametocito (Micro2)

C.P

L.P

AP C.N L.N AN CP LP AP CN LN AN CP LP AP CN LN AN CP LP AP CN LN AN
M 20,5 8,12 44,6 7,94 43 24,6 18,8 5.6 39,5 40 3,6 14,1 866 43 15,1 - e 1.4 4.1 233 49 043 24
DP 0,82 0,76 6,01 0,76 0,0 0,9 1.3 0,8 2.9 0,6 0,3 1,74 1,58 15 2.4 - e 329 0,6 2.4 1.9 046 139
MIN 19,8 6,79 30,9 6,48 3,18 19,2 17.4 43 37,5 3.1 299 11,5 471 25 9,4 - e 945 35 10,7 2,13 0,03 0,85
MAX 20,9 10,0 58,3 9,31 529 30,0 19,2 6,9 40,9 486 3,99 158 13,8 11 20,8 - e 141 52 27,5 794 0,69 355

CP (comprimento do corpo do parasito), LP (largura do corpo do parasito), AP (area do parasito), CN (comprimento do nicleo do parasito), LN (largura do nucleo do

parasito), NA (drea do niicleo do parasito), M (média), DP (desvio padrdo), MIN (minima), MAX (maxima). Medidas lineares em um ¢ medidas das dreas em umz.
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% Hepatozoon em crocodilianos

Foi possivel identificar gametdcitos extraeritrociticos e intraeritrociticos. Nas extensoes
sanguineas estavam presentes até¢ duas formas por eritrécito, denominadas por Jovani (2002)
de double gametocyte (Figura 8 e Tabela 14).

Os dados morfométricos foram obtidos dos gametocitos extraeritrociticos e
intraeritrociticos. Nos gametocitos intraeritrociticos observou-se quatro variagdes nas
caracteristicas morfoldgicas: a) dobramento, b) cromatina nuclear dispersa, ¢) presenca de
vacuolos citoplasmaticos e d) gametocitos maduros. Na variagdo morfologica b, ndo foi
possivel obter calculos morfométricos do nucleo do parasito (4rea, comprimento e largura)
(Tabela 15 e Tabela 16).

Pela andlise morfologica e morfometrica dos gametdcitos intraeritrociticos e
extraeritrociticos e por ser de amostra sanguinea de crocodilianos, pode-se conjecturar tratar-

se de Hepatozoon caimani.
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Figura 8: Gametdcitos extraeritrociticos e intraeritrociticos de Hepatozoon em Caiman crocodilus de vida livre
e cativeiro. A-B) Gametocitos extraeritrociticos, ou formas livres. CJ) Gametécitos intraeritrociticos. Escala:

10pm.
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Tabela 14; Caracteristicas morfologicas das formas evolutivas de Hepatozoon sp. observadas por microscopia dptica nas extensdes sanguineas de crocodilianos de vida livre

¢ cativeiro procedentes dos Estados de Mato Grosso ¢ Minas Gerais, nos anos de 2015 ¢ 2016.

Formas evolutivas sanguineas

Morfologia

Nucleo e  Disposi¢fio de mediana e cromatina nuclear densa.
o) E . ree - " , . s
Gametdcito Extracritrocitico Citoplasma ¢ Uniforme, sem granulagdes ¢ sem vacuolo citoplasmatico.
(A,B) .
Forma e Alongada ¢ fina.
o Dispersa por todo o citoplasma (Fig. 7 E-F)
Nicleo ¢ Densa e concentrada (Fig.7 G-J)
o Localizagdo: Centro-lateral ocupando até dois quartos do parasito.
Citoplasma e Presenca (Fig.7 G-H) ou auséncia (Fig.7 I-J) de vacuolos citoplasmaticos.
¢ Forma em dobramento (apds penetrar no eritrocito) (Fig.7 C-D).
Gametocito Intraeritrocitico )
o Alongada, robusta ¢ nio recurvada (Fig.7 E-F)
Forma o Alongada, robusta ¢ com suave curvatura (Fig.7 G-J).

Extremidades iguais (abauladas) (Fig.7 E-J)

Presenga ou auséncia de envoltdrio parasitéforo (capsula).

Deformacdes eritrdcito

Alteragdes hipertroficas.

Deslocamento do niicleo celular para as laterais.




Tabela 15: Dados morfométricos das formas evolutivas de Hepatozoon sp. em Caiman crocodilus de vida livre e cativeiro.
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Gamontes intraeritrociticos

Em dobramento

CP LP AP CN

M 20,0 2.9 39,48 576
DP 4,44 074 377 0.68
MIN 1038 21 3632 52

MAX 24,8 4,23 40,57 6,25

Cromatina nuclear dispersa

CP AP CN LN AN

11,81

1,52

9,1

14,51

Com vaciiolos citoplasmaticos

L.N

L.P
4,68
0.47
4,0

53

A.N
7.9
05
7.1

15,5

AP CN LN AN

290 6,94 2,15 12,68
11,3 2,22 0,64 4,3
228 3,15 1,0 6,4
51,3 15,77 3,4 24,4

CP (comprimento do corpo do parasito), LP (largura do corpo do parasito), AP (area do parasito), CN (comprimento do niicleo do parasito), LN (largura do nicleo do

parasito), NA (4rea do nicleo do parasito), M (média), DP (desvio padriio), MIN (minima), MAX (maxima). Medidas lineares em pm ¢ medidas das areas em pm®.

Tabela 16: Dados morfométricos de gametdcitos extraeritrociticos Hepatozoon em Caiman crocodilus de vida livre e cativeiro.

Gamontes extraeritrociticos

Cc.p
M 21,57
DP 2,79
MIN 14,76
MAX 29.22

LP
3,64
1,97
1,80
5,48

C.N
8,85
2,24
6,12

13,59

LN
3,05
1,60
1,07
9,45

AN
24,95
6,76
18,1
38,7

CP (comprim. do parasito), LP (largura do parasito), AP (area do parasito), CN (comprim. do nucleo), LN (largura do micleo), NA (arca do nucleo), M (média), DP (desvio

padrdo), MIN (minima), MAX (méxima). Medidas lineares em pm e medidas das areas em umz.
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s Hepatozoon sp. em serpentes.

Nos eritrocitos das serpentes foram observados até dois gametdcitos de Hepatozoon sp.
(double gametocyte) em cada eritrocito. Esses gametdcitos estavam presentes em serpentes
pegonhentas e ndo peconhentas tanto de vida livre como de cativeiro (Figura 9).

Nos gametocitos intraeritrociticos, observou-se cinco variagdes nas caracteristicas
morfologicas, denominadas M1, M2, M3, M4 e M5 (Tabela 17).

Todas as variagdes das caracteristicas morfoldgicas foram submetidas a morfometria.
Na M4 ndo foi possivel obter o célculo morfométrico do nucleo do parasito (area,
comprimento e largura) devido ao pelo formato indefinido do mesmo (Tabela 18).

Das cinco variagdes nas caracteristicas morfologicas observadas nas extensdes
sanguineas, os calculos resultaram em trés variaveis significativas. Embora M3 e M4
apresentam morfologias diferentes, apresentaram mesmas variaveis relacionadas ao parasito.
Também em M1, M2 e MS, essas trés morfologias apresentaram mesmas variaveis
relacionadas ao parasito. Em relacdo as medidas do nucleo do parasito, M1 e M2
apresentaram mesma variaveis, entretanto, as médias da area e do comprimento do nucleo do
parasito diferiram com as de M5, este apresentou medidas um pouco menor as médias obtidas

em M1 e M2. (Tabela 18).
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Figura 9: VariagGes nas caracteristicas morfoldgicas de gametdcitos intraeritrociticos do género Hepatozoon em
serpentes de vida livre e de cativeiro. A) M1: Crotalus durissus de vida livre; B) M2: Crotalus durissus de vida
livre; C) M3: Bothrops moojeni de cativeiro; D) M4: Boa constrictor de cativeiro;, E) M5: Crotalus durissus de

cativeiro. Escala: 10um.
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Tabela 17: Caracteristicas morfologicas das formas evolutivas de Hepatozoon spp. observadas por microscopia Optica nas extensdes sanguineas de serpentes de vida livre e

cativeiro procedentes do Estado de Minas Gerais, nos anos de 2015 ¢ 2016

Gametdcitos intraeritrociticos

M1 M2 M3 M4 M5
Nucleo Alongado, ocupando quase Alongado, ocupando quase todo | Alongado, margeando o Formato, disposigdo ¢ Largo, ovalado, disposi¢ao
todo hemoparasito, 0 parasito, cromatina nuclear em | corpo do parasito, cromatina | cromatina incertos. Visivel mediana, cromatina nuclear
cromatina nuclear densa ¢ forma de zigue-zague nuclear densa. ou ndo em microscopia menos densa ¢ ocupando

compacta.

optica convencional.

quase a mesma largura que o

parasito.

Citoplasma | Uniforme e sem granulagdes | Com vactuiolos citoplasmaticos. | Uniforme e sem granulagdes

Uniforme ¢ sem granulagdes

Uniforme ¢ sem granulagées

Forma Comprida ¢ fina. Menor ¢ mais larga que a M1; Alongada, sendo uma
com suave curvatura ¢ ambas extremidade arqueada
laterais abauladas. (forma de foice) e a outra

extremidade lincar, ambas
abauladas.

Comprida e robusta, sem
curvatura, com ambas

laterais abauladas.

Comprida e robusta, com leve
curvatura ¢ ambas laterais
abauladas ou uma lateral

abaulada ¢ outra afilada.

¢ Envoltoério parasitéforo (capsula) presente ou ausente.

Deformagio e  Alteragdes hipertroficas.

eritrocitica e Deslocamento do micleo celular para as laterais.
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Tabela 18: Dados morfométricos de cinco variagdes morfoldgicas (M1, M2, M3, M4 ¢ M5) de gametocitos intracritrociticos de Hepatozoon spp. em serpentes de vida livre ¢
cativeiro.
Gamontes intareritrociticos
(M1) (M2) M3) (M4) (M5)
C.P L.P AP C.N LN AN C.P L.P AP C.N LN AN C.P LP AP C.N LN AN Cc.p L.P AP Cc.p LP AP C.N LN AN
M 19.0 3.25 70.3 18.1 23 24.84 17.9 3.55 68.9 15.52 1.9 23.85 14.7 2.39 | 41.07 4.21 0.79 6.41 14.3 2.5 39.9 19.1 4.8 71.0 7.56 1.79 17.83
DP 2.04 1.25 2.51 3.1 0.8 2.28 1.29 1.57 2.32 2.6 0.7 2.26 2.87 1.1 1.62 0.35 0.46 1.97 2.02 0.9 3.7 3.5 1.1 1.9 0.51 0.46 1.97
MIN 18.7 1.1 68.1 16.55 1.1 20.38 16.6 2.22 67.6 15.85 1.4 20.01 12.6 2.1 39.7 3.80 0.50 523 13.2 22 26.2 17.3 3.9 70.4 6.52 1.03 15.23
MAX | 233 54 73.6 20.8 3.5 26.3 19.6 4.4 70.2 17.24 2.8 247 15.03 4.7 42.4 4.52 1.25 7.24 16.9 32 40.6 22.9 6.76 73.0 7,84 2.55 18.24
Média = Desvio Padrao (M £+ SD)
(M1) (M2) M3) (M4) (M5)
C.P 19.0+£2.04 7 17.9+1.29° 14.7+2.87 ¢ 14.3+3.02° 19.1£3.5°
L.P 3.25+1.25° 3.55+1.57 ¢ 239+1.1° 2.5+0.9° 48+1.1°
AP 70.3+2.51 7 68.9+2.32 7 41.07+£1.62° 39.943.7° 71.0£1.9°
CN 18.1+3.1° 16.52+2.6° 421+035° | e 7.56£0.51°
L.N 23+0.8" 1.9+0.7° 0.79£0.461° | s 1.79+0.461°
AN 24.8442.28" 23.58+2.26" 6.41x1.97° | e 17.83+1.97°

CP (comprimento do corpo do parasito), LP (largura do corpo do parasito), AP (area do parasito), CN (comprimento do micleo do parasito), LN (largura do nicleo do

parasito), NA (4rea do nucleo do parasito), M (média), DP (desvio padrio), MIN (minima), MAX (maxima). Medidas lincares em pm e medidas das dreas em pm>. As

medidas de comprimento, largura ¢ drea do parasito estdo representadas por média + desvio padrio (SD). As medidas com mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey.
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4. Analise molecular.

Para Haemogregarina em testudines, do total de 35 amostras positivas pela microscopia
optica, houve amplificacdo de DNA em 19 (63,3%). Ressalta-se que a PCR foi positiva para
amostras de Podocnemis unifilis, a Unica amostra positiva pela analise morfologica e
morfométrica de P. expansa foi negativa na PCR. Em Hepatozoon em crocodilianos, do total
de 39 amostras previamente diagnosticadas positivas, houve amplificagdo em 31 (79%) com
auxilio dos primers HEMOI1/HEMO2 e em 34 (87%) com auxilio dos primers
HEPF300/HEP900; para Hepatozoon em serpentes, do total de 25 amostras positivas pela
analise morfologica e morfométrica, houve amplificagdo 24 (96%) amostras (Tabela 19;

Figura 10 e 11).
Tabela 19: Positividade da PCR com utilizagdo dos pares de primers HEMO1/HEMO2 ¢ HEPF300/HEP900

para os trés grupos de répteis analisados nesse estudo, nos anos 2015 ¢ 2016.

HEMO1/HEMO2 HEPF300/HEP900
N amostral P (%) N (%) N amostral P (%) N (%)
Testudines 35 23 (65,7%) 12 (34,3%)
Crocodilianos 39 31 (79%) 8 (21%) 39 34 (97%) 5 (13%)
Serpentes 25 24 (96%) 1 (4%)

P (Positividade), N (Negatividade).

600pb
500pb

Figura 10: Visualizagdo em gel de agarose (1,5%) dos produtos da PCR do gene 18S rDNA de Hepatozoon sp.
amplificados utilizando-se o par de oligonucleotideos HepF300/Hep900. CP: Controle positivo; 1: Amostra de
sangue de crocodiliano de vida livre (coleta em 2015); 2: crocodiliano de vida livre (coleta em 2016); 3:
crocodiliano de cativeiro; 4: serpentes de vida livre; 5: serpente de cativeiro LAPAS; 6: serpente de cativeiro

FUNED; CN: Controle negativo.
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Figura 11: Visualizacdo em gel de agarose (1,5%) dos produtos da PCR do gene 18S rDNA de hemogregarina
amplificados utilizando-se o par de oligonucleotideos HEMO1/HEMO2. CP: Controle positivo, 1: Amostra de
sangue de testudine de cativeiro; 2: testudine de vida livre (coleta 2015); 3: testudine de vida livre (coleta 2016)
; 4: crocodiliano de cativeiro; 5: crocodiliano de vida livre (coleta em 2015); 6: crocodiliano de vida livre (coleta

em 2016); CN: Controle negativo.

As amostras sequenciadas para Haemogregarina em testudines foram duas, uma de P.
unifilis de vida livre (Trac3) e uma amostra de P. wnifilis de cativeiro (T33b). Para
Hepatozoon em crocodilianos, foram sequenciados dois produtos de PCR com primers
HEMOI1/HEMO2 provenientes de Caiman crocodilus de vida livre (JTO1) e Caiman
crocodilus de cativeiro (T16a), e dois produtos de PCR com os primers HEPF300/HEP900,
provenientes dos mesmos crocodilianos de vida livre e cativeiro. Por ultimo, foram
sequenciadas cinco amostras de Hepatozoon em serpentes, uma para cada morfologia
observada. A amostra sequenciada VL24 refere-se as serpentes que apresentaram gametocitos
com a morfologia 1 (M1), todas Crotalus durissus vida livre; a amostra VL31 enquadra-se na
morfologia 2 (M2), todas Crotalus durissus de vida livre também; a amostra Call, refere-se a
morfologia 3 (M3), cujas serpentes sdo Bothrops alternatus e Bothrops moojeni de cativeiro;
a amostra S16 refere-se a morfologia 4 (M4) que sdo todas Boa constrictor cativas, e a
amostra Cab apresenta gametdcitos com caracteristicas da morfologia 5 (MS5), referentes a
Crotalus durissus cativas.

As duas amostras de testudines sequenciadas se mostraram idénticas pelo alinhamento
no “Blastn” foi observado similaridade de 95% com Haemogregarina sacaliae (KM887507)
com 28 oligonucleotideos diferentes.

Em relagdio aos crocodilianos, as sequéncias obtidas (JTO1 e T16a) mostraram-se

idénticas e apresentaram similaridade de 99% com Hepatozoon sp. em Caiman crocodilus
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(KJ413113). As sequéncias e o isolado KJ413113 apresentaram identidade génica com 17
oligonucleotideos diferentes.

Das cinco sequéncias de serpentes obtidas, trés (VL24, VL31 e Ca6) mostraram-se
idénticas entre si e homologas a espécie Hepatozoon musa (KX880079); uma (Call) mostrou
ser homologa a espécie Hepatozoon cevapii, disponivel no “GenBank” com numero de acesso
KC342525; e a quinta (S16) também apresentou similaridade com Hepartozoon cevapii, cuja
identidade génica ¢ de 99,82%, diferindo em apenas um (1) oligonucleotideo na posi¢do 391,

sendo oligonucleotideo A no isolado KC342525 e G na sequéncia do presente estudo.
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KJ413113 Hepatozoon sp. (Caiman crocodilus)
T16a Hepatozoon caimani (Caiman crocodilus) Q
%' JT01 Hepatozoon caimani (Caiman crocodilus)
AF297085 Hepatozoon sp. (Bolga trregulares) &,
JQ670908 Hepatozoon sp. (Aponoma varanense) gy
AY252111 Hepatozoon sp. (Stegonotus cucullatus) .
AY600626 Hevatozoon sv. (Clethrionomvs v.’areo!u:\' _S
KU667308 Hepatozoon sp. (Akodon sp.)
EF157228 Hepatozoon ayorgbor (Boa constrictor)
AY252108 Hepatozoon sp. (Varanus scalaris)
KC342524 Hevatozoon cuestensis (Crotalus durissus terrificus)
KX880079 Hepatozoon musa (Phylodryvas natterreri)
VL31 Hevatozoon musa (Crotalus durissus)
7| VL24 Hepatozoon musa (Crotalus durissus)
CaS Hepatozoon musa (Crotalus durissus)

KR069084 Hepatozoon fizsimonst (Kinbovs zombensis) e
[ IN181157 Hepatozoon sipedon (Nerodia sipedon) .
54 AF 176837 Hepatozoon catesbianae (Pantoea agzlamram)l ,
9%

HQ224960 Hepatozoon sp. (Rana esculenta)

S16 Hepatozoon cevapii (Boa constrictor)
u 4“[‘153342525 Hepatozoon cevapii (Crotalus durissus terrificus)

741 —KC342526 Hepatozoon massardi (Crotalud durtssus terrificus)
Call Hepatozoon cevapii (Bothrops alternatus)

JX531954 Hepatozoon sv. (Podarcis bocagei) l."
— ?Ec‘fjiw Hepatozoon sp. (Podarcis vaucheri)
AY620232 Hepatozoon felis (Felis catus) | d
R—KX017290 Hepatozoon felis (Phantera leo)

s + e — AF176836 Hepatozoon americanum (Canis lupus fomiliaris) . r

AY461377 Hepatozoon americanum (Dusicyon thous)
|.-\Yl 50067 Hepatozoon canis (Fox)
B "—DQI111734 Hepatozoon canis (Canis lupus familiaris)
— KF992710 Hemolivia mauritanica (Testudo marginata)
100! KR069083 Hemolivia parvula (Kintxys 2zombensis)
100, Trac3 Haemogregarina sp. (Podocnemis unifilis)
1T33b Haemogregarina sp. (Podocnemis unifilis)

54 KMB887507 Haemogregarina sacaliae (Sacalia ugadriocellata)
—W%HQBNSQ Haemogregarina balli (Chelydra serpentina serpenting)

es|— KMB887509 Haemogregarina pellegrini(Platysternon megacephalum)
KF257928 Haemogregarina stepanowi (Emys orbicularis)
AY371196 Babesta canis vogelt (Cants lupus famtliaris) “puf

————
0.01

Figura 12: Arvore filogenética baseada no gene 18S rRNA (500pb), demonstrando as relagdes entre as sequéncias de Haemogregarina em testudines e Hepatozoon em
serpentes ¢ crocodilianos obtidos neste estudo com sequéncias disponiveis no “GenBank™ através do teste de “Neighbor-Joining”. Babesia canis vogeli foi usada como
“outgroup”. Numeros nos nés indicam “Bootstrap” para 1000 réplicas. Valores inferiores a 50 nio foram demonstrados. Escala indica a distincia evoluciondria 0,01

nucleotideos por posigdo na sequéncia. Sequéncias obtidas nesse estudo estdo destacadas em negrito.
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Discussdao
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1. Positividade.

Relatos de parasitos em répteis sdo comuns na literatura, havendo vasta diversidade de
agentes patogénicos. Bactérias, helmintos e protozoarios foram descritos em testudines,
crocodilianos e serpentes, os quais podem levar a quadros morbidos ou a morte (PESSOA et
., 1974; LADDS e SIMS, 1990; CATTO, 1991; LADDS et al., 1995; VIANA e
MARQUES, 2005; TELFORD, 2009; VIOLA et al., 2009; RODRIGUES, 2011; SOUZA,
2014; FLOSI et al., 2014; SATO et al ., 2015).

al.

Nas ultimas décadas, o estudo de infecgcdo por protozoarios nesses animais tem ganhado
destaque em diferentes areas do conhecimento. Esses parasitos sdo amplamente utilizados
como modelos ecologicos, com crescente constatacdo de que o parasitismo exerce papel
fundamental na estrutura, dindmica temporal e espacial de populagdes naturais com agdo
direta nos processos de competi¢do e estabilidade de ecossistemas (HOLMES e PRICE, 1986;
MOLLER e NIELSEN, 2007).

Nesse trabalho, observou-se a presenga de hemoparasitos em todas as regides estudadas.
A presenca de parasitos sanguineos em répteis foi descrita por varios autores em diferentes
localidades do mundo. A positividade encontrada foi superior as observadas por Nasiri et al.
(2014) e Ursula et al. (2014); entretanto, inferior a observada por Viola et al. (2008). Ressalta-
se que a maioria dos trabalhos apresentam estudos voltados para somente um grupo de répteis
ou um hemoparasito especifico.

De acordo com Garcia-Navarro e Pachally (1994), as hemogregarinas s3o o0s
hemoparasitos mais observados em répteis, sendo os relatos desses autores semelhantes aos
desse trabalho, no qual foram observados os géneros Haemogregarina sp. € Hepatozoon spp.
O género Haemogregarina (Apicomplexa: Adeleina: Haemogregarinidae) ¢ comumente
observado em testudines aquaticos e tem sido descrito em varios paises. Em relagdo ao género
Hepatozoon em crocodilianos, ha trabalhos como de Lainson et al. (1977), Viana e Marques
(2005) e Viana et al. (2010) abordando esse parasito em jacarés silvestres.

Nas serpentes analisadas no presente estudo, espécies de Hepatozoon (Apicomplexa:
Adeleina: Hepatozoidae) foram observadas, sendo esse género de hemoparasito relatado na
literatura mundial como o hemoprotozoario mais comumente observado nesse grupo de
répteis. Autores como, Smith (1996), Mathew et al. (2000), Ujvari et al. (2004), Telford
(2009), Motta et al. (2011), Mogo et al. (2012), O'Dwyer et al. (2013), também observaram

esse parasito em serpentes.
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Estudos sobre a influéncia do ambiente de vida em répteis e hemogregarinas vém sendo
relatados por diversos pesquisadores, como Pessoa et al. (1967), Smith (1996), Siroky et al.
(2004), Santos et al. (2005), Lopes et al. (2010) e Harris et al. (2015). Animais de vida livre
possuem transito facilitado em diferentes ambientes, possibilitando o contato frequente com
vetores e patogenos. Quando um individuo encontra-se parasitado, ha imediatamente agdo do
sistema imunoldgico para tentar combater esse invasor, na maioria das vezes sem sucesso,
pois esses hemoparasitos possuem métodos de evasdo imunoldgica eficientes. Para combater
0 patogeno, o hospedeiro gasta energia e essa perda energética influencia no comportamento
desse animal na natureza, como a caga, a motilidade, o acasalamento, a ovipostura, entre
outros, dependendo do grupo pertencente (MOLLER, 1997; THRALL et al., 2007; AMO et
al., 2004).

Animais em ambiente cativo podem ser facilmente controlados, ndo somente em
mobilidade, mas em relagdo ao manejo e as condigdes de saude, apresentando, dessa forma,
positividade baixa ou nula entre esses animais. Machado (2005) descreve que a manutengdo
desses animais em cativeiro deve ser considerada como fator importante para a presenga ou
ndo de parasito, pois algumas medidas preventivas adotadas podem ndo ser adequadas. O
animal nesse ambiente pode estar sob estresse, promovendo alteragdes imunologicas e
fisiologicas, deixando-o enfraquecido e sem capacidade de controlar e tentar eliminar uma
possivel parasitose (MADSEN et al., 2005). Devido a isso quadros clinicos podem se agravar
e com possibilidade de ¢bito animal. Portanto, cabe ao estabelecimento e funciondrios
realizarem exames em todos os animais que chegam ao local, e se necessario, submeté-los a
vacinagdes e medicamentos para combater patogenos (CAMPBELL 1996, MADSEN et al,
2005).

Em relagdo a positividade em testudines de vida livre, o resultado do presente estudo
corrobora com o observado por Jakes et al. (2001), Mihalca et al. (2002) e Davis e Sterrett
(2011), os quais relataram 100%, 100% e 88,9% de positividade respectivamente, em varias
espécies desse grupo.

Os testudines de vida livre, analisados nesse trabalho, sdo pertencentes as espécies
Podocnemis expansa e Podocnemis unifilis. Na literatura mundial, existem seis relatos de
Haemogregarina spp. nessas espécies de hospedeiros. No Brasil, Picelli et al. (2015)
relataram 66% de Haemogregarina spp. em P. expansa, inferior ao observado no presente
estudo (100%); e Soares et al. (2014) relataram 98% de positividade em P. wunifilis,

semelhante ao observado nesse trabalho (96,77%).
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Estudos em testudines cativos sdo escassos € no Brasil existe somente dois relatos na
literatura. Pessoa et al. (2016) observaram positividade de 11,11% na Fundagio Zooldgico de
Brasilia, semelhante ao encontrado nesse estudo. Picelli et al. (2015) verificaram positividade
de 100% em animais procedentes de criatorio comercial € nenhuma positividade em criatério
indigena, todos no estado de Tocantins.

A relag@o entre positividade de Haemogregarina spp. e o tipo de ambiente de vida foi
significativa, sendo os resultados em testudines cativos inferiores aos observados nos de vida
livre. Ressalta-se que o periodo de coleta ocorreu nos meses de julho a agosto dos anos de
2015 e 2016, época de estiagem/seca na regido. Esse € o momento de ovipostura das fémeas
nos bancos de areia expostos pela diminui¢do no volume dos rios, fator que ocasiona
aglomeracdo de individuos em locais especificos, possibilitando maior e mais rapida
propagacdo da parasitose nesses individuos devido a permuta de hospedeiros pelos vetores
(WOZNIAK et al., 1994, OPPLINGER et al., 1996; COUTINHO, 2000, SANDLAND e
MINCHELLA, 2003; FACHINI-TERAN et al., 2006). Em testudines cativos, a infec¢do por
Haemogregarina sp. pode ser explicada pelo histérico de nascimento e tempo de permanéncia
no local. Alguns nasceram no LAPAS, porém a maioria foi levada para la. A capacidade que
esses parasitos possuem de se manter no hospedeiro por meses a anos encaixa-se nessa
situacdo (SIROKY et al., 2004).

A positividade de 70,68% de Hepatozoon sp. em C. crocodilus de vida livre, dessa
pesquisa, ¢ semelhante aos resultados observados por Viana et al. (2010) e Viana e Marques
(2005) no pantanal, e por Lainson (1977) na regido amazonica brasileira. Animais de vida
livre tém maior area de circulag@o, estando em contato direto com possiveis vetores e com
outros animais, fatores que auxiliam na transmissdo dessa parasitose. Vale ressaltar que o
periodo de coleta executado nos meses de julho a agosto de 2015 e de 2016 € conhecido como
periodo de estiagem no Pantanal, o que leva a diminui¢do gradual das cole¢des de aguas
temporaria no campo, tais como lagoas e charcos. Com o ambiente aquatico reduzido, a
tendéncia sdo os animais se aglomerarem facilitando o processo de transmissdo de patogenos.
Além disso, € época de menor disponibilidade de alimento ocasionando, perda de massa
corporal e consequente perda de resisténcia imunologica, tornando-os mais suscetiveis. Todos
esses fatores auxiliam na maior e mais rapida propagagdo da parasitose nesses individuos
suscetiveis (OPPLINGER et al., 1998; SANDLAND e MINCHELLA, 2003; COUTINHO e
CAMPOS, 1996; COUTINHO, 2000).

Em relagdo a Hepatozoon em crocodilianos brasileiros, ndo existem relatos na literatura

para individuos cativos com esse parasito, sendo este o primeiro estudo. A positividade
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encontrada pode estar relacionada ao historico dos individuos, pois esses crocodilianos ndo
nasceram em ambiente cativo, podendo estar parasitados quando chegaram ao ambiente
cativo. Outra possivel explicagdo pode estar associada a alimentac¢do fornecida, pois as ras
poderiam estar previamente infectadas.

As serpentes sdo os répteis mais estudados por ser grupo difundido em centros de
pesquisa, criadouros conservacionistas e zoologitos. Estudos como o de Nasiri et al. (2014)
verificaram em serpentes do Ird vasta diversidade parasitaria composta por 12 géneros de
parasitos intestinais, cinco géneros de protozoarios intestinais € um género de hemoparasito
(Hepatozoon sp.). Os autores relataram positividade em 23 (26,43%) serpentes para
Hepatozoon spp., sendo este resultado semelhante ao observado no presente estudo.

Em relagdo as serpentes cativas, tanto no LAPAS quanto na FUNED, a maioria dos
animais foram trazidos para esses locais e neles permaneceram. A presenca da infecg¢do por
Hepatozoon spp. nesses individuos pode ser explicada pelos animais estarem parasitados
antes de adentrarem em ambiente cativo ou terem se infectado por hospedeiros paraténicos ou
artropodes presentes nesses locais. O cativeiro, por vezes, proporciona condi¢des ideais para
transmissdo e perpetuacdo do ciclo dos hemoparasitos. As serpentes cativas do presente
estudo recebem como fonte alimentar ratos e camundongos, sendo esses animais considerados
na literatura como hospedeiros paraténicos. A transmissdo de Hepatozoon americanum por
esses hospedeiros paraténicos foi comprovada em cédes por Johnston et al. (2009). Os autores
alimentaram cdes com roedores das espécies Mus musculus e Rattus norvegicus infectados e
observaram a existéncia dessa rota de transmissdo, entretanto no Brasil isso ndo foi
comprovado.

Assim como para os outros grupos de répteis, as serpentes de vida livre também
apresentaram maior positividade do que as cativas.

Ao se comparar positividade entre serpentes pegonhentas e ndo pegonhentas, observou-
se, nesse estudo, as peconhentas foram mais positivas (p=0,033). As serpentes podem ser
generalistas, alimentando-se de diversos animais como moluscos, anelideos, artropodes,
anfibios, répteis e mamiferos ou especialistas (alimentamdo-se de presas especificas)
(MARTINS e OLIVEIRA, 1998).

Nao ¢ possivel caracterizar ou identificar padrdo comportamental que explique a
diferenca de prevaléncia observada entre serpentes peconhentas e ndo pegonhentas, pois ha
diversidade comportamental, de “habitat” e alimentar dentro desses grupos. Entretanto, ao
analisar as espécies positivas para cada grupo (pegonhento ou ndo pegonhento) do presente

estudo, € possivel inferir relagdes. Dentre as 20 espécies de serpentes ndo pegonhentas, apenas
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uma, Boa constrictor (jiboia) de cativeiro, apresentou-se positiva. Esse animal se alimenta de
roedores procedentes do biotério da Universidade o qual possui ambiente e saide dos animais
controlados. Uma possivel explicagdo pode estar associada a presenca de ectoparasitos, que
pode ser fator determinante para infec¢do de hemogregarinas nessa serpente. A acomodagido
em cativeiro pode favorecer a reprodugdo e prevaléncia dos ectoparasitos, aumentando as
chances de infeccio (MARTINS e OLIVEIRA, 1998). Entretanto, alguns autores citam que a
transmissdo de hemogregarinas por vetores invertebrados seja limitada. Outra possibilidade
seria a transmissao vertical (SMITH, 1996).

Em relagdo a influéncia do sexo na prevaléncia de hemoparasito, os achados do presente
estudo ndo observou relagdo. Entretanto, estudos feitos por McCoy et al. (2007) e Readel et
al. (2008) mostraram, em testudines, maior positividade em fémeas adultas. Os autores
sugerem que isso ocorre, pois as fémeas sdo maiores, em tamanho, do que os machos,
possuindo dessa forma maior superficie de contato para aderéncia e alimentagdo dos vetores
(sanguessugas).

A andlise estatistica entre positividade e faixa etaria dos répteis somente foi significativa
para os crocodilianos. O presente estudo observou, também, aumento gradativo da
positividade, ou seja, a positividade ¢ diretamente proporcional a faixa etaria. Viana et al.
(2010) comprovaram que os crocodilianos maiores apresentaram maiores prevaléncias de
hemoparasito. Isso pode estar relacionado a fonte alimentar. Os crocodilianos, diferentemente
dos outros répteis, tém vasta diversidade de fonte alimentar que se modifica ao decorrer da
vida. A alimentagdo do filhote é constituida por invertebrados (como insetos e crustaceos),
nos jovens a adultos é constituida por peixes, anfibios e outros répteis (MAGNUSSON et al.,
1987; VIANA Eet al., 2012; PREIRA et al., 2014). Com essas informagdes, sugere-se que a
predacdo de hospedeiros paraténicos, como 0s anuros € peixes, t€ém papel importante na

transmissdo dessa parasitose (VIANA et al., 2010).

2. Analise morfoldgica e morfométrica das hemogregarinas.

% Haemogregarina sp. em testudines
Na andlise morfolégica das amostras sanguineas de testudines, foram observadas
trofozoitos, pré-merontes, merontes primarios eritrociticos, merontes secundarios eritrociticos,
microgametocitos € macrogametdcitos. A presenga de formas evolutivas em diferentes

estagios pode estar associada a persisténcia da infec¢do nos hospedeiros. Siroky et al. (2004)
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relataram positividade de Hemolivia mauritanica em Testudo marginata por periodo de 1-8
anos e associaram a persisténcia da infecgdo a merogonia ciclica, continua e duradoura.

Atualmente na literatura existem 27 espécies descritas de Haemogregarina, sendo todas
em testudines de outros paises. No Brasil, poucos relatos e todos, identificaram somente o
género baseados, principalmente, nas formas evolutivas sanguineas em testudines. Dentre
esses estudos, o desenvolvido por Soares et al. (2014) que executaram caracterizagdo
morfolégica e morfométrica das formas evolutivas sanguineas. Entretanto, os autores
observaram somente microgametocitos, macrogametocitos e merontes.

Nessa pesquisa observou-se que os trofozoitos de Haemogregarina apresentaram 1
unico vacuolo citoplasmatico em uma das extremidades, diferente do que apresentado por
Devorakova et al. (2013), os quais relataram varios vacuolos em um unico trofozoito.
Complementar a isso, Telford et al. (2009) relatam presenga de nucleo evidenciado, enquanto
que Devordkova et al. (2013) observaram em Haemogregarina stepanowi nucleo nao
evidenciado, igual o presente estudo.

As médias morfométricas de comprimento e largura dessa forma nessa pesquisa
condizem com das outras espécies de Haemogregarina descritas na literatura. Devorakova et
al. (2013) relataram essas formas evolutivas de Haemogregarina stepanowi em testudines
recém-capturados no Marrocos com medidas morfométricas de 9,6 + 1,3 x 5,3 £ 0,5 um. Em
outro trabalho, Devorakova et al. (2015) também em testudines, relataram medidas
morfométricas de 7,5+ 0,9 x 2,7 + 0,5 um para Haemogregarina sacaliae.

Os pré-merontes identificados nesse estudo diferem na morfologia dos citados na
literatura. A morfometria foi similar em comprimento, mas diferente em largura dos registros
feitos por Dvorakova et al. (2013).

Soares et al. (2014) analisaram a morfologia e a morfometria de merontes eritrociticos
primarios (micromerontes) em P. unifilis (mesmo testudine analisado nesse estudo) e
concluiram presenga de 5-10 nucleos, com comprimento e largura de 28,34 +£ 228 x 14,5 +
1,0 pm, respectivamente. Os micromerontes do presente estudo apresentaram medidas
morfométricas inferiores, além de possuir 4-7 nucleos.

As analises dos microgametocitos e macrogametdcitos foram similares aos de Soares et
al. (2014), os quais relataram duas caracteristicas morfologicas de microgametocitos e duas
caracteristicas morfoldgicas de macrogametocitos. Deve-se ressaltar, que no presente estudo
ndo se realizou calculos das medidas do nacleo de uma das formas morfolégicas de

microgametocito (Microl), devido a forma indefinida do mesmo.
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A partir dessas semelhancas morfoldgicas e morfométricas observadas entre o presente
estudo e o de Soares et al. (2014), pode-se inferir pertencer a mesma espécie de
Haemogregarina, entretanto os autores so descreveram o género.

Merontes eritrociticos secundarios, ou macromerontes, desse trabalho foram
semelhantes ao observado por Telford et al. (2009) em testudines aquaticos nos Estados
Unidos, havendo pequena diferenca no nimero de nucleos. Assim como observado pelos
autores, a principal diferenciagcdo dessas estruturas para os micromerontes ¢ a quantidade de
nucleos. Conforme ocorre divisdo da cromatina nuclear, pode ser observado até 150 nucleos
ou mais, no presente estudo igual ou superior a 50. Neste caso, pode ocorrer ruptura da
membrana celular do eritrocito. Entretanto, caracteristicas morfologicas e morfométricas das
outras formas evolutivas relatadas pelos autores, ndo condizem entre esses dois estudos.

Na literatura ha somente dois relatos de macromerontes no sangue de testudines,
descritos por Telford et al. (2009) e Koidzumi (1910). Esses autores inferem que a possivel
explicagdo para ocorréncia dessas estruturas com intensa divisdo da cromatina nuclear seja o
ndo sequestro/alojamento dos micromerontes nos 6rgdos como o figado e bago, por exemplo,
para o inicio da merogonia; ou a inexisténcia de merogonia tissular.

Uma possivel explicagdo para presenga dessa estrutura (macromerontes) no sangue de
testudines do presente estudo pode ser a falha no sequestro de merontes ou a ndo ocorréncia
nessa espécie de Haemogregarina.

Deve-se ressaltar que o conjunto morfologico e morfométrico das formas evolutivas de
Hemogregarina em testudines nesse estudo, ndo foram citadas na literatura.

% Hepatozoon sp. em crocodilianos

Foi possivel observar quatro caracteristicas morfoldgicas de gametocitos
intraeritrociticos, em uma mesma amostra (hospedeiro). Segundo Hull e Camin (1960), essas
variagdes morfoldgicas de gametodcitos podem ser uma unica espécie com estadios evolutivos
distintos, até chegarem a fase madura.

Pelas analises morfologicas e morfométricas dos gametocitos intraeritrociticos e
extraeritrociticos do presente estudo, comparando-os com os dados de outros autores,
juntamente com informagdes epidemioldgicas e foi possivel identificar a espécie Hepatozoon
caimani.

Os gametocitos intraeritrociticos de Hepatozoon caimani observados sdo semelhantes
aos encontrados por Lainson et al. (2003), Viana e Marques (2005),Telford (2009) e Santos
(2014).
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Em relagdo aos gametocitos extracelulares, Laison et al. (2003), estudando o
desenvolvimento de Hepatozoon caimani em Caiman crocodilus crocodilus observou
morfologia e morfometrias semelhantes ao presente estudo.

Lainson et al. (2003) e Santos (2014) relataram dados morfométricos e morfologicos
para gametocitos maduros de Hepatozoon caimani. Nesses trabalhos, foram relatadas
presenca de envoltério parasitéforo (capsula), assim como, deslocamento do nucleo celular
para a extremidade do eritrocito. Entretanto, os autores ndo mencionaram as diferentes
caracteristicas morfologicas existentes nos gametodcitos (como presenga de vacuolos
citoplasmaticos e cromatina nuclear dispersa), calculando a morfometria de forma geral.

Lainson et al. (2003) observaram somente uma forma morfologica de gametocito,
semelhante aos gametdcitos maduros observados nesse estudo, cujas medidas de
comprimento e largura para o corpo do hemoparasito formam de 12.15 x 4.3 (10x3.75-
13.75x3.75) um, semelhante ao calculado no presente estudo.

Gametoécitos em dobramento, gametdcitos com cromatina nuclear dispersa pelo
citoplasma e gametdcitos com presenca de vactolos citoplasméticos foram relatados por
Lima e Silva (2004), Viana e Marques (2005) e Santos (2014), respectivamente.

Nao ha registros na literatura de calculos morfométricos separados por caracteristicas
morfoldgicas dos gametdcitos intraeritrociticos de Hepatozoon caimani, como observado
nesse estudo.

% Hepatozoon spp. em serpentes

Das cinco caracteristicas morfologicas observadas, a M1 e a M2 estavam presentes em
serpentes de vida livre de C. durissus. A M2 apresentou vacuolos citoplasmaticos e nucleo
com formato e dimensdes menores que a M1. Todas as medidas morfométricas de M1 foram
superiores as de M2, mas pelos calculos estatisticos das medidas, ndo foram observadas
diferenca significante. Com base nos resultados, existe a probabilidade dos achados da
pesquisa serem a mesma espécie, mas com estadios de desenvolvimento gametocitico
diferentes. N&o ha registros dessas morfologias na literatura, bem como as medidas
morfométricas dos nucleos.

Os calculos estatisticos das variagdes entre M1, M2 e M5 nfo foram significantes,
mesmo M5 apresentando todas as medidas morfométricas do corpo do parasito superiores a
M2 e todas as medidas morfométricas do nicleo do parasito inferiores a8 M1. Vale ressaltar
que assim como M1 e M2, as serpentes parasitadas com M5 sdo da mesma espécie (Crotalus
durissus), mas cativas. Nesse caso, uma possivel explicagdo seria a ocorréncia de

modilicagdes morfoldgicas nos gametdcitos de uma mesma espécie de Hepatozoon para
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melhor adaptacdo as condi¢des ambientais (vida livre/cativeiro) do hospedeiro (BALL et al,,
1970).

A morfologia e medidas morfométricas da M5 condizem com as relatadas por Borges-
Najasa et al. (2017), os autores descreveram nova espécie, Hepatozoon musa, parasitando
serpente brasileira serpente brasileira Philodryas nattereri e observaram gametocitos grandes
e levemente curvados com nucleos situados na por¢do mediada. Em relagdo as medidas do
comprimento foram 18,94+0,95um (16,568-20,90um), da largura foram 3,76+0,33um (3,09-
4,41um) e da area foram 77,56+8,55um (59,71-94,9um). Esse achado pode estar relacionado
com argumentos de SMITH et al., (1996), onde os autores inferem baixa especificidade de
hospedeiros por espécies de Hepatozoon em serpentes.

As caracteristicas morfoldgicas observadas em M3 e M4 divergem, principalmente, do
nucleo: presenca de nucleo com formato definido (M3) e nucleo com formato ndo definido
(M4). Entretanto, as medidas morfométricas do corpo do parasito foram semelhantes e ndo
houve diferenga significativa entre as variagdes nas medi¢des. Além disso, as amostras
observadas s3o de serpentes do género Bothrops (M3) cativas na FUNED e Boa constrictor
(M4) cativas no LAPAS. Essa semelhanga morfometrica e divergéncia morfologica pode ser
explicada por Sloboda et al. (2007), os quais relataram que gametdcitos de uma mesma
espécie de Hepatozoon podem sofrer pequenas mudangas na morfologia para adaptar-se a
varios hospedeiros. Outra explicagdo para esses resultados observados pode ser a mesma
espécie, mas com estadios gametociticos distintos (HULL e CAMIN, 1960).

Mogo et al. (2002) havia hipotetizado que através de andlises morfologicas e
morfométricas era possivel diferenciar espécies de Hepatozoon em serpentes. Entretanto, 1sso
ndo foi observado nessa pesquisa, mesmo com informag¢des sobre hospedeiro, ambiente de
vida, e caracteristicas morfologicas e morfométricas dos gametocitos. O 'Dwyer et al. (2013)
relataram vasta diversidade morfologica e morfométrica de gametocitos desse género de
hemoparasito em um mesmo individuo, com até 5 formas morfologicas distintas, sendo assim,
os autores mostram a necessidade de dados moleculares para descri¢do de espécies de

Hepatozoon em serpentes.

3. Analise molecular.

No presente estudo, a microscopia Optica convencional, considerada padrdo ouro para
identificacdo de hemoparasitos em répteis, foi mais positiva do que a técnica molecular. A

reagdo da PCR constitui instrumento valioso utilizado no diagnostico de doengas infecciosas
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graves, devido a capacidade em detectar as espécies de agentes infecciosos (BRAZ, 2006).
Entretanto, os protocolos de execucdo dependem ndo apenas das caracteristicas
epidemiologicas das populagdes estudadas, mas também do volume de sangue coletado, do
método para extragdo de DNA, da escolha das sequéncias de DNA-alvo e iniciadores, dos
reagentes e condigdes de ciclagem térmica (GILBER, 2007). Todos esses fatores tém impacto
direto na eficiéncia das rea¢cdes podendo ocasionar essa diferenca observada de positividade
entre as técnicas.

Os dois pares de oligonucleotideos utilizados no presente estudo amplificam regides
adjacentes do gene 18S rDNA, o qual € constituido de regides menos e mais conservadas
alternadamente. Consequentemente, a menor variabilidade genotipica em sua estrutura
acarreta em menor taxa de substitui¢do de nucleotideos minimizando erros de ligagdo com os
primers na execucgdo da PCR, inferindo maior facilidade e sucesso de amplificagdo por essa
técnica. Na literatura, esse gene foi utilizado para inferir relagdes filogenéticas, caracterizar
géneros e espécies e redesignar espécies (HERNANDEZ et al., 1990; TELFORD et al., 2004
e 2005, MAIA et al., 2011; COOK et al., 2014).

No presente estudo, os primers amplificaram, com sucesso, 0 DNA de hemogregarinas
em répteis, sendo possivel identificar géneros e espécies. A eficiéncia desses primers e dessa
regicdo génica vem sendo descrita na literatura por diversos autores, como O 'Dwyer et al.
(2013). Os pesquisadores compararam os primers que amplificam o gene 18S e primers que
amplificam outros genes (como o ITS-1, 5.8S e ITS-2), todos da regido ribossomal, com a
finalidade de identificar e caracterizar as espécies de Hepafozoon em serpentes € 08
resultados obtidos  apontaram os pares de oligonucleotideos HepF300/Hep900 e
HEMOI1/HEMO2 como eficientes.

Telford et al. (2004, 2005), utilizando esses oligonucleotideos, estabeleceram relagdes
filogenéticas de isolados de hemogregarinas de serpentes da Florida e descreveram uma nova
espécie de Hepatozoon parasito de Coluber constrictor priapus e Thamnophis sauritus
sackenii.

Harris et al. (2011) e Maia et al. (2011) obtiveram sucesso utilizando os primers
HEPF300/HEP900 ¢ HEMO1/HEMO?2 para inferir relagdes filogenéticas entre Hepatozoon
spp. em serpentes. Assim como, os pesquisadores Cook et al. (2014) utilizaram esses dois
primers para redesignar a espécie Haemogregarina fitzsimonsi (Diaz, 1953) para Hepatozoon
fitzsimonsi em tartarugas Sul Africanas.

Embora, na literatura haja somente um relato molecular de Haemogregarina em

testudines com os primers HEMO1/HEMO?2, a escolha desses oligonucleotideos foi devido a
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ampla utilizagdo por pesquisadores, ao redor do mundo, no diagndstico de géneros de
hemogregarinas em outros grupos de répteis, como serpentes e lagartos. A Gnica pesquisa em
testudines foi desenvolvida por Pessoa et al. (2016), os quais observaram positividade de
15,15% (15/99) nesses animais do zoologico de Brasilia, Distrito Federal. Entretanto, somente
executaram a PCR e observaram a positividade para o género, sem realizar o sequenciamento.

Nao existem sequéncias depositadas no “GenBank” de espécies de Haemogregarina em
testudines brasileiros. H& somente quatro disponiveis, Haemogregarina stepanowi
(DEVORAKOVA et al., 2013), Haemogregarina pellegrini (DEVORAKOVA et al., 2015),
Haemogregarina balli (BARTA et al., 2012) e Haemogregarina sacaliae (DEVORAKOVA
et al, 2015), todas descrirtas em animais de outros paises. Sendo assim, essas sequéncias
foram utilizadas na confecc¢do da arvore filogenética e se agruparam no mesmo clado, mas em
ramos diferentes das do presente estudo.

Ressalta-se que essas quatro espécies de Haemogregarina siao procentes do Norte da
Africa, Oriente Médio e Sudeste Asiatico, enquanto os isolados do presente estudo sio do
Estado de Goias, Brasil. Essas regides geograficas apresentam condi¢des ambientais e
diversidade de fauna diferentes entre si, inferindo em possivel evolugdo por parte do parasito
para adaptar-se e expandir-se aos mais diversos “habitat” e hospedeiros. Essas diferengas
intragenotipicas podem ser resultantes desse processo de evolugdo.

A escassez de informagdes, quando se utiliza somente diagndstico molecular, torna
improvavel a identificacdo de espécies, pois ndo had parametros de achados brasileiros. Sendo
assim, mais estudos serdo desenvolvidos, como a utilizagdo de primers que amplificam
sequéncias maiores do gene 18S, bem como de outros genes de regides variaveis
(mitocondriais, por exemplo) para validagdo das informag¢des encontradas e para servir de
referéncia em estudos futuros. Complementar a isso, as caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas observadas no presente estudo ndo foram idénticas aquelas descritas por Barta
et al. (2012) e Devordkova et al. (2013/2015), diferindo, principalmente, na morfologia. A
partir desses resultados, sugere-se que as sequéncias desse trabalho pertencem a uma nova
espécie do género Haemogregarina.

No que tange os crocodilianos, existem 28 sequéncias disponiveis do género
Hepatozoon nesses animais, sendo todas de um unico artigo ndo publicado. Embora néo haja
descri¢do molecular de Hepatozoon caimani, sabe-se que ela é a uUnica encontrada em
crocodilianos brasileiros e o presente estudo a identificou anteriormente através da analise
morfoldgica e morfométrica dos gametocitos. Portanto, a escolha de execugdo da PCR com os

dois pares de primers, HEMO1/HEMO2 e HEPF300/HEP900, foi devido a possibilidade de
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uni-los para conseguir uma sequéncia maior (1400 pares) de um gene conservado (18S rDNA)
amplamente utilizado em pesquisas, podendo-se aprofundar estudos mais fidedignos sobre a
composi¢do génica dessa espécie de parasito.

A identidade génica entre o isolado utilizado na arvore e as sequéncias do presente
estudo foi de 99,25%, além de agruparem-se em um mesmo clado na arvore, o que confirma
tratar-se da mesma espécie. O isolado KJ413113 ¢ procedente de C. crocodilus de vida livre,
localizado no Pantanal Mato-Grossense e os isolados do presente estudo sdo procedentes de
C. crocodilus do Bioma Cerrado. Esses dois Biomas apresentam condigdes ambientais, bem
como diversidade faunistica diferentes, inferindo possivel evolugdo por parte do parasito para
adaptar-se e expandir-se aos mais diversos “habitats” e hospedeiros. Essas diferengas
intragenotipicas podem ser ocasionadas como parte desse processo de evolugdo podendo
apresentar semelhanca fenotipica, mas diferindo em sua estrutura génica.

Os principais relatos na literatura sobre técnica molecular (PCR) em répteis sdo em
amostras de lagartos e serpentes para o género Hepatozoon (PERKINS e KELLER, 2001,
MOCO et al. 2012; O,DWYER et al. 2013; HAKLOVA et al., 2013; MAIA et al., 2014,
BORGES-NAJASA et al., 2017).

Em serpentes, foi possivel identificar duas espécies de Hepatozoon depositadas no
“GenBank”. As sequéncias VL31, VL24 e CA6 foram identificadas como H. musa (Borges-
Najasa et al., 2017), a qual foi descrita em serpentes P. nattereri, localizada em Fortaleza
(Ceard). A distribui¢do geografica dessa serpente abrange regides aridas e semiaridas como a
Caatinga no Nordeste Brasileiro e o Cerrado na regido Sudeste Brasileira, como Minas Gerais
(UETZ e HOSEK, 2015), sendo esta a mesma regido onde ocorre a espécie C. durissus. P.
nattareri se alimenta, principalmente, de pequenos roedores, anfibios e lagartos (VITT, 1980;
MESQUITA et al.,, 2011), assim como as cascavéis (SWAYA et al, 2003). Essas
similaridades de localizagdo na natureza e fonte alimentar podem ter sido os fatores
primordiais para a infeccdo pela mesma espécie de Hepatozoon. Além disso, a baixa
especificidade de hospedeiro presente nesse género de hemoparasito, relatado anteriormente
por outros autores, se aplica nessa situagdo (SMITH, 2009; TELFORD, 2009).

De acordo com as informagdes disponibilizadas nos resultados, o parasito observado na
amostra de serpente Call pertence a espécie H. cevapii. Esta foi descrita por O ' Dwyer et al.
(2013) em C. durissus recém-capturadas no estado de Sdo Paulo. Complementar a isso, as
sequéncias Call e S16 agruparam-se em um mesmo clado em posi¢des adjacentes e
apresentaram somente um (1) oligonucleotideo diferente, refor¢ando tratar-se da mesma

espécie, Hepatozzon cevapii (O'Dwyer et al., 2013). Essas serpentes do presente estudo sdo
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de espécies e procedencia diferentes, Bothrops alternatus e B. moojeni cativas na FUNED em
Belo Horizonte e Boa constrictor cativas no LAPAS em Uberlandia. A transmissdo dessa
parasitose pode ter ocorrido por diferentes vias, como a ingestdo de roedores positivos.
Ambos os estabelecimentos fornecem a mesma espécie de camundongo, Mus musculus, como
alimento para essas serpentes. Outra via de transmissdo plausivel é por artropodes infectados
aderidos aos roedores (WOZNIAK, 1991).

Em relagdo a arvore filogenética, foi possivel observar agrupamentos de isolados de
acordo com regides geograficas. Em um clado observou-se H. cevapii e H. massardi, espécies
descritas em serpentes brasileiras. Em outro clado, observou-se H. musa e H. cuestensis,
também espécies descritas em serpentes brasileiras. Enquanto que H. sipedon (JN181157),
espécie descrita no Canada ficou localizada em um ramo diferente dessas brasileiras, por
exemplo. Resultado coerente com a diversidade de vetores e presas disponiveis em cada
ambiente, sendo os principais transmissores para cada espécie de Hepatozoon, prevalentes em
uma regido geografica especifica.

Ressalta-se a observacio de isolados de diferentes espécies de Hepatozoon parasitando
hospedeiros semelhantes, localizados em mesmo clado. Como observado em serpentes, onde
Hepatozoon cevapii e Hepatozoon massardi localizaram-se em um mesmo ramo na arvore.
Resultado semelhante foi observado entre duas espécies, Hepatozoon canis e Hepatozoon
americanum, ambas parasitos de canideos. Esses achados moleculares inferem possivel
convergéncia evolutiva na adapta¢do a um mesmo grupo animal, consequentemente, mesmos
padrdes fisiologicos e biologicos apresentados por eles.

Os achados morfologicos, morfométricos e moleculares de Hepatozoon em serpentes no
presente estudo, sugerem que H. musa e H. cevapii apresentam baixa especificidade de
hospedeiros vertebrados e plasticidade morfologica de seus gametocitos. Essa plasticidade
morfologica pode ser ocasionada por adaptacdo aos mais diversos hospedeiros, condi¢des
biologicas e ambientais.

A descrigdo de espécies de hemogregarinas, antigamente, era baseada somente pelo
hospedeiro, localiza¢do geografica e morfologia das formas evolutivas sanguineas. Portanto,
durante anos, centenas de espécies foram descritas erroneamente na literatura em todo o
mundo. Ainda ndo se conhece a diversidade das espécies de hemogregarinas que acometem
répteis. Achados de novas espécies e estudos do comportamento dessas, frente ao hospedeiro
e ao ambiente sdo importantes, ndo somente para entender a acdo direta dos patdogenos sobre o
individuo, mas também devido a possibilidade de serem importantes na saude publica. A

utilizagdo conjunta de investigacdes epodemiologicas e de técnicas de diagnostico
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morfoldgicos, morfométricos e moleculares devem ser introduzidas como ferramenta

fundamental desse entendimento.
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Conclusdo
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e Dentre as hemogregarinas, foram observados os géneros Haemogregarina em
testudines e Hepatozoon em crocodilianos e serpentes;

e Pela andlise morfologica e morfométrica, das formas evolutivas sanguineas em
testudines, foi possivel descrever nova espécie de Haemogregarina.

e A analise pelas técnicas morfologicas e morfométricas, dos gametocitos
intraeritrociticos e extraeritrociticos, foi eficiente em identificar a espécie Hepatozoon
caimani em crocodilianos.

e Verificou-se diversidade morfoldgica e morfométrica de gametocitos de Hepatozoon
spp. em serpentes.

o As espécies Hepatozoon cevapii e Hepatozoon musa foram identificadas em serpentes
através da PCR.

e Animais em ambiente de vida livre sdo mais acometidos por hemoparasitos que
animais cativos;

e O sexo dos répteis ndo influenciou na parasitose, entretanto a faixa etdria em
crocodilianos esta relacionada com a positividade para esses parasitos;

e Ser peconhenta influenciou na positividade em serpentes;

e A utilizagdo conjunta das técnicas morfologicas, morfométricas e moleculares

mostraram-se eficientes no diagnostico de hemogregarinas em répteis.
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Anexo 5: Pesagem e medig@o dos crocodilianos da espécie Caiman crocodilus de vida livre e

cativeiro para enquadramento da idade segundo Velasco et al. (2013).

| Identificaciio | Peso | Cabega | Cranio | Cranio-cloaca | Total | Idade
Vida livre
1 TO1 50kg | 28cm | 11,5cm 1,20m 2,02m Adulto
2 T02 50kg | 25cm | llcm 1,12cm 2m Adulto
3 TO3 300g | 6,5cm | 3,5cm 22cm 43cm Jovem
4 T04 2,5kg | 11,2cm | 53cm 43,5cm 86,5cm Adulto
5 TOS 3kg 12cm 6cm 46,5cm 86,5cm Adulto
6 TO06 O9kg | 16,4cm | 7 2cm 67cm 1,20m Adulto
7 TO7 22 5kg | 21, 7cm | 9cm 90,5cm 1,69m Adulto
8 TO8 12kg | 18cm 8cm 72,5cm 1,40m Adulto
9 TO9 13kg | 19cm 8cm 77,5cm 1,49m Adulto
10 T10 300g | 7,8cm | 3,7cm 26,2cm 53,5cm | Jovem-Adulto
11 TI11 100g 7cm 3,8cm 24, 5cm 50cm Jovem
12 T12 100g 6cm 3,3cm 22.2cm 44 8cm Jovem
13 T13 150¢g 6cm 3,5¢cm 22.2cm 44 3cm Jovem
14 T14 100g | 5,5cm | 3.3cm 19¢cm 38,3cm Jovem
15 T15 100g 6cm 3,5¢cm 21,5cm 49¢m Jovem
16 T16 700g | 8,2cm | 4,5cm 30cm 60cm | Jovem-Adulto
17 T17 lkg 9.5cm | 55cm 34, 5cm 69cm | Jovem-Adulto
18 T18 9.5kg | 17cm | 7,5¢cm 70cm 1,33m Adulto
19 T19 100g | 6,5cm 4cm 22.,5cm 43,5¢cm Jovem
20 T20 50g 28cm | 12cm 1,22m 2m Adulto
21 121 700g 8&cm | 4,5cm 29cm 59cm | Jovem-adulto
22 T22 100g | 5,5cm 3cm 18,5cm 36,5¢cm Jovem
23 T23 35kg | 24,5cm | 10cm 1,0lm 1,78m Adulto
24 JTO1 4kg 13cm 6cm 32cm 45cm Jovem
25 JTO2 7,1kg | 15,5¢cm | 6,5¢m 61lcm 79cm | Jovem-Adulto
26 JTO03 8kg 15¢cm 7cm 62cm 79cm | Jovem-Adulto
27 JTO4 12,5kg | 18cm 8cm 71cm 85cm Adulto
28 JTOS 45kg | 12cm | 55cm 50cm 63cm | Jovem-Adulto
29 JTO6 2,5kg | 1lcm S5cm 40cm 59cm | Jovem-Adulto
30 JTO7 8kg 16cm 7cm 61lcm 77cm | Jovem-Adulto
31 JTO8 <50kg | 27cm | llcm 115cm 1,35m Adulto
32 JTO9 27kg | 23cm 9cm 94cm 1,15m Adulto
33 JT10 275kg | 24cm 10cm 97cm 1,2m Adulto
34 JT11 12, 5kg | 20cm 8cm 78cm 1,03m Adulto
35 JT12 26kg | 23cm 9cm 34cm I,lm Adulto
36 JT13 24kg | 23cm | 9,5cm 94cm 1,38m Adulto
37 JT14 20kg | 22cm 9cm 86cm 1,35m Adulto
38 JT15 31,5kg | 23cm 10cm Im 1,50m Adulto
39 JT16 21kg | 20cm | 8,5cm 86cm 1,29m Adulto
40 JT17 <50kg | 29c¢cm | 12cm 115cm 1,60m Adulto
Cativeiro
41 TOla 51kg | 23cm | 9.5cm 1,18m 2m Adulto
42 T02a 49kg | 25cm 10cm 1,09m 1,95m Adulto




43 T03a 42kg 18cm | 9,5¢cm Im 1,78m Adulto
44 TO04a 300g | 7,8cm | 3,7cm 26,2cm 53,5cm | Jovem-Adulto
45 TO05a 100g 7cm 3,8cm 24, 5cm 50cm Jovem
46 T06a 9kg | 154cm | 7cm 63cm 1,20m Adulto
47 TO07a 22 5kg | 21, 7cm | 9cm 90,5cm 1,69m Adulto
48 TO8a 12kg | 18cm 8cm 72,5cm 1,40m Adulto
49 T0% 13kg | 19cm 8cm 77,5cm 1,49m Adulto
50 T10a 100g | 5,5cm | 3.3cm 19¢cm 38,3cm Jovem
51 Tlla 100g 7cm 3,8cm 24, 5cm 50cm Jovem
52 T12a 50kg | 15cm 7cm 90cm 1,73m Adulto
53 T13a 39kg | 18cm 8cm 1,45m 1,60m Adulto
54 T14a 100g | 5,5cm | 3.3cm 19¢cm 38,3cm Jovem
55 T15a 100g | 18cm 6cm 90cm 1,49m Adulto
56 T16a 44kg | 20cm | 9,5¢cm 1,Im 1,88m Adulto
57 T17a 9,5%kg | 17cm | 17cm 70cm 1,33m Adulto
58 T18a 10,5kg | 19cm 19cm 77cm 1,43m Adulto




Anexo 6: Informagdes gerais sobre os répteis positivos para os géneros Hepatozoon e Haemogregarina.

Identificacio Espécie Nome popular Sexo/Idade Procedéncia Local
Crocodilianos
1 TO2 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
2 TO3 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Indefinido/Jovem Vida livre MT
3 T04 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Vida livre MT
4 TOS Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Vida livre MT
5 TO6 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
6 TO7 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
7 TO8 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
8 TO9 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
9 T13 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Indefinido/Jovem Vida livre MT
10 | T17 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
11 | TI8 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
12 | T20 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
13 | T21 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Indefinido/Jovem-adulto | Vida livre MT
14 | T22 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Indefinido/Jovem Vida livre MT
15 | JTOl Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem Vida livre MT
16 |JTO2 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
17 | JTO3 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
18 | JTO4 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
19 | JTOS Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
20 | JTO6 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
21 |JTO7 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Vida livre MT
22 | JTO8 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
23 | JTO9 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
24 |JT10 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
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25 |JT11 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
26 |JT12 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
27 |JT13 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
28 |JT14 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
29 |JTIS Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
30 |JT16 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
31 |JT17 Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Vida livre MT
32 | TOla Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Adulto Cativeiro Lapas MG
33 | TO2a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Jovem Cativeiro Lapas MG
34 | TO7a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
35 | TO8a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
36 | Tl0a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
37 |Tlla Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
38 | Tl5a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
39 | Tl6a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Fémea/Adulto Cativeiro Lapas MG
40 | Tl7a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem Cativeiro Lapas MG
41 | T18a Caiman crocodilus Jacaré-tinga Macho/Jovem-Adulto Cativeiro Lapas MG
Testudines
42 | TRO1 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
43 | TRO2 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Jovem Vida livre GO
44 | TRO3 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
45 | TRO4 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Jovem Vida livre GO
46 | TROS Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Jovem Vida livre GO
47 | TRO6 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
48 | TRO7 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
49 | TRO8 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
50 | TRO9 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
51 | TR10 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
52 | TR11 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
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53 | TR12 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
54 | TR13 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
55 | TR14 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
56 | TRI15 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
57 | TR16 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
58 | TR17 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
59 | TRI8 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Vida livre GO
60 | Tr01 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
61 | Tr02 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Filhote Vida livre GO
62 | Tr03 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Jovem Vida livre GO
63 | Tr04 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Filhote Vida livre GO
64 | Tr05 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Filhote Vida livre GO
65 | Tr06 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Jovem Vida livre GO
66 | Tr07 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Jovem Vida livre GO
67 | Tr0O8 Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Jovem Vida livre GO
68 | Tr09 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
69 | Trl0 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
70 | Trll Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
71 | Tr01 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
72 | Tr02 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Filhote Vida livre GO
73 | Trl3 Podocnemis expansa Tartaruga da Amazonia | Fémea/Adulta Vida livre GO
74 | Trl4 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Vida livre GO
75 | T19 Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Cativeiro Lapas MG
76 | T20b Podocnemis unifilis Tracaja Fémea/Adulta Cativeiro Lapas MG
77 | T24b Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Cativeiro Lapas MG
78 | T33b Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Cativeiro Lapas MG
79 | T34b Podocnemis unifilis Tracaja Macho/Adulto Cativeiro Lapas MG
Serpentes
80 [S16 | Boa constrictor | Jiboia | Macho/Adulto | Cativeiro Lapas | MG
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81 | Ca5 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Cativeiro Funed MG
82 | Cab Bothrops moojeni Caigaca Fémea/Adulta Cativeiro Funed | MG
83 | Ca9 Bothrops moojeni Caigaca Fémea/Adulta Cativeiro Funed | MG
84 | Call Bothrops alternatus Urutu Fémea/Adulta Cativeiro Funed | MG
85 | VL4 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
86 | VL5 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
87 | VLo Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
88 | VL9 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
89 | VLI10 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
90 | VL22 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
91 | VL24 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
92 | VL25 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
93 | VL26 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
94 | VL27 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
95 | VL29 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
96 | VL31 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
97 | VL32 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
98 | VL33 Crotalus durissus Cascavel Macho/Adulto Vida livre Funed | MG
99 | VL38 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
100 | VL39 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
101 | VL40 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
102 | VL41 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
103 | VL44 Crotalus durissus Cascavel Fémea/Adulta Vida livre Funed | MG
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