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RESUMO

Declinios populacionais sdo registrados em espécies de anfibios por todo o
mundo hé& décadas, ocorrendo com maior severidade do que em outros vertebrados.
Entre outras causas, podem ser observados apds o surgimento de doencas. No Brasil,
dados a respeito destes declinios sdo bastante escassos devido a diversas razdes, como a
falta de conhecimento a respeito da biologia dos animais nativos e a grande diversidade
de espécies. Uma das medidas para a conservacdo destes animais é a expansao das
pesquisas a respeito de suas doen¢as. Em uma comunidade estavel, parasitos possuem a
tendéncia de ndo causar enfermidades, no entanto, desequilibrios podem alterar esse
quadro. Até o presente momento, estudos a respeito dos parasitos sanguineos e
intradérmicos de anfibios ndo haviam sido realizados no sul do Brasil e ndo havia
registros de levantamentos hematoldgicos de anuros da familia Leptodactylidae.
Baseado nisso, foram coletadas amostras para analises hematoldgicas, incluindo
pesquisa por hemoparasitos, bem como inspecdo e coleta de parasitos intradérmicos em
individuos da espécie Leptodactylus latrans em areas com diferentes niveis de impacto
da mesorregido metropolitana de Porto Alegre. No hemograma foi observado que as
células sanguineas destes animais sd&o menores do que as encontradas em diversos
anfibios ja estudados. Ao comparar os dados, animais com parasitos sanguineos
intracelulares apresentaram menor volume corpuscular médio (VCM), podendo indicar
uma regeneracdo eritrocitaria. Por outro lado, individuos parasitados por acaros
possuiam uma maior quantidade de mondcitos e neutréfilos circulantes, demonstrando
que houve uma reacdo do hospedeiro frente a infestacdo. Nos animais deste estudo
também foi observada uma elevada ocorréncia de hemoparasitos, posicionados em
diversos taxons, com distribuicdo relacionada a area de coleta. Aléem disso, somente 0s
anfibios coletados em locais de acentuado e moderado impacto possuiam &caros
parasitando sua derme. Estes dados podem auxiliar a compreenséo do tema, bem como
guiar futuros estudos a respeito da fauna parasitaria, hematologia e conservacdo de
anfibios.

Palavras-chave: anfibios, hematologia, hemoparasitos, parasitos intradérmicos,

patologia clinica.



ABSTRACT

Declines in amphibian populations have been recorded all over the world for
decades, occurring more severely than in another vertebrates. Among several causes, it
can happen after the appearance of diseases. In Brazil, these data are very scarce due
to several reasons, such as the lack of knowledge about the biology of native animals
and the great diversity of species. One of the measures for the conservation of these
animals is the expansion of research on their diseases. In a stable community, parasites
tend to not cause disease, however, imbalances can change this picture. Until this
moment, studies on blood and intradermal parasites of amphibians have not been
recorded in southern Brazil and there were no data of hematological surveys of anurans
of the Leptodactylidae family. Based on this, sample were collected for hematological
analyzes, including research for hemoparasites, as well as inpection and collection of
intradermal parasites in individuals of Leptodactylus latrans in areas with different
impact levels of the metropolitan mesoregion of Porto Alegre, southern Brazil. On the
hemogram, it was observed that the blood cells of these animals seems to be the
smallest among several amphibians studied. When comparing the data, animals with
intracellular blood parasites showed a lower mean corpuscular volume (MCV), which
may indicate erythrocyte regeneration. On the other hand, mite-parasitized animals had
a greater amount of monocytes and neutrophils, demonstrating that there’s a reaction
to infestations by the host. In the animals of this study was also observed a higher
frequency of hemoparasites of several taxa, with distribution related to the loading spot.
In addition, only amphibians collected in places with marked and moderated impact
had mites parasitizing their skin. These data may help to understand and guide future
studies on parasitic fauna, hematology and amphibian conservation.

Key-words: amphibia, clinical pathology, hematology, hematology,
hemoparasites, intradermal parasites.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 1980 sdo registrados declinios populacionais de anfibios em
todo o mundo (SILVANO; SEGALLA, 2005). Atualmente estes animais sdo
considerados como mais ameagados que aves € mamiferos, uma vez que mais de um
terco de suas espécies passam por processos severos de reducdo da populagdo ou até
mesmo extingdo (STUART et al.,, 2004; IUCN, 2019). Existem dois fatores
considerados como principais responsaveis, sendo estes a perda de habitat, que causa
uma contracdo gradual e fragmentagdo de populagdes, e a quitridiomicose, doenca
fangica recentemente descoberta responsavel por uma elevada mortalidade em diversas
especies de anfibios. Outros fatores incluem as mudancas climaticas, radiacdo UV-B,
contaminantes ambientais, areas restritas de distribuicdo, caca predatdria, introducéo de
espécies exoticas e doencas, além dos declinios enigmaticos (STUART et al., 2004;
YOUNG et al., 2005; BEEBEE; GRIFFITHS, 2005). E estimado que centenas de
espéecies de anfibios tornem-se extintas nas proximas décadas caso ndo ocorra uma
rapida compreensao e reversdo dessas causas (STUART et al., 2004).

Estes declinios populacionais exibem certos padrées taxondmicos, bem como
regionais. A familia Leptodactylidae, tipica da regido neotropical, € uma das quatro
familias que apresentaram declinio populacional significantemente mais rapido quando
comparadas com outros anfibios (STUART et al., 2004). Um representante desta
familia no Rio Grande do Sul é a ra-crioula, Leptodactylus latrans (syn. Leptodactylus
ocellatus), a maior rd do estado, com uma ampla distribuicdo na América do Sul ao leste
dos Andes (BORGES-MARTINS et al., 2007; LAVILLA et al., 2010; FROST, 2019).

No Brasil existem poucos dados a respeito de declinios populacionais em
anfibios, principalmente devido a falta de conhecimento a respeito da biologia desses
animais e estudos de monitoramento em longo prazo (SILVANO; SEGALLA, 2005).
Entre diversas medidas para a conservacao de anfibios na América, Young et al. (2005)
sugeriram a ampliacdo de pesquisas a respeito das doencas e possiveis contaminantes
desses animais, além de expandir seu monitoramento.

Em uma comunidade estavel, parasitos e seus hospedeiros tem a oportunidade de
evoluir em conjunto, resultando em uma relagédo pouco patogénica em animais sadios.
Entretanto, na presenca de distirbios, como destruicdo do habitat, efeitos patogénicos
podem se tornar aparentes, resultando em uma desestabilizacdo da populacdo de

hospedeiros e, consequentemente, na teia alimentar. Alguns parasitos aparentam ser
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bastante sensiveis as mudangas ambientais, enquanto outros demonstram mais
resisténcia que os préprios hospedeiros, podendo crescer em nimero em situacoes
criticas relacionadas a poluicdo (COMBES, 1996; MACKENZIE, 1999).

Protozoarios apicomplexas, flagelados e microfilarias sdo capazes de parasitar o
sangue de anfibios (REICHENBACH-KLINKE; ELKAN, 1965; ARIKAN; CICEK,
2014). Estudos a respeito dos hemoparasitos desses animais sdo raros ha América do
Sul, com relatos na Argentina (ATTADEMO et al., 2011), Costa Rica (DESSER, 2001;
MCKENZIE; STARKS, 2008) e Colémbia (CARVAJAL; RUBIO, 1984). No Brasil,
sd0 restritos as regides Sudeste e Centro-Oeste (COSTA,; PEREIRA, 1971; FERREIRA
et al, 2007; LEMOS et al., 2008; LEAL et al.,, 2009). Até o presente momento e
conhecimento do autor, ndo havia dados sobre a regido sul do pais.

Entre os parasitos da derme de anfibios, destaca-se o género Hannemania,
composto por acaros de pelo menos 24 espécies descritas no continente americano e
Oceania. Esses animais sdo observados parasitando a derme de anfibios durante a fase
larval, enquanto suas ninfas e adultos sdo encontrados em vida-livre (ALZUET,;
MAURI, 1987; SILVA-DE LA FUENTE, 2016). Embora o género ja possua descri¢cdo
em L. latrans (ALZUET; MAURI, 1987), seu impacto sobre a fisiologia do hospedeiro
é pouco compreendido.

Anfibios também podem atuar como bioindicadores e sua hematologia parece
estar diretamente ligada a condi¢des ambientais (WELSH; OLLIVIER, 1998; ZHELEV
et al., 2015). Embora poucas espécies possuam seus parametros hematologicos
descritos, a avaliacdo hematoldgica destes animais pode ser valiosa (WRIGHT, 2001;
ALLENDER; FRY, 2008). Na familia Leptodactylidae estes estudos sdo restritos ao
diferencial leucocitario e morfologia celular (ATTADEMO et al., 2011; RODRIGUES
etal., 2017; FANALI et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

Avaliacdo hematoldgica e pesquisa por parasitos intradérmicos e sanguineos em
anfibios anuros da espécie Leptodactylus latrans coletados em locais com diferentes
niveis de impacto na mesorregido metropolitana de Porto Alegre.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os artigos cientificos a seguir foram formatados com a finalidade de submisséo
a revista Journal of Wildlife Diseases, com excessdo do idioma, que serd traduzido ao
inglés posteriormente. As figuras e tabelas foram inseridas em meio ao texto a fim de

facilitar a visualizagéo do leitor, sendo realocadas no momento da submissao.

3.1 Artigo 1

Parasitos sanguineos e acaros trombidiformes em Leptodactylus latrans de vida

livre da mesorregido metropolitana de Porto Alegre, Brasil

Blood parasites and chiggers in free-living Leptodactylus latrans of the metropolitan

mesoregion of Porto Alegre, Brazil

Lina Crespo Bilhalva **°, Patrick Colombo ?, Arlei Marcili *, Stella de Faria Valle 2,

Jodo Fabio Soares !

'Laboratério de Protozoologia, Departamento de Patologia Clinica Veterinaria
(Protozoovet), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Bento Gongalves
Ave 9090, Porto Alegre, 90540-000, Rio Grande do Sul, Brazil.

Fundagdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul (FZB-RS). Salvador Franca St 1427,
Porto Alegre, 90690-000, Rio Grande do Sul, Brazil.

3Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias, Departamento de Patologia Clinica
Veterinaria (LACVet), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Bento
Gongalves Ave 9090, Porto Alegre, 90540-000, Rio Grande do Sul, Brazil
*Departamento de Medicina Veterinaria Preventida e Salde Animal, Faculdade de
Medicida Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Prof. Dr. Orlando
Marques de Paiva St 87, Sdo Paulo, 05509-270, Séo Paulo, Brasil

>Autor correspondente (email: li.na@msn.com).

RESUMO
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Anfibos representam uma grande proporcao da biomassa de vertebrados, que ao
ser reduzida pode gerar efeitos imprevisiveis em outras espécies. Declinios
populacionais desses animais vém sendo atribuidos a diversas causas, como a
ocorréncia de doencas infecciosas. Uma das familias de anuros com declinio mais
acentuado € a Leptodactylidae, que possui a espécie Leptodactylus latrans como
representante, considerada a maior ra do Rio Grande do Sul. O objetivo do trabalho foi
relatar a ocorréncia de hemoparasitos, detectados através de cultura para
tripanossomideos, visualizacdo no esfregago sanguineo e técnicas de biologia
molecular, e &caros trombidiformes acometendo estes animais na mesorregido
metropolitana de Porto Alegre. Foi observada uma ocorréncia de hemoparasitos
superior a diversos outros trabalhos, com distribui¢Ges diretamente relacionadas a area
estudada e riqueza de espécies correlacionado com o CRC (comprimento rostro-cloacal)
dos animais. A presenca de &caros entre os animais também foi associada com o local
da coleta dos animais ao ocorrer somente em &areas moderadamente e acentuadamente
impactadas. Estes resultados constituem os primeiros registros de distribuicdo destes
parasitos em L. latrans da regido.

Palavras-chave: anfibios, Hannemania, hemoparasitos, Trypanosoma

INTRODUCAO

Anuros representam a mais diversa ordem de anfibios, com uma reconhecida
importancia na biodiversidade e conservacdo. Em regibes tropicais e temperadas
anfibios participam de uma grande proporcdo na biomassa de vertebrados, que, quando
reduzida, poderia causar efeitos imprevisiveis na populacdo de outras espécies (Daszak
et al. 1999). Declinios populacionais destes animais sdo registrados ha décadas, porém,
enquanto alguns podem ser claramente atribuidos a perda de habitat, outros vém sendo
associados a introducdo de predadores, competidores, aumento na radiacao ultravioleta,
chuva &cida, mudancas climaticas, poluicdo ambiental e doencas infecciosas (Daszak et
al. 1999; Silvano and Segalla 2005).

Aprofundar o conhecimento a respeito das diversas relagbes troficas em
comunidades tropicais é essencial para o desenvolvimento de estratégias de conservagdo
bem-sucedidas (Solé et al. 2009). Entretanto, ainda sdo escassos estudos sobre as
interacdes de anfibios com os diferentes niveis tréficos, como o parasitismo (D’Bastiani
et al. 2018).
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Em um estudo de Stuart et al. (2004), uma das familias de anfibios que
apresentou declinio significantemente mais rapido foi a Leptodactylidae, tipica da
regido neotropical. Nela encontra-se a ra-crioula, Leptodactylus latrans, a qual possui 0
titulo de maior rd do Rio Grande do Sul, com uma ampla distribuicdo na América do
Sul ao leste dos Andes (Borges-Martins et al. 2007; Frost 2019). Essa espécie é
caracterizada por ser um anfibio de grande porte com habitos noturnos e alimentagao
generalista, podendo ser encontrada em lagoas, rios e lagos, em areas naturais e também
em locais fortemente impactados pelo homem (Maneyro et al. 2004; Solé et al. 2009). A
exposi¢do a ambientes aquaticos e terricolas leva a um maior contato com ectoparasitos
hematdfagos, como sanguessugas e dipteros, 0s quais podem servir como vetores de
diversos parasitos sanguineos (Barta et al. 1989), além de predispor a infestacdo por
acaros trombidiformes (Rankin 1937).

O presente estudo tem como objetivo relatar a ocorréncia de hemoparasitos e
acaros trombidiformes em anfibios de vida livre da espécie L. latrans na mesorregiao
metropolitana de Porto Alegre. Até o presente momento, ndo havia informacdo a

respeito dos parasitos sanguineos de anfibios do sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

Durante 0 ano de 2018, individuos de L. latrans foram identificados e
capturados por busca ativa em cinco pontos de coleta (Figura 1), localizados em areas
com diferentes niveis de impacto, definidos como pouco, médio ou acentuado. As areas
pouco impactadas (Pl) se caracterizavam por vegetacdo do tipo Mata Atlantica,
discretamente antropizadas (29°30'45.7"S 50°06'36.2"0 e 29°31'00.7"S 50°05'12.4"0).
Campo de producdo agropecudria e &rea suburbana foram caracterizados como
moderadamente impactados (MI) (30°4'9.04"S 50°52'41.20"0O e 30°13'32.5"S
51°03'05.6"0). Quando intensamente antropizado, em efluentes sanitarios de area
urbana, classificou-se como acentuadamente impactado (Al) (29°50'46.9"S
50°30'47.5"0). Durante a manipulacdo dos animais foi medido o comprimento rostro-
cloacal (CRC) e coletado sangue por puncédo da veia femoral, com o acondicionamento
das amostras em trés frascos: um tubo contendo meio especifico para cultura de
tripanossomas, um tubo contendo heparina litica (Microtainer, BD, Franklin Lakes,

Nova Jersey, EUA) e, quando possivel, outro tubo contendo EDTA-K, (Microtainer,
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BD, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA). Na presenca de parasitos intradérmicos,
procedeu-se a contagem de individuos, coleta por raspagem com bisturi estéril e
armazenamento em alcool 70°GL. As amostras foram destinadas ao Laboratorio de
Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais (ProtozooVet) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) para processamento. Os procedimentos foram realizados
conforme aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS
registrado sob numero 33987 e autorizados pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA)
e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) sob nimero
60906-1 no Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO).

Santa Catarina

Rio Grande do Sul

O Pouco Impactado
O Moderadamente Impactado

. Acentuadamente Impactado
. o
:] Regiao metropolitana =

[ ] vimite de estados

) I
-53 -52 -51 -50 -49

Figura 1. Mapa da mesorregido metropolitana de Porto Alegre com 0s pontos nos quais
foram realizadas as coletas dos animais.

Pesquisa por hemoparasitos em lamina
As extensdes sanguineas confeccionadas foram fixadas e coradas, primeiramente
com Wright-Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e posteriormente com

Pandtico R&pido® (Newprov, Pinhais, Parana, Brasil), para facilitar a visualizagdo. A
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avaliacdo microscopica foi realizada sempre pelo mesmo operador em aumentos de
100x, 400x e 1000x, em que foram procuradas alteraces morfoldgicas compativeis

com hemoparasitos extracelulares e intracelulares aléem de inclusdes virais e bacterianas.

Cultura para tripanossomas

Foram inoculadas aproximadamente trés gotas de sangue total recém coletado
em tubo com meio bifasico constituido por uma fase sélida BAB (blood agar base) com
10% de sangue de coelho, e uma fase liquida de meio LIT (liver infusion tryptose) com
soro fetal bovino e antibidticos. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente até
seu envio ao laboratério para processamento, onde permaneceram em estufa DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) a 28°C. Apoés dez dias, uma pequena fracdo deste
meio foi posicionada sob ldamina e laminula, onde foi analisada em microscopio optico a
presenca de tripanossomatideos (Marcili et al. 2013). Novas avaliacbes ocorreram a
cada sete dias, até cumprir o protocolo de 30 dias de andlise para a determinacdo de

amostra negativa.

Extracdo de DNA

Foi realizada extracdo de DNA de 17 amostras de sangue armazenadas em tubos
contendo EDTA-K; e 23 amostras armazenadas em heparina, através de kit comercial
(Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. Essas amostras foram mantidas congeladas a -20°C até a

realizacdo do PCR.

Desenho de primers

Sequéncias do gene 18S dos filarideos Dirofilaria immitis, Onchocerca
cervipedis, Dipetalonema sp., Spirocerca lupi, Wuchereria bancrofti e do anuro Scinax
elaeochroa (catalogados no GenBank sob cddigos AF182647.1, KT031393.1,
DQ531723.1, MG957121.1, AY843438.1 e EF376113.1 respectivamente) foram
alinhadas utilizando-se o programa Clustal W (Thompson et al. 1994) com auxilio do
software BioEdit. Desta forma, foi possivel selecionar duas regides polimorficas entre
as sequéncias dos filarideos e do anuro, porém conservada entre os helmintos. As
sequéncias resultantes foram submetidas a analise no programa OligoAnalyzer 3.1 IDT,
o qual verificou a probabilidade de formacdo de hair-pin e dimeros de primer. Desta
forma, resultaram as sequéncias senso FilF (5 GAC CGT TCT CTT TGA GGC C 3”) e
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consenso FilR (5 TTT GTA GGC TAG AGT CTC GCT C 3’), capazes de gerar um

fragmento de aproximadamente 900 pb.

Ensaios de PCR e eletroforese

Os primers FilF e FilR foram utilizados a fim de amplificar a regido 18S SSU de
representantes da superfamilia Filarioidea. A reagdo foi realizada adicionando 2,5 pL de
DNA extraido, 2,5 puL de Buffer (200 mM Tris pH 8,4, 500 mM KCI, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), 0,8 puL de MgCl, (50mM
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), 0,15 pL de Taq
Polimerase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), 4,0 pL
de dNTP (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), 1,3 uL de
cada primer a 10 nmol e 12,45 pL de agua Milli-Q totalizando um volume de 25 L.
Para cada reacdo foi utilizado um controle negativo (dgua Milli-Q) e um positivo
(amostra de Dirofilaria immitis proveniente de um cdo).

As condicdes para o PCR foram: desnaturacédo inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida por 38 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1,5 minuto a 56°C e 2 minutos a 72°C. A
extensdo final ocorreu a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% com o auxilio de corante Safer

(Kasvi, Sdo José dos Pinais, Parana, Brasil).

Purificacdo e sequenciamento

O produto de PCR amplificado foi purificado (Purelink, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA) e enviado para sequenciamento
automatico tipo Sanger. A qualidade das sequéncias obtidas foi analisada com os
softwares Finch TV® e Embrapa® Eletropherogram. A sequéncia consenso foi
submetidas a andlise de Blast (Altschul et al. 1990) para verificacdo de similaridade
com sequéncias depositadas no GenBank e confirmagdo da identidade do agente

encontrado.

Analises estatisticas

A quantidade de parasitos intradérmicos foi analisada entre as diferentes
estacbes do ano (verdo, outono e inverno) e, juntamente com a riqueza de
hemoparasitos, avaliados em relacdo aos locais de coleta, os quais foram testados por

analise de variancia multivariada (MANOVA) via testes de aleatorizacdo através do
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software Multiv 3.55b (DePatta-Pillar 1997). A medida de semelhanca para as analises
foi o indice de Jaccard e 10000 randomizacdes. Também foi realizada correlacédo entre a
riqueza de especies de hemoparasitos e CRC nas diferentes areas através do Teste de
Correlacdo de Pearson com o software PAST 3 (Hammer et al. 2001). O nivel de
significancia utilizado como valor critério para a rejeicdo da hipdtese nula foi 5%
(p<0,05).

Imagens e mensuragoes

As laminas de esfregaco sanguineo foram visualizadas em microscopio 6ptico
AxioScope Al (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha), o qual continha
uma camera Axiocam 105 (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wurttemberg, Alemanha) que
destinava as imagens ao software Zen 2.3 (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg,
Alemanha). Neste programa foi possivel realizar a mensuragdo, quando bem
delimitadas, das estruturas visualizadas, bem como a obtencdo das imagens em escala

assinalada.

RESULTADOS

No total, 40 individuos foram coletados, 11 na &rea PI, 11 na Ml e 18 na Al. Nas
trés areas foram realizadas coletas ao longo do verdo, entretanto, na Al também ocorreu
durante os meses de outono (n=5) e inverno (n=6). Estes grupos possuiram riquezas
hemoparasitarias médias similares, entretanto, foram estatisticamente diferentes quanto
a distribuicdo dos tadxons e morfotipos de parasitos (p=0,0001), os quais foram
agrupados em grafico de barras (Figura 2). Somente na area Al verificou-se correlacdo

entre a riqueza de hemoparasitos e 0 CRC dos anfibios coletados (p=0,007).
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Figura 2. Grafico de barras demonstrando o percentual de individuos infectados por
tdxon ou morfotipo de hemoparasito de acordo com o local de coleta. Al: &rea
acentuadamente impactada; MI: areas moderadamente impactadas; Pl: areas pouco
impactadas.

Foram observadas estruturas compativeis com protozoarios, bactérias ou
inclusdes virais em amostras sanguineas de 92,5% (37/40) dos anfibios avaliados. Essas
estruturas foram classificadas como hemogregarina “A”, hemogregarina “B”,
hemogregarina “C”, Dactylosoma spp., Lankesterella spp., Aegyptianella spp.,
corpusculo do virus eritrocitario de anfibios (FEV), hemoparasito intraleucocitario nao-
identificado, Trypanosoma spp. “A”, Trypanosoma spp. “B”, Trypanosoma spp. “C”,
Trypanosoma spp. “D”, Trypanosoma spp. “E” e microfilaria.

Hemogregarinas foram observadas no interior de eritrocitos de 67,5% (27/40)
dos animais. Hemogregarina “A” (Figura 3A) estava presente em 35% (14/40) das
amostras, possuia nucleo redondo basofilico e citoplasma claro com granulagdes
eosinofilicas. Podia ser encontrada em formato alongado medindo aproximadamente
8,36 um por 3,38 um, com nucleo de 1,76 um de didmetro (n=15) e em formas
arredondadas de 6,67 um por 3,96 pum, com nucleo de 1,48 um de diametro (n=6),
sendo mais frequente na &rea Al. Hemogregarina “B” (Figura 3B) foi observada em
22,5% (9/40) das amostras, como uma estrutura de citoplasma claro em formato
alongado a oval medindo em média 7,93 um por 2,45 um (n=12) e ndcleo discretamente
eosinofilico e pouco delimitado, mais frequente nas areas Pl. Hemogregarina “C”

(Figura 3C) esteve presente somente em amostras coletadas de animais das areas Ml,
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totalizando 10% (4/40) dos individuos do estudo. Este foi 0 maior parasito intracelular
observado, o qual possuia um formato alongado com extremidades arredondadas,
citoplasma basofilico e ndcleo em formato ndo delimitado, medindo aproximadamente
13,99 pm por 5,47 um (n=5). Em algumas situa¢Ges causava modificagdes no formato
da célula hospedeira, ao gerar um deslocamento do ndcleo eritrocitario para um dos
polos. Este protozoario também pode ser encontrado livre (Figura 3D) na amostra,
assumindo citoplasma mais escuro. Dactylosoma foi a Unica hemogregarina capaz de
identificacdo morfoldgica em nivel de género. Este protozoario foi detectado em 30%
(12/40) das amostras, coletadas em sua maioria nas areas Pl, em dois estigios de
merogonia, como merozoitos, menores e alongados, com um nucleo lateral e como
merontes (Figura 3E-F), maiores e em formato arredondado ou fan-like com varios
merozoitos no interior.

Compondo um dos hemoparasitos mais frequentes, Lankesterella spp. pode ser
observada em 45% (18/40) das amostras, em todas as dareas coletadas, sendo
visualizados como esporozoitos com corpos refringentes dentro de eritrocitos (Figura
3G) e, eventualmente, livres (Figura 3H). Nas amostras analisadas, costumava manter
um formato alongado, levemente flexionado e com extremidades afiladas, medindo
aproximadamente 7,44 um por 2,55 um (n=15), com citoplasma azul palido e pequeno
nacleo centralizado.

Um hemoparasito ndo identificado foi encontrado em 15% (6/40) amostras,
parasitando leucdcitos (Figura 31) da série granulocitica (neutrofilos e eosinofilos) e
linfocitos. Possuia formato alongado a oval com aproximadamente 6,67 pum por 4,18
um (n=5), citoplasma palido e nucleo discretamente eosinofilico. Nao foi possivel a
determinacdo de um taxon mais especifico para este parasito com base apenas em

morfologia.
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Figura 3. Hemoparasitos intracelulares encontrados em L. latrans. A: hemogregarina
“A”; B: hemogregarina “B”; C: hemogregarina “C” no interior de eritrocito; D:
hemogregarina “C” livre; E: meronte de Dactylosoma spp.; F: meronte de Dactylosoma
spp.; G: esporozoito de Lankesterella spp. no interior de eritrécito; H: esporozoito de
Lankesterella spp. livre; I: hemoparasito ndo identificado no interior de neutrdfilo.
Imagens em escala de 10 um. Corantes Wright-Giemsa e Pan6tico Rapido®. Aumento
de 1000x.

Microfilarias (Figura 4A) foram observadas em 42,5% (17/40) das amostras,
principalmente aquelas coletadas da area Al, possuindo medidas aproximadas de 98,76
pum por 6,1 um (n=15), compondo o terceiro hemoparasito mais frequente. No PCR, 15
das 17 amostras positivas no esfregaco sanguineo obtiveram amplificacdo de banda.
Ambas amostras que resultaram em falso negativo foram extraidas de sangue coletado
em heparina. A amostra enviada para sequenciamento foi coletada na area Al e gerou
um fragmento consenso de 643 pb com 95,96% de identidade com sequéncias de
Setaria  digitata (DQO094175.1), Onchocerca cervicalis (DQ094174.1) e
Acanthocheilonema viteae (DQ094171.1).
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Em 75% (30/40) das amostras analisadas foram detectados tripanossomas, sendo
0 hemoparasito com maior ocorréncia no estudo. Entre estas amostras, somente sete
foram positivas na hemocultura, embora ndo tenha sido possivel realizar o isolamento
do agente em nenhuma destas devido a inviabilidade do parasito no meio. Devido a
dificuldade na classificacdo em nivel de espécie com base somente na morfologia
presente no hospedeiro, o género foi subdividido em cinco diferentes morfotipos.
Trypanosoma spp. “A” (Figura 4B) foi o mais frequente entre os tripanossomas,
ocorrendo em 52,5% (21/40) das amostras, principalmente nas areas Pl. Possuia um
curto flagelo, pouco visivel, e formato arredondado, com aproximadamente 32,8 um de
diametro e ndcleo com 3,95 um de diametro (n=10), justaposto ao cinetoplasto,
compondo o maior parasito do género observado neste estudo. Trypanosoma spp. “B”
(Figura 4C) estava presente em 22,5% (9/40) das amostras. Possuia formato
arredondado, semelhante ao morfotipo A, porém menor, com aproximadamente 22,71
pum de diametro celular e 4,29 um de diametro (n=8) do nucleo. Trypanosoma spp. “C”
(Figura 4D) possuia formato filiforme, membrana ondulante bastante desenvolvida e um
longo flagelo, com cinetoplasto na extremidade oposta, observada principalmente em
amostras das areas PI. Este foi o0 morfotipo de tripanossoma mais incomum, encontrado
em somente 7,5% (3/40) dos individuos estudados. Trypanosoma spp. “D” (Figura 4E)
e Trypanosoma spp. “E” (Figura 4F) foram encontrados em 15% (6/40) e 25% (10/40)
das amostras, majoritariamente em areas Ml e PI, respectivamente. Ambos possuiam
formato alongado e afilado nas extremidades, membrana ondulante marcada e flagelo
com cinetoplasto na extremidade oposta.

Também foram observadas inclusGes compativeis com as formadas pela
riquétsia Aegyptianella spp. (Figura 4G) em 20% (8/40) das amostras, principalmente
da area Al. Podiam ser visualizadas como estruturas fracamente basofilicas com
aparéncia de moérula e tamanhos variaveis, localizando-se no interior dos eritrécitos, ou
como bactérias livres de formato bacilar no citoplasma da destas mesmas células.

Em 15% (6/40) dos animais, principalmente de regibes MlI, foram encontradas
inclusBes intraeritrocitarias arredondadas de diferentes tamanhos compativeis com
aquelas relacionadas aos corpusculos do FEV (Frog Erythrocytic Virus) (Figura 4H).
Em algumas situagBes, a estrutura compreendia tamanho superior ao nucleo

eritrocitario, causando distorcdo celular e deslocamento nuclear.
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Figura 4. Hemoparasitos extracelulares e outras inclusdes encontradas em esfregago
sanguineo de L. latrans. A: microfilaria; B: Trypanosoma spp.”A”; C: Trypanosoma
spp. “B”; D: Trypanosoma spp. “C”; E: Trypanosoma spp. “D”; F: Trypanosoma spp.
“E”; G: morula de Aegyptianella spp.; H: corplsculo de inclusdo do FEV. Imagens em
escala de 10 um. Corantes Wright-Giemsa e Panético Rapido®. Aumento de 1000x.

Parasitos intradérmicos foram observados em 72,5% (29/40) dos animais
coletados, em vesiculas avermelhadas normalmente localizadas na regido ventral dos
membros inferiores (Figura 5A), mas também eventualmente no térax e membros
superiores. Apos visualizacdo em lamina, foram classificados como larvas de acaros
trombidiformes do género Hannemania (Figura 5B). Estavam presentes em todos 0s

animais coletados nas areas Al e MI, porém, ausentes naqueles das areas PI.
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Figura 5. Acaros do género Hannemania em L. latrans. A: regido interior dos membros
inferiores, com acentuada presenca de vesiculas contendo o parasito. B: larva de
Hannemania spp. em aumento de 100x.

A variavel estacdo do ano ndo obteve diferenca estatistica (p=0,933) em relacdo
a quantidade de &caros por animal, entretanto, o estado de conservacdo do habitat se
mostrou bastante influente (p=0,0009) ao ndo encontrarmos animais com estes parasitos
nas areas Pl. Ndo houve diferenca estatistica ao avaliar o contraste entre areas Ml e Al
(p=0,641).

DISCUSSAO

A diferenciacdo entre os géneros Hepatozoon e Haemogregarina é geralmente
realizada através da observagdo do estagio esporogbnico no vetor, entretanto, a maioria
das descricdes existentes foram baseadas somente na morfologia do parasito no sangue
do hospedeiro, enquanto os ciclos bioldgicos ainda foram pouco elucidados (Leal et al.
2009). Por este motivo, ndo foi possivel a diferenciacdo entre os morfotipos observados
no presente estudo. A ocorréncia destes protozoarios foi bastante superior nas areas
estudadas em comparagdo com outros estudos realizados em L. latrans (Costa and
Pereira 1971) e outros anuros do mesmo género (Leal et al. 2009). Em um levantamento
realizado em anuros na Africa do Sul, hemogregarinas denominadas como Hepatozoon
sp. foram os hemoparasitos mais frequentes, embora tenham sido presentes em somente
14% das amostras (Netherlands et al. 2015).

O morfotipo hemogregarina “C” encontrado neste trabalho foi bastante
semelhante em tamanho, aspectos morfoldgicos e de coloragdo com aqueles relatados

para Hepatozoon leptodactyli. Costa et al. (1973), observaram H. leptodactyli em L.
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latrans e Leptodactylus pentadactylus e associaram como vetor sanguessugas da espécie
Haementeria lutzi. Os autores também relataram a presenca deste parasito em leucécitos
guando em grandes infec¢cdes (Costa et al. 1973).

O género Dactylosoma possuiu uma ocorréncia maior em L. latrans da regido
sul do Brasil do que o relatado nos individuos dessa espécie do sudeste do mesmo pais
(Costa and Pereira 1971), bem como em anfibios da Colémbia (Carvajal and Rubio
1984) e Africa do Sul (Netherlands et al. 2015), sendo superado pelo observado em um
estudo na ilha de Cdrsega, Franca, no qual detectaram até 53,5% de positividade para o
género entre os anfibios estudados (Barta et al. 1989).

O tamanho médio dos esporozoitos de Lankesterella encontrados nas amostras
foram inferiores aos relatados para Lankesterella cf. dicroglossi e similares aos de
Lankesterella poeppigii (Lainson and Paperna 1995; Paperna et al. 2009). Estruturas
compativeis com esse género ja foram observadas em células sanguineas de anfibios em
todos os continentes, inclusive no Brasil, bem como raros relatos em aves e lagartos
(Lainson and Paperna 1995; Merino et al. 2006; Megia-Palma et al. 2016). Este parasito
também foi descrito como sendo capaz de parasitar leucécitos (Paperna et al. 2009),
com morfologia semelhante aos hemoparasitos ndo identificados observados em
leuctcitos de L. latrans. Além do mais, todos animais do presente estudo que possuiam
estes hemoparasitos intraleucocitarios também foram positivos para esporozoitos de
Lankesterella. Os esporozoitos livres encontrados também sdo um achado comum deste
género, que, segundo Paperna and Martin (2001), ocorrem devido a integridade
eritrocitaria ser afetada pela presenca do parasito, com um consequente colapso celular
durante a preparacdo do esfregago sanguineo.

A presenca de microfilarias na circulacdo de anfibios flutua bastante entre os
locais estudados. Wahab et al. (2008) encontraram estes nematddeos no sangue de
aproximadamente 41,6% dos anfibios avaliados na Malasia, semelhante ao presente
estudo, enquanto Netherlands et al. (2015), na Africa do Sul, visualizaram em somente
0,5% dos anfibios. Em um estudo de McKenzie (2007), a microfilaria de Foleyellides
striatus foi mais detectada em Rana vaillanti coletados em regifes de pantano, as quais
se mostram mais propensas para 0 desenvolvimento do vetor, assim como
provavelmente é observado na area Al. Além disso, segundo o trabalho de Christin et al.
(2003), pesticidas podem atuar no sistema imune de Rana pipiens, levando a um
aumento na prevaléncia de nematodas. Pode-se entdo supor que agentes

imunossupressores contaminantes nas areas mais afetadas auxiliem no aumento da
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proporcdo de microfilarias no sangue L. latrans. N&o foi possivel identificar a espécie
do agente enviado para sequenciamento, visto que o fragmento amplificado se
demonstrou muito conservado, ao apresentar elevada similaridade com diferentes
sequencias em diferentes espécies, ndo sendo Util para filogenia. Deve-se entdo estudar
um novo conjunto de primers, preferencialmente em um gene com menor conservagao
para que possa ser determinada a espécie. Quanto as amostras resultantes em falso-
negativo nas técnicas de biologia molecular, acredita-se que a heparina possa gerar
efeito inibitorio na acdo da DNA polimerase (Yokota et al. 1999), ndo causando a
amplificacdo necessaria para visualizagdo durante a eletroforese.

Assim como no presente estudo, protozoarios do género Trypanosoma
costumam ser os mais frequentes em anfibios de outras regiGes do Brasil (Leal et al.
2009), Costa Rica (McKenzie and Starks 2008) e Colémbia (Carvajal and Rubio 1984).
Cogita-se que o tamanho aumentado e melhor visibilidade em esfregaco sanguineo
tenham facilitado a observagdo nestes vertebrados ao longo das décadas, o que gera o
guestionamento se realmente € o hemoparasito mais comum em anfibios, como
apontam a maioria dos estudos (Dresser 2001; Zi¢kus 2002; Spodareva 2018). A
classificacdo dentro do género em anfibios € bastante controversa devido ao intenso
pleomorfismo e escassez de estudos, possibilitando que o mesmo parasito tenha
recebido diferentes nomenclaturas em diferentes espécies de hospedeiro e localizagao
geografica (Bardsley and Harmsen 1973; Reily and Woo 1982; Desser 2001; Leal et al.
2009). Sendo assim, ndo foi possivel a identificacio em nivel de espécie dos
tripanossomas neste estudo, apesar de alguns morfotipos encontrados serem bastante
singulares. Além da apresentacdo alongada tradicional, outros formatos podem ser
observados no sangue de anfibios, como o de células arredondadas, ovais, com o
formato de folha e irregulares, seja com ou sem flagelo livre (Bardsley and Harmsen
1973). Baseado nestes aspectos morfologicos acredita-se que Trypanosoma spp. “A”
trata-se de Trypanosoma chattoni, tendo em vista que a espécie ja foi detectada em
anfibios no Brasil (Lemos et al. 2008). N&o foi possivel estimar a taxa de infeccdo por
tripomastigotas na corrente sanguinea dos espécimes avaliados, um dado que deve ser
tratado com cautela, visto que a parasitemia pode variar ao longo do dia e de acordo
com a sazonalidade (Werner and Walewski 1976). Este estudo possuiu a maior
prevaléncia do género entre outros realizados em anuros (Carvajal and Rubio 1984;
McKenzie and Starks 2008; Leal et al. 2009; Netherlands et al. 2015; Rajabi et al.

2017), com maior presenca dos Trypanosoma spp. “A”, “C” e “E” em animais coletados
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no grupo PI, sugerindo que estas areas possuam uma maior disponibilidade do vetor no
ambiente. Por outro lado, Trypanosoma spp. “D” foi encontrado em mais animais do
grupo MI, o que leva a pensar que estas espécies possuam diferentes nichos. A baixa
sensibilidade do teste de cultura para tripanossomatideos evidencia sua baixa eficiéncia
para as espécies que infectam anfibios.

Estruturas compativeis com bactérias e inclusdes virais ja foram observadas em
outros anuros. A riquétsia Aegyptianella ja foi descrita em ranideos de outras regides,
como Canada (Desser and Barta 1984), Franca (Desser and Barta 1989) e Costa Rica
(Desser 2001), sendo este o primeiro relato para a familia Leptodactylidae. A
proporcdo de animais positivos neste estudo foi inferior & observada em R. vaillanti
(McKenzie and Starks 2008) e Limnonectes (Chutmongkonkul et al. 2006). Inclustes
virais ja haviam sido observadas em L. latrans por Sousa e Weigel (1976, apud Matos
et al. 1995) no estado do Rio de Janeiro. Estudos com ocorréncia do corpusculo do FEV
sdo raros (Desser et al, 2001), mantendo uma menor ocorréncia que a encontrada nas
amostras de L. latrans.

InfestacBes elevadas por &caros do género Hannemania podem estar associadas
a ambiente umidos e/ou com grande densidade de hospedeiros (Rankin 1937; Murphy
1965; Attademo et al. 2012). Ainda, estudos com outros parasitos sugerem que a
exposicdo a pesticidas é capaz de atuar como agente estressante, podendo reduzir a
capacidade do hospedeiro frente a infestacdes (Kiesecker, 2002). Estes parasitos foram
significantemente mais presentes em areas Ml e Al, provavelmente associado a um
maior acesso a agua, elevada umidade e possiveis contaminantes nestas regifes. A
mesma localizagdo anatdbmica de &caros do género j& havia sido relatada por outros
autores (Diaz-Paez et al. 2016). A presenca destes parasitos em locais especificos do
corpo de anfibios vem sendo atribuido a facilidade do acesso das larvas, sem o contato
frequente com o substrato do solo, bem como a maior presenca de tecido conjuntivo
(Hatano et al. 2007; Biolé et al. 2015).

No presente estudo observou-se uma ocorréncia e riqueza de hemoparasitos
bastante superior a outros realizados em anfibios da Africa do Sul (Netherlands et al.
2015), Lituania (Zi¢kus 2002), Costa Rica (Desser 2001), Malasia (Wahab et al. 2008),
Nigéria (Aisien et al. 2014), Tailandia (Sailasuta et al. 2011), EUA (Stenberg and
Bowerman 2008) e Brasil (Leal et al.2009). Ao contrario do relatado por Netherlands et
al. (2015), ndo foi observada maior riqueza de espécies de hemoparasitos em animais

coletados de ambientes menos impactados, entretanto, as diferentes distribuicdes das
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espécies nessas areas também pode ser explicada pela disponibilidade do vetor no
ambiente. Houve correlacdo positiva entre o CRC dos anfibios e a riqueza de
hemoparasitos na area Al, o que pode ser explicado pelo fato de que animais maiores
possuem a tendéncia de estar a mais tempo em contato com vetores capazes de realizar
a transmissdo destes agentes (Barta and Desser 1984).

Parasitos sdo capazes de refletir as interacbes ambientais da sua espécie
hospedeira, revelando comportamentos alimentares, area de distribuicdo e interacGes
sociais (Dobson et al. 2008). Este estudo pode auxiliar a caracterizacdo da fauna de
parasitos sanguineos e intradérmicos de L. latrans da mesorregido metropolitada de
Porto Alegre, a qual obteve uma ocorréncia e riqueza de espécies bastante elevada

guando comparada com a literatura.
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RESUMO

Parametros hematoldgicos de anfibios aparentam estar ligados diretamente as
condi¢bes ambientais, tornando-os capazes de atuar como bioindicadores. Entretanto,
estudos a respeito da hematologia desses animais sdo escassos. Na familia
Leptodactylidae, os Unicos registros tratam somente do diferencial leucocitario e
morfologia celular. No presente estudo, foi realizada avaliagdo hematoldgica e
morfometria das células sanguineas de 29 espécimes de Leptodactylus latrans coletados
na mesorregido metropolitana de Porto Alegre, no sul do Brasil, parasitados por acaros

trombidiformes, hemoparasitos extracelulares e intracelulares. Foi observado que, em
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geral, as células sanguineas desses animais sd80 menores que as de outros anfibios
anuros. Além disso, indices como leucdcitos totais, neutrofilos e monaocitos foram
superiores em animais parasitados por acaros trombidiformes, indicando uma reagédo do
hospedeiro frente a infestacdo. Ndo houve correlagdo entre a quantidade de eritrocitos
parasitados com os indices hematoldgicos. Espera-se que estes dados auxiliem em uma
maior compreensao sobre a biologia da espécie, bem como diagndstico e tratamento de
doencgas.

Palavras-chave: anfibios, hematologia, hemoparasitos, protozoarios

INTRODUCAO

Anfibios compreendem grande parte, por vezes a maior, da biomassa entre os
vertebrados, sendo capazes de habitar diversos ambientes, como 0s aquaticos, terricolas
e fossoriais, possuindo caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas especificas (Burton and
Likens 1975; Daszak et al. 1999; Allender and Fry 2008). Estes animais sdo descritos
como bioindicadores e seus parametros hematolOogicos parecem estar conectados
diretamente a condi¢Ges ambientais (Welsh and Ollivier 1998; Barni et al. 2007; Zhelev
et al. 2015). Também sdo dotados de uma alta plasticidade do tecido sanguineo, logo,
muitos fatores intrinsecos e extrinsecos sdo capazes de influenciar seus parametros
hematoldgicos, como a sazonalidade (Harris 1972; Campbell 2004), tamanho corporal
(Davis and Maerz 2008) e estagio biologico (Das and Mahapatra 2012).

Por outro lado, também deve ser levada em consideragdo uma potencial elevacao
na popularidade desses animais em cativeiro, como animais de estimagéo ou provindo
de resgate de fauna, o que pode criar uma demanda por médicos veterinarios
familiarizados com eles e suas doencas (Wright 1995). Embora poucas especies de
anfibios possuam parametros hematoldgicos descritos, a avaliacdo hematoldgica destes
animais pode ser valiosa para o diagndstico e progndstico, devendo ser aplicada na
rotina clinica (Wright 2001; Allender and Fry 2008).

O sangue de anfibios possui caracteristicas similares em diversos aspectos ao de
répteis e aves, como a presenca de eritrécitos nucleados e trombacitos (Allender and Fry
2008). Muitos principios aplicados a outros vertebrados sdo relevantes durante a
interpretacdo dos exames de anfibios, principalmente aqueles utilizados durante a
interpretacdo do hemograma de répteis (Allender and Fry 2008; Campbell 2015). A

falta de parametros hematologicos para a maioria das espéecies torna a morfologia
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celular o ponto mais importante do hemograma de um anfibio (Wright 2001). Incluses
virais, parasitos e bactérias presentes no esfregaco sanguineo podem sugerir
enfermidades (Wright 2001). A taxa de eritrécitos com inclusdes pode atuar como
indicador do prognostico cinico. indices moderados a altos podem ser significantes,
especialmente quando associados a porcentagens inferiores de hematdcrito e menor
quantidade de eritrocitos, bem como policromasia, microcitose e hipohemoglobinemia
(Wright 1995).

Estudos a respeito da hematologia de anfibios neotropicais sdo bastante escassos
no Brasil (Fenerick-Junior et al. 2006; Rodrigues et al. 2017; Fanali et al. 2018) e na
América Latina (Cabagna et al. 2005; Cabagna-Zenklusen et al. 2011; Attademo et al.
2011; Lajmanovich et al. 2012), sendo mais raros ainda na familia Leptodactylidae,
restringindo-se ao diferencial leucocitario e morfologia celular (Attademo et al. 2011;
Fanali et al. 2018). Leptodactylus é um género comum na fauna neotropical (Costa et al.
1973), sendo uma de suas espécies a ra-crioula, Leptodactylus latrans, considerada a
maior rd do Rio Grande do Sul, distribuida ao leste dos Andes, na América do Sul
(Borges-Martins et al. 2007; Frost 2019). Até a presente data ndo existiam dados a
respeito da hematologia dessa espécie ou parametros hematologicos de sua familia.

O objetivo do trabalho foi a avaliacdo hematoldgica de L. latrans sob presenca e

auséncia de parasitos sanguineos e acaros trombidiformes.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

Os animais foram capturados a noite por busca ativa em cinco localidades dentro
da mesorregido metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil durante os
meses de verdo do ano de 2018 (Tabela 1). As areas variavam entre ambientes menos
impactados, no bioma Mata Atlantica, bem como campos de producdo agropecuaria e
areas urbanas. Os procedimentos realizados nos animais foram executados diretamente
a campo, com a posterior soltura dos individuos no local de origem. Todos o0s
procedimentos foram realizados conforme aprovacio do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) registrado
sob numero 33987 e autorizados pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) e Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) sob nimero 60906-1 no

Sistema de Autorizacgédo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO).
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Tabela 1. Areas de coleta de acordo com o nimero de individuos, situadas na
mesorregido metropolitana de Porto Alegre.

Municipio  Coordenada Numero de

individuos

Itati 29°30'45.7"S 9
50°06'36.2"0

Trés 29°31'00.7"S 2
Forquilnas  50°0512.4"0

Viamé&o 30°4'9.04"S 8
50°52'41.2"0

Porto Alegre  30°13'32.5"S 3
51°03'05.6"O

Santo Anténio  29°50'46.9"S 7

da Patrulha  50°30'47.5"0

Coleta das amostras

Amostras de sangue L. latrans foram coletadas pela veia femoral e armazenadas
em microtubos contendo heparina litica (Microtainer, BD, Franklin Lakes, Nova Jersey,
EUA). Nenhuma venipuncgédo ultrapassou o limite seguro de coleta de 1% da massa
corporal (Wright, 2001). A quantidade de parasitos presentes na derme do animal foi
contada e, quando presentes, foram removidos e armazenados em alcool 70°GL para
posterior identificacdo. As amostras foram enviadas para avaliagdo hematoldgica sob

refrigeracdo e armazenadas por até 12 horas.

Anélises hematoldgicas

As amostras foram processadas no Laboratério de Andlises Clinicas Veterinarias
(LACVet) da UFRGS, onde foi realizada quantificacdo total de eritrécitos e leucécitos
por contagem manual em hemocitdmetro com a diluicdo do sangue total em Solugédo de
Natt-Herrick (Natt and Herrick 1952). O hematdcrito foi determinado por
microhematdcrito através da centrifugacdo por 5 minutos a 11.500 g (Heraeus Pico 17,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), no qual também pode ser
obtido o plasma para a estimativa de proteinas plasmaticas totais (PPT) por
refratometria. A hemoglobina foi determinada por medidas de absorbancia em
hemoglobindmetro (HemoCue Hb 301, Angelholm, Skane, Suécia). O volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram calculados (Nardini et al. 2013).
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As laminas de esfregaco sanguineo foram confeccionadas a partir da distenséo
de uma gota de sangue total heparinizado sobre lamina de vidro. Apos a secagem, as
laminas foram fixadas e coradas, primeiramente com uma conjugacdo dos corantes
Wright e Giemsa (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, EUA) e posteriormente com
Panotico Rapido® (Newprov, Pinhais, Parana, Brasil). A andlise microscopica das
laminas foi realizada sempre pelo mesmo operador em aumentos de 100x, 400x e 1000x
em microscépio optico. A contagem diferencial dos leucdécitos foi realizada sobre 100
células, classificando-as como neutrofilos, eosinéfilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos
(Heatley and Johnson 2009). A taxa de eritrocitos com inclusGes parasitarias (TEIP) foi
determinada através da porcentagem do numero de eritrocitos com inclusdes por
protozoarios contados entre 1000 eritrécitos totais (adaptado de Maia et al. 2014).
Alteracbes morfologicas, como a presenca de hemoparasitos, inclusdes virais e

reatividade celular também foram catalogadas, quando presentes.

Anélises estatisticas

Através dos resultados hematologicos obtidos, os individuos foram compilados
conforme a presenca ou auséncia de trés grupos de parasitos observados: acaros
trombidiformes, hemoparasitos extracelulares e hemoparasitos intracelulares.
Microfilarias e protozoarios do género Trypanosoma foram classificados como parasitos
extracelulares, e hemogregarinas e Lankesterella spp. como parasitos intracelulares. Os
dados foram apresentados através de média, desvio padrdo e intervalo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics 22.0. A
normalidade dos dados foi testada através do Teste Shapiro Wilk, onde os dados
paramétricos foram avaliados pelo Teste T de amostras independentes, com auxilio do
Teste de Levene, e os dados ndo paramétricos foram avaliados atraves do Teste U de
Mann-Whitney. Também foram analisadas correla¢fes entre quantidade de &caros por
pardmetros hematoldgicos e TEIP por parametros hematoldgicos através do Teste de
Correlacdo de Pearson. O nivel de significancia utilizado como valor critério para a

rejeicao da hipdtese nula foi 5% (p<0,05).

Imagens e mensuragdes
As imagens captadas em escala assinalada foram obtidas em microscépio 6ptico
AxioScope Al (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha) contendo uma

camera Axiocam 105 (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha) acoplada e
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destinadas ao software Zen 2.3 (Zeiss, Oberkochen, Baden-Wurttemberg, Alemanha).
Neste programa foi possivel realizar a mensuracdo de 20 células de cada tipo em
aumento de 1000x, escolhidas aleatoriamente (adaptado de Cabagna-Zenklusen et al.
2011).

RESULTADOS

Foram analisadas amostras de 29 individuos de L. latrans. Os eritrocitos
possuiam formato eliptico, citoplasma de coloracdo azul péalida e nicleo com 0 mesmo
formato, frequentemente irregular e com cromatina densa. Foi possivel a observacéo de
eritrocitos policromatéfilos, células menores, mais arredondadas e com citoplasma mais
basofilico (Figura 1A). Por vezes essas células foram visualizadas com nucleos
picndticos ou em mitose.

Os trombdcitos (Figura 1B) foram classificados como pequenas células de
formatos arredondados, elipticos ou irregulares, com cromatina nuclear bastante densa e
citoplasma basofilico pouco delimitado. Estas células facilmente eram observadas em
agregados (Figura 1C), nos quais costumavam se apresentar com numerosos vacuolos.
Devido a presenca destes agregados ndo foi possivel realizar a contagem precisa destas
células.

Linfécitos (Figura 1D) se apresentavam como grandes ou pequenos, de formato
esférico, porém, ocasionalmente se moldavam as células vizinhas. Estes leucdcitos
possuiam nucleo arredondado e citoplasma basofilico, frequentemente apresentando
projecOes, além de elevada proporcdo nucleo:citoplasma. Pequenos linfocitos possuiam
aparéncia bastante semelhante a trombdcitos, sendo diferenciados principalmente pela
cromatina nuclear menos densa e citoplasma com margens mais definidas.

Trés tipos de granulécitos puderam ser observados. Neutrdfilos (Figura 1E) eram
celulas maiores, com citoplasma basofilico, o qual eventualmente era preenchido por
finos granulos pouco corados. O nucleo dessas células costumava ser uni ou bilobado,
com cromatina densa e excéntrica. Eosinofilos (Figura 1F) possuiam tamanho
semelhante, porém, dotados de grandes granulos eosinofilicos, arredondados e bem
delimitados, ocupando quase todo o citoplasma da célula, além de um nicleo unilobado
excéntrico com cromatina densa. Basofilos (Figura 1G) foram os menores granulécitos
encontrados, possuindo grande quantidade de grénulos arredondados fortemente

basofilicos, os quais por muitas vezes ocultavam o nucleo celular.
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Mondcitos possuiam duas apresentacdes, uma com formato irregular e maior
quantidade de citoplasma discretamente basofilico e outra mais arrendondada com
citoplasma mais escuro, sendo considerados monadcitos azuréfilos (Figura 1H). Ambos
possuiam grande quantidade de vacuolos.
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Figura 1. Células sanguineas de L. latrans. A: eritrdcito (seta) e policromatofilo (cabeca
de seta); B: pequeno linfocito (seta) e trombdcito (cabeca de seta); C: agregado
trombocitario; D: pequeno linfocito (seta) e grande linfocito (cabeca de seta); E:
neutrofilos bilobados; F: eosinofilo; G: basofilo (seta) e linfocito (cabeca de seta); H:
mondcito azurdfilo. Imagens em escala de 10 um. Corantes Wright-Giemsa e Panético
Réapido®. Aumento de 1000x.

As medidas de diametro celular maior (DCM), diametro celular menor (DCm),
didametro nuclear maior (DNM) e diametro nuclear menor (DNm) foram agrupados para
melhor visualizacdo (Tabela 2). Apds centrifugacdo da amostra para obtencdo das PPT
também pode ser observado o plasma, o qual possuia uma coloracdo discretamente

amarelada.

Tabela 2. Dimensoes de eritrocitos e leucocitos de L. latrans - média + desvio-padrao
(amplitude) -.

DCM DCm DNM DNm
Eritrécitos 155 + 168 1004 * 096 556 * 069 394 = 039
(um) (12,36-17,92) (853-12,16) (453-6,88)  (3,22-4,77)
Pequenos 874 + 094 745 + 08 735 + 098 661 + 0,88
linfécitos (um)  (7,34-9,97)  (6,23-8,47)  (5,5- 9,38) (4,95 - 8,44)
Grandes 1264 + 069 11,37 + 062 963 + 159 847 = 14
linfécitos (um)  (12,15-13,13) (10,93-11,81) (8,5-10,76) (7,58 - 9,46)
Neutrofilos 1493 + 094 1298 + 081
(um) (13,85-15,48) (12,04 -13,46) - -
Eosinofilos 1458 + 0,47 1327 + 042 803 + 014 726 = 025
(um) (14,08-1517) (12,81-138) (7,89-817)  (7,01-7,51)
1098 + 07 1042 + 0,66
Basofilos (um) (10,74 - 11,65) (9,59 - 11,06) - -
Monécitos 1329 + 045 1169 + 039 69 + 022 619 =+ 072
(um) (12,98 -13,61) (11,42-11,97) (6,8 —7,12) (6,05 - 6,33)

DCM: diametro celular maior; DCm: diametro celular menor; DNM
maior; DNm: e diametro nuclear menor.

: didmetro nuclear

Os Unicos parasitos intradérmicos observados neste estudo foram larvas de

acaros trombidiformes do género Hannemania, as quais se localizavam dentro de
vesiculas avermelhadas na derme de 62% (18/29) dos anfibios. Sua distribui¢cdo no
corpo do animal costumava ser restrita aos membros posteriores, entretanto, algumas
vezes puderam ser observados na regido do torso e membros anteriores. A quantidade
de &caros variou entre 0 e 166 nos animais avaliados, mantendo uma média de 39,83 por

animal.
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Hemoparasitos foram encontrados em amostras da maioria dos animais
coletados. A TEIP dos animais avaliados variou entre 0 e 3,9% (média de 0,67% com
desvio padrdo de 0,97%). Também foram observadas amostras com estruturas
compativeis com a bactéria Aegyptianella spp. e corpusculos de inclusdo viral
caracteristicos do Frog Eritrocytic Virus (FEV).

Com relacgdo aos trés grupos estudados (Tabela 3), nos animais com a presenca
de &caros, foram observados maiores valores de CHCM (p=0,027), leucocitos totais
(p=0,009), mondcitos absolutos (p=0,014) e neutrofilos absolutos (p=0,037). No grupo
de parasitos extracelulares, ndo foi verificada significancia estatistica entre os grupos.
Na presenca de parasitos intracelulares, 0 VCM se apresentou menor (p=0,013). Apos
correlacdo entre os parametros e as quantidades de acaros e taxa de eritrocitos
infectados, somente houve significAncia em relacdo ao aumento na quantidade de

monacitos em detrimento do aumento da quantidade absoluta de &caros (p=0,027).
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Tabela 3. Valores obtidos no hemograma de L. latrans - média + desvio-padrédo (amplitude) - no grupo geral, na presenca e auséncia de acaros,
hemoparasitos extracelulares e hemoparasitos intracelulares.

Acaros

Hemoparasitos extracelulares

Hemoparasitos intracelulares

Pardmetro Geral (n=29) Presentes (n=18) Ausentes (n=11) Presentes (n=26) Ausentes (n=3) Presentes (n=22) Ausentes (n=7)

Eritrocitos (x10° /mm3) 083 + 024 0,77 + 0,24 (0,39 — 0,92 + 0,22 (0,64 — 0,85 * 0,24 (0,39 — 0,64 + 0,16 (0,45 — 0,83 £ 0,25 (0,39 — 0,79 + 0,21 (0,45 —
(0,39 -1,42) 1,16) 1,42) 1,42) 0,74) 1,42) 1,15)

Hemoglobina (g/dL) 6,00 + 1,80 (2,1 586 + 2,09 (21 — 6,22 £ 1,24 (4,7 — 6,03 + 183 (21 - 57+176(3,7-7) 584 + 185 (2,1 — 6,47+1,64(3,7-8)
-8,8) 8,8) 8,4) 8,8) 8,8)

Hematdcrito (%) 23,45+ 6,35 (11 22,11 + 6,87 (11 — 25,64 + 4,92 (19 — 23,69 + 6,32 (11 - 21,33 + 7,64 (13 - 22,86 + 6,31 (11 — 2529 + 6,6 (13 —
—35) 35) 34) 35) 28) 35) 33)

VCM (fL) 288,02 + 43,43 290,43 + 44,79 284,08 + 4294 283,3+4155(214,63 329,01 =+ 44,97 277,1+40,96 (214,63 322,36 + 3344
(214,63 - (214,63 — 355,32) (241,09 - 376,85) —353,35) (287,61 - 376,85) -355,32)" (287,61 - 376,85)"
376,85)

CHCM (%) 2535 + 258 26,03 + 3,06 (19,09 — 24,23 + 0,66 (23,04 2514 + 2,6 (19,09 — 27,10 + 1,84 (25 - 25,21 + 2,77 (19,09 - 25,76 + 1,96 (23,33
(19,09 - 30,8) 30,8)" -25)" 30,8) 28,46) 30,8) —28,46)

Leucdcitos totais (/pL) 16591,72 * 18507,78 * 5753,29  13456,36 = 3403,37 16078,08 + 4896,85 21043,33 + 9668,6 17235,45 + 6076,66 1456857 + 2567,21
5518,65 (9830 — (9950 — 31890) " (9830 - 21190)" (9830 - 27660) (13330 - 31890) (9830 — 31890) (10940 — 17910)
31890)

Neutrdfilos relativo (%) 7,62 £ 436 (0 - 8,44 + 4,58 (3 - 16) 6,27 +3,80 (0-11) 7,88 +4,39 (0 - 16) 533+4,04(1-9) 7,32 +4,57 (0-16) 8,57+3,78 (1-11)
16)

Neutréfilos absoluto (/uL) 1238,75 + 147511 + 811,45 851,99 + 611,55 (0 1224,84 £ 739,44 (0~ 1359,33 + 1390,44 1237,44 £ 864,74 (0~ 1242,89 + 559,95
792,48 (0 (503,4 —3401,6) -1907,1)" 3401,6) (133,3-2870,1) 3401,6) (133,3-1751,2)
3401,6)

Eosinofilos relativo (%) 4,76 + 5,40 (0 — 5,11 + 6,34 (0 — 26) 4,18 +3,57 (2-14) 4,92 +5,69 (0 - 26) 3,33+0,58 (3-4) 5,23+6,12 (0 - 26) 3,29+1,38(2-6)
26)

Eosindfilos absoluto (/uL) 857,84 + 993,79 +1623,75(0—~ 635,39 + 795,02 878,86 + 1439,3 (0 — 675,73 + 243,33 977,97 +1549,44 (0~ 480,31 =+ 219,11
1363,02 (0 7191,6) (196,6 — 2966,6) 7191,6) (533,2 - 956,7) 7191,6) (240,8 — 898,2)
7191,6)

Linfécitos relativo (%) 80,24 + 9,52 (49 77,67 £ 10,15 (49 — 84,45 + 6,88 (67 — 79,92 + 981 (49 — 83+7,21(75-89) 79,68 + 10,69 (49 — 82+4,24 (77 -89)
-92) 92) 92) 92) 92)

Linfécitos absoluto (/pL) 13190,59 * 14402,73 + 4852,85 11207,09 * 2107,62 12750,87 + 3942,13 1700157 + 62205 13549,39 + 4752 1192153 + 2058,49
4286,60 (7423,5 (7423,5 - 23917,5) (9043,6 — 14197,3) (7423,5 - 21740,8) (11836,7 — 23917,5) (7423,5 - 23917,5) (9189,6 — 15223,5)
—23917,5)

Monécitos relativo (%) 4,28 2,97 (0 - 5,11 +3,14 (1-10) 291+217(0-7) 3,96 +2,89 (0 - 10) 7+2,65(5-10) 4,59 + 3,19 (0 - 10) 3,29+2,06 (1-6)
10)

Mondcitos absoluto (/pL) 771,85 + 696,17 996,22 £ 773,6 (99,5 404,71 * 317,46 (0 673,05 + 546,19 (0 — 1628,1 = 1352,63 861,64 + 760,17 (0 — 489,67 + 341,75
(0—3189) —3189)" -1039,5)" 1968) (799,8 — 3189) 3189) (149,7 — 895,5)

Basofilos relativo (%) 2,76 + 3,29 (0 - 3,11+ 3,64 (0-16) 2,18+2,68 (0-8) 2,92 +3,42 (0 - 16) 1,33+1,53 (0-3) 2,73 +3,56 (0 - 16) 2,86 +2,48 (0 - 6)
16)

Basofilos absoluto (/pL) 478,96 + 569 (0 553,38 + 595,23 (0 — 357,18 * 527,19 (0 490,54 + 583,58 (0 — 378,6 + 508,6 (0 — 493,21 + 6239 (0 — 434,17 + 381,33 (0
—2424) 2424) —-1695,2) 2424) 956,7) 2424) —955,2)

PPT (g/dL)

257 +1,28 (04
~6,6)

2,4+1,15 (0,4 5)

2,85 + 148 (1,2 —
6,6)

259 + 135 (04 —
6,6)

24206 (1,8-3)

2,382 1,07 (0,4 5)

317 + 176 (14 —
6,6)

“presenca de significancia estatistica entre os grupos
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DISCUSSAO

Eritrécitos de L. latrans possuiam dimensdes menores que de outras espécies de
anuros (Mitsuruku 1981; Atatur et al. 1999; Arikan et al. 2010; Cabagna-Zenklusen et
al. 2011; Das and Mahapatra 2012; Wei et al. 2015; Meesawat et al. 2016). Esse
tamanho reduzido também foi expresso nos valores de VCM, os quais foram inferiores
guando comparados com espécies como Hyla arborea, Pelobates syriacus,
Pseudepidalea viridis, Rana dalmatina (Gul et al. 2011), Rhinella fernandezae
(Cabagna-Zenklusen et al. 2011) e Pelophylax ridibundus (Zhelev et al. 2015). A
variagdo no tamanho dos eritrocitos entre anfibios parece estar associada com sua
atividade metabdlica (Atatir et al. 1999; Arikan et al. 2010), o que sugere que a taxa
metabdlica de L. latrans seja mais elevada, com um maior consumo de oxigénio.

A contagem total de eritrocitos em L. latrans foi superior quando comparada
com o0s anuros Bambina bambina (Arikan et al. 2010), Hoplobatrachus rugulosus
(Meesawat et al. 2016), R. fernandezae (Cabagna-Zenklusen et al. 2011), P. ridibundus
(Zhelev et al. 2015) e H. arborea (Gul et al. 2011) e inferior a Xenopus laevis (Chang et
al. 2015), se aproximando da contagem de P. viridis, P. syriacus e R. dalmatina (Zhelev
et al. 2015). Os valores de hemoglobina e hematdcrito obtidos foram inferiores a
diversas espécies da mesma ordem (Cabagna-Zenklusen et al. 2011; Chang et al. 2015;
Zhelev et al. 2015; Meesawat et al. 2016). CHCM foi similar ao de X. laevis e diversas
outras espécies de anfibios (Chang et al. 2010; Zhelev et al. 2015), indicando que esse
valor pode ser recorrente na classe. A presenca de ndcleos picn6ticos nos eritrdcitos ja
foi previamente descrita como uma alteragdo observada em eritrocitos presentes ha mais
tempo na circulagdo (Campbell 2015). Em contrapartida, em células mais imaturas,
destaca-se a presenca de ndcleos com cromatina mais frouxa, ocasionalmente sendo
classificadas como policromatéfilos. A coloragdo azulada de eritrocitos pode ocorrer em
decorréncia da utilizagdo de heparina como anticoagulante (Campbell 2004; Campbell
2015).

Trombocitos de anfibios ja foram descritos como células morfologicamente
similares aos linfécitos na microscopia optica (Wright 2001; Cabagna-Zenklusen et al.
2011). Embora alguns estudos tenham obtido sucesso na determinagéo de valores para
trombdcitos, € comum a auséncia deste parametro devido a presenca de agregados
(Arikan et al. 2010; Cabagna-Zenklusen et al. 2011).
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De maneira geral, leucdcitos de L. latrans se apresentaram menores que outros
anuros que ja foram hematologicamente estudados, como B. bambina (Arikan et al.
2010) e R. fernandezae (Cabagna-Zenklusen et al. 2011). Por outro lado, a quantidade
total dessas células foi bastante superior a varias espécies de anuros (Arikan et al. 2010;
Cabagna-Zenklusen et al. 2011; Chang et al. 2015; Zhelev et al. 2015; Meesawat et al.
2016). Em um estudo de Wilson et al. (2011), X. laevis coletados de vida livre
possuiram mais leucdcitos do que animais criados em cativeiro, o que foi associado a
um maior estresse nesses animais capturados a campo. Embora o autor ndo tenha
realizado a contagem diferencial para determinar qual o leucécito prevalente (Wilson et
al. 2011), o mecanismo relacionado ao aumento destas células pode ser similar ao
observado no presente estudo.

Assim como em L. latrans, os linfocitos também compdem a maioria dos
leucdcitos em quase todas as espécies de anuros ja estudados, variando entre 83% em
Pelophylax ridibundus (Zhelev et al. 2015) e 41% em R. fernandezae (Cabagna-
Zenklusen et al. 2011). Ainda, um estudo com X. laevis detectou funcdo fagocitica em
uma populacdo de linfocitos no sangue destes animais, 0 que sugere que estas células
possuam mais funcéo frente a presenca de microorganismos (Li et al. 2006).

Em L. latrans os neutrofilos possuiram tamanho similar aos menores neutréfilos
mensurados em B. bombina, mas morfologicamente diferentes, visto que outras
especies, incluindo Rana catesbeiana, possuem o nucleo celular bastante segmentado,
semelhante ao de mamiferos (Fenerick-Junior 2006; Arikan et al. 2010). Eosindéfilos
aparentaram uma morfologia similar a de outros anfibios, com didametro discretamente
menor que os verificados em B. bombina e R. fernandezae (Arikan et al. 2010 Cabagna-
Zenklusen et al. 2011). Em L. latrans, o diametro dos basofilos foi menor que o
observado em B. bombina e semelhante ao de R. fernandezae (Arikan et al. 2010
Cabagna-Zenklusen et al. 2011).

Mondcitos de L. latrans comp&em uma das menores populagdes celulares, assim
como o observado no sangue de varias espécies de anuros, como R. fernandezae
(Cabagna-Zenklusen et al. 2011) e B. bombina (Wojtaszek and Adamowicz 2003). Uma
excecdo é H. rugulosus, que possui uma das maiores quantidades de monacitos entre 0s
anfibios, chegando a 36% da populagéo de leucécitos (Meesawat et al. 2016)

A coloracdo amarelada do plasma de alguns anfibios sadios j& foi associada a
elevacdo na concentracdo de carotenoides e bilirrubina, embora ndo tenha sido

pesquisada na maioria das espécies (Heatley and Johnson 2009). O valor das PPT de L.
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latrans foi bastante inferior quando comparado com outros anfibios, como P. viridis, P.
syriacus, H. arborea, R. dalmatina e P. ridibundus (Gul et al. 2011), e semelhante ao
observado para X. laevis capturados de vida-livre (Wilson et al. 2011).

Os resultados obtidos também sugerem que uma maior quantidade de acaros
fixados em L. latrans pode ser correlacionada com a elevacdo na quantidade de
mondcitos circulantes, os quais possuem papel na atividade de remocdo dos debris
celulares resultantes da alimentacdo destes parasitos (Sladky et al. 2000; Das and
Mahapatra 2012). Além disso, o aumento significativo na quantidade de neutrofilos
verificado no grupo com parasitos intradérmicos sugere um aumento na demanda
tecidual de neutréfilos, os quais podem estar relacionado a infecgbes bacterianas
secundarias e a mobilizacdo destas células (Wright 2001). Estes dados corroboram o
observado por Sladky et al. (2000), que alertaram para a possibilidade destes acaros
provocarem inflamacao local, Glceras, necrose e fibrose da derme e epiderme. A pouca
guantidade de individuos pertencentes aos grupos pode ter enfraquecido a estatistica,
levando a diferencas no indice de CHCM que pode néo ser biologicamente elucidada. A
diminuicdo do VCM detectada no grupo com hemoparasitos intracelulares seria capaz
de ser explicada como uma resposta regenerativa nestes animais, aumentando a
quantidade circulante de policromatofilos, visto que a média geral de hematocrito e
hemoglobina absoluta foi inferior na presenca destes parasitos.

Células sanguineas de anfibios aparentam disponibilizar um ambiente adequado
para o desenvolvimento de diversas estruturas eucaridticas e procariéticas (Costa et al.
1973; Desser and Barta 1984). Embora seja descrito que a porcentagem relativa de
eritrdcitos infectados sirva como indicador do prognostico clinico (Wright 1995), no
presente estudo ndo foram observadas correlacdes entre a TEIP e os demais parametros
hematoldgicos avaliados. Estes dados somados a falta de significancia estatistica entre
0S grupos sugere pouca patogenicidade destes hemoparasitos intracelulares na espécie
estudada.

De forma geral, este estudo demonstra que pode ser observado no sangue de L.
latrans ha uma reacdo na presenca de determinados parasitos. Acredita-se que estudos
de toxicidade e monitoramento suficientemente padronizados e direcionados possam
utilizar como ferramenta parametros hemoldgicos de anfibios, ao avaliarem a saude do
animal em determinado ambiente (Fenerick-Junior et al. 2006). Neste contexto,

podemos concluir que a hematologia de anfibios ainda € uma ciéncia pouco estudada e
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uma ferramenta pouco utilizada na avaliagdo da sanidade destes animais, seja para 0

diagnostico ou tratamento de doencgas, assim como monitoramento ambiental.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo hematologica de L. latrans resultou em dados bastante diferentes
dos observados em outras espécies de anuros. Animais com hemoparasitos
intracelulares possuiram em média menor VCM, indicando um possivel aumento na
regeneracdo eritrocitaria. Quando afetados por &caros trombidiformes, obtiveram um
aumento na contagem de leucdcitos por maiores quantidades de neutréfilos e mondcitos
circulantes devido a uma provavel reacdo do hospedeiro. Estes resultados auxiliam na
compreensdo da patogenia causada por parasitos sanguineos e intradérmicos nestes
animais.

Além disso, os anfibios avaliados possuiram uma ocorréncia e rigueza bastante
alta de parasitos sanguineos quando comparado com estudos em outras espécies e
localidades. A distribuicdo dos diferentes hemoparasitos diferiu de acordo com o0s
pontos de coleta e distintos graus de impacto, sugerindo diferentes nichos para seus
respectivos vetores. A partir da realizacdo de mais provas moleculares, espera-se
refinar a ocorréncia de hemoparasitos e identificacdo em nivel de espécie nas amostras

do presente estudo.
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