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RESUMO

Anfibios sdao animais susceptiveis a declinios populacionais devido a fatores como
fragmentacdo de habitat, mudangas climaticas, doengas infecciosas e contaminantes
ambientais. Entre as medidas de conservagdo propostas por pesquisadores, destaca-se a
necessidade mais pesquisas a respeito das doencas emergentes de anfibios, assim como os
contaminantes que podem afeta-los. A exposicdo aos agrotoxicos pode causar diversas
consequéncias a estes animais, devido ao cardter imunossupressor, teratogénico, genotoxico e
por vezes letal destes compostos. Nesse contexto, parasitos sanguineos, os quais geralmente
ndo causam doengas, podem se proliferar de forma exacerbada em situagdes de desequilibrio
fisiologico. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar diferentes parametros relacionados ao status
sanitario em anfibios da espécie Leptodactylus luctator coletados em um arrozal organico e um
convencional. Para melhor caracterizacdo dos ambientes, amostras de dgua provenientes do
dreno das plantagdes e proximas das regides de coleta dos anfibios foram analisadas quanto a
presenca de agrotoxicos. No total, 39 anuros foram capturados para a coleta de sangue e
contagem de ectoparasitos. Sangue total em EDTA-K> foi utilizado para a realizagdo de analises
hematologicas e moleculares, e o soro para a dosagem de proteinas totais e suas fracdes. Em
esfregagos sanguineos foram avaliadas a morfologia celular, a presengca e quantidade de
inclusdes parasitarias, parasitos extracelulares e alteracdes de nucleo eritrocitario. Foram
encontradas diferengas estatisticas entre os grupos em variaveis hematoldgicas e bioquimicas,
quantidade de ectoparasitos, quantidade de eritrocitos com inclusdes parasitarias, diversidade
de hemoparasitos e alteragdes nucleares. Com base nestes resultados, sugere-se que os
indicativos de genotoxicidade e alteragdes hematologicas, assim como a perda de diversidade
€ maiores cargas parasitarias, estejam relacionadas a exposicao aos agrotoxicos. Este estudo
ressalta o impacto negativo de agrotoxicos na populacdo nativa de anfibios, assim como a
importancia da implementacdo de praticas agricolas sustentdveis e de estudos que ajudem a

elucidar essas associagoes.

Palavras-chave: agrotoxicos; anfibios; hematologia; hemoparasitos; herpetologia.



ABSTRACT

Amphibians are vulnerable to population declines due to factors such as habitat fragmentation,
climate change, infectious diseases, and environmental contaminants. Among the conservation
measures suggested by researchers is the need for more research into emerging amphibian
diseases and the contaminants that can affect them. Pesticide exposure can have multiple effects
on these animals due to the immunosuppressive, teratogenic, genotoxic, and sometimes lethal
nature of these compounds. In this context, blood parasites, which generally do not cause
disease, may proliferate and be exacerbated in situations of physiological imbalance. This
study aimed to evaluate different parameters related to the health status of amphibians of the
species Leptodactylus luctator collected in an organic and a conventional rice field. In order
to better characterize the environment, water samples taken from the drains of the plantations
and near the amphibian collection sites were analyzed for the presence of pesticides. A total of
39 anurans were captured for blood sampling and ectoparasite counting. Whole blood in
EDTA-K2 was used for hematological and molecular analyses, and serum was used to measure
total proteins and their fractions. Blood smears were used to assess cell morphology, presence
and number of parasitic inclusions, extracellular parasites, and changes in the erythrocyte
nucleus. Statistical differences were found between the groups regarding hematological and
biochemical variables, number of ectoparasites, number of erythrocytes with parasitic
inclusions, diversity of hemoparasites, and nuclear alterations. Based on these results, it is
suggested that the signs of genotoxicity and hematological alterations, as well as the loss of
diversity and higher parasite loads, are related to pesticide exposure. This study highlights the
negative impact of pesticides on the native amphibian population and the importance of

implementing conservation measures.

Keywords: amphibian; blood parasites, hematology, herpetology; pesticides.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, sdo descritas 8.743 espécies na classe Amphibia, em sua maioria
pertencentes a ordem Anura, distribuidas por todos os continentes, com exce¢ao da Antartida
(Fisher; Garner; Walker, 2009; Frost, 2024). Mais de 40% das espécies de anfibios sdo
consideradas ameacgadas de extingdo, uma propor¢cdo maior do que a estimada para todos os
outros vertebrados (IUCN, 2023). Declinios populacionais sdo observados ha décadas nessa
classe, levando a mais de um terco das suas espécies a passarem por redugdes populacionais
significativas ou extin¢do (IUCN, 2023; Silvano; Segalla, 2005; Stuart et al., 2004). Diversos
fatores sdo apontados como responsaveis por isso, como a perda de habitat, doencas infecciosas,
mudancas climaticas e presenga de contaminantes ambientais, os quais tendem a acentuar com
o desequilibrio ambiental (Luedtke et al., 2023). Embora 1.188 espécies de anfibios ocorram
em territdrio brasileiro, a pouca quantidade de estudos sobre a biologia das espécies nativas e
de monitoramento em longo prazo dificulta a compreensdo a respeito dos declinios
populacionais no pais (Segalla et al., 2021; Silvano; Segalla, 2005). Diante disso, na auséncia
de estudos direcionados, uma das medidas de conservacao proposta por pesquisadores ¢ o
aumento das pesquisas a respeito das doengas e contaminantes que possam afetar esses animais
(Young et al., 2004).

Embora a relacdo entre parasitos e seus hospedeiros em uma comunidade estavel nio
costume gerar doencas, situagdes de desequilibrio podem levar a diferentes niveis de
patogenicidade destes agentes (Combes, 1996; Mackenzie, 1999). Enquanto alguns parasitos
demonstram elevada sensibilidade as mudangas ambientais, outros aparentam maior resisténcia
do que os proprios hospedeiros (Combes, 1996; Mackenzie, 1999). A atividade agricola é capaz
de desestabilizar a relagdo parasito-hospedeiro, tanto devido as modificacdes causadas no
ambiente quanto pela liberagdo de contaminantes como os agrotoxicos (Hopkins; Hoverman,
2024; Koprivnikar; Redfern, 2012). Dessa forma, durante eventos que levem ao desequilibrio
ambiental, como o uso desses compostos quimicos, a susceptibilidade a infec¢do e carga
parasitaria podem aumentar em anfibios (Brown; Flynn; Hovermann, 2021; Combes, 1996;
Hopkins; Hoverman, 2024; Mackenzie, 1999). Nestas circunstancias, infec¢des parasitarias,
antes pouco patogénicas, tem o potencial de ocasionar manifesta¢des clinicas e hematologicas
nestes animais (Arikan; Cicek, 2014).

Devido a sua elevada permeabilidade cutanea e por habitarem ambientes terrestres e
aquaticos, anfibios podem ser considerados sentinelas quanto a presenca de poluentes em um

determinado ecossistema (Jantawongsri et al., 2015). Entretanto, a avaliacdo clinica destes
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animais ¢ muitas vezes inviabilizada em virtude da grande variedade de espécies e da auséncia
de intervalos de referéncia (IR) estabelecidos para seus parametros fisiologicos (Forzan et al.,
2017). Dessa forma, ¢ refor¢ada a importancia dos exames laboratoriais para a avaliagdo
sanitaria de anfibios, embora ainda sejam escassas as informacdes a respeito da hematologia e
bioquimica desses animais (Forzan et al., 2017; Forzan; Horney, 2020).

Anuros da familia Leptodactylidae Werner, 1986 ocorrem exclusivamente nas
Américas, sendo tipicos da regido neotropical (Frost, 2023; Stuart et al., 2004). Embora comum,
¢ considerada uma das quatro familias de anfibios que sofre declinios populacionais de forma
mais acelerada (Stuart et al., 2004). O complexo Leptodactylus latrans contém quatro espécies
amplamente distribuidas pela América do Sul ao leste dos Andes (Magalhaes et al., 2020). Entre
estas, a espécie Leptodactylus luctator possui uma extensa distribuicao, sendo a mais abundante
no estado do Rio Grande do Sul (RS), localizado no extremo sul do Brasil (Magalhaes et al.,
2020). Os anfibios dessa espécie sdao grandes, de habitos alimentares generalistas e noturnos,
os quais podem ser encontrados proximos aos cursos de dguas superficiais em areas preservadas
e antropizadas (Maneyro et al., 2004; Solé et al., 2009), com uma area de vida individual
estimada em aproximadamente 2000 m? (Henrique, 2016). Em decorréncia do seu maior
tamanho, da maior disponibilidade de individuos e de sua permanéncia, mesmo em ambientes
com maior agdo antrdpica, a espécie L. luctator aparenta elevado potencial como modelo de
estudo nas areas de patologia clinica e toxicologia que utilizem anfibios de vida livre.

Esta pesquisa buscou, assim, preencher certas lacunas a respeito do impacto dos
agrotoxicos na saude dos anfibios, com foco na espécie L. luctator. Ha uma caréncia de estudos
que abordem de forma abrangente e integrada os efeitos dos agrotoxicos sobre a saude desses
animais, especialmente no que diz respeito a hematologia e parasitologia. Pouco se sabe sobre
a relacdo entre a presenga de agrotoxicos e flutuacdes na ocorréncia, parasitemia e diversidade
de hemoparasitos em anuros. Além disso, a pesquisa sobre doencas infecciosas emergentes de
anfibios no RS ¢ escassa, especialmente em areas impactadas por compostos utilizados na
agricultura. A compreensdao dessas interacdes ¢ fundamental para avaliar o impacto dos
agrotoxicos sobre a saude desses animais e para identificar possiveis consequéncias negativas

para as populacdes de anfibios em ecossistemas agricolas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A rizicultura no Brasil

A graminea Oryza sativa, ou arroz, ¢ considerada um dos cereais de maior produgdo e
consumo no mundo, ao lado do milho e do trigo (Nery; Cella, 2022; Neto, 2015; Wander; Silva;
Ferreira, 2021; USDA, 2024). Nos paises em que ¢ considerado um item basico alimentar, o
aumento no consumo do arroz ¢ observado em conjunto com o crescimento populacional
(USDA, 2024). Originario da Asia, acredita-se que foi introduzido no Brasil pela frota de Pedro
Alvares Cabral no periodo em que ocorria a expansdo maritima europeia (Pereira, 2002; Sousa;
Ferreira, 2021). Embora apenas no inicio do século XX tenha sido criada a primeira lavoura
empresarial, atualmente o arroz ¢ amplamente cultivado no pais (Pereira, 2002; Sousa; Ferreira,
2021; Wander; Silva; Ferreira, 2021).

Na alimenta¢do humana, o arroz pode ser utilizado de diversas formas, como o
tradicional consumo do grao polido, branco ou parboilizado, farelo, ou at¢ mesmo na industria
de bebidas e 6leos a base deste cereal (Castro et al., 2021). O arroz quebrado, ou arroz de
terceira, assim como o farelo, também sdo empregados para a alimentacao animal (Castro et
al., 2021). Além destes e muitos outros usos, as industrias farmacéutica e cosmética sao
igualmente beneficiadas através do uso do amido e 6leo (Castro et al., 2021).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), o
Brasil ocupa a tltima posic¢ao entre os dez maiores produtores de arroz no mundo, sendo o tinico
desta lista localizado fora do continente asiatico (FAO, 2022). No pais, mais de 82% da
produgdo deste cereal ocorre na regido sul, dentro da qual, 85% ¢ realizada no RS, 13,4% em
Santa Catarina (SC) e 1,6% no Parana (EMBRAPA, 2023). Por este motivo, o sul do Brasil, em
especial os estados do RS e SC, sdo considerados responsaveis por garantir o abastecimento
nacional (Castro; Ferreira; Silva, 2022).

O sistema de cultivo de arroz mais utilizado ¢ chamado de irrigado por inundagao (Nery;
Cella, 2022; Paula, 2008). Neste sistema, tradicionalmente realizado no sul do Brasil, o plantio
¢ realizado em faixas de terra, seguido pela inundacdo do local utilizando a gravidade
(EMBRAPA, 2023; Fernandes et al., 2016; Paula, 2008). Previamente a colheita, a agua ¢
drenada do local (Paula, 2008). Outro modelo de cultivo ¢ o chamado de terras altas, ou arroz
de sequeiro, comum em propriedades que aplicam a rotagdo de culturas (Paula, 2008). Nesse

tipo de producdo os custos sao menores, geralmente ndo sdo necessarias adaptagdes — mesmo
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em solos de baixa fertilidade - e a irrigacdo ¢ realizada naturalmente pela chuva (Moraes ef al.,
2004; Paula, 2008).

Embora sobreviva em diferentes condi¢des, a maior produtividade do arroz tende a ser
alcancada quando cultivado dentro de intervalos térmicos adequados em clima quente e em solo
umido (Castro et al., 2021; IRGA, 2018; Nery; Cella, 2022; Paula, 2008). A temperatura ideal
varia em cada etapa do desenvolvimento, mas mantém-se geralmente entre 20 °C e 35 °C
(IRGA, 2018). Em etapas criticas do desenvolvimento, como a floracdo, temperaturas abaixo
de 15 °C podem induzir a esterilidade da planta (IRGA, 2018). Dessa forma, visto que a fase
vegetativa costuma demorar entre 130 e 135 dias, a época de semeadura deve ser realizada
evitando extremos de temperatura até o periodo de colheita (Guimaraes; Fageria; Filho, 2002;
IRGA, 2018). No estado do RS, o frio ¢ um dos fatores mais importantes para a defini¢ao do
calendario agricola do arroz (Steinmetz; Braga, 2001). Com certa variacao de acordo com a
regido do estado, apos a determinacdo por Steinmetz e Braga (2001) dos periodos favoraveis
para a semeadura do arroz irrigado no RS, foi observado que para cultivares de ciclo médio essa
atividade poderia ser realizada entre 21 de setembro e 20 de novembro e, para cultivares de
ciclo precoce, entre 11 de outubro e 10 de dezembro.

Vale destacar que mais de 90% das areas umidas nativas do sul do Brasil, como os
banhados, ja foram invadidas pela rizicultura (Maltchik e al., 2011). Curiosamente, estas
regides destinadas ao plantio de arroz podem auxiliar na preservagdo de anfibios na auséncia
do habitat original, mantendo uma elevada biodiversidade em um mosaico de microhabitats
(Machado; Maltchik, 2010; Maltchik et al., 2011; Moreira; Maltchik, 2014). Estes ambientes
aparentam ser adequados para varias familias de anuros durante as diferentes fases da producao
agricola, embora ainda possam ser representadas por uma riqueza de espécies menor do que
areas naturais (Machado; Maltchik, 2010; Moreira; Knauth; Maltchik, 2014; Moreira; Maltchik,
2014). Entretanto, a agdo de agrotoxicos nos animais que habitam estes ambientes necessita ser

avaliada (Machado; Maltchik, 2010).

2.1.1 Agricultura organica como um contraponto ao emprego de agrotoxicos

Agrotdxicos sdo compostos utilizados em areas agricolas, visando o controle de
organismos danosos e o aumento no rendimento da producao (Quarles, 2015; Van Meter ef al.,
2019). Estas substancias podem ser empregadas para o controle de pragas com potencial de
interferéncia nas producdes, como microrganismos, ervas daninhas, animais invertebrados e

vertebrados (Faria, 2003; Garcés; Pires; Rodrigues, 2019). Desde 2011, o Brasil ¢ considerado
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o maior consumidor destes agentes quimicos; em um levantamento de 2021, o pais utilizou 57%
a mais do que o segundo colocado, os Estados Unidos da América (FAO, 2021). Da mesma
forma, o registro de novos agrotdxicos e seus componentes no Brasil cresceu vertiginosamente
entre 2017 e 2022, com a primeira queda observada em anos apos a conclusao do relatério de
2023 (Brasil, 2023).

Visto que “pragas” podem influenciar negativamente na rizicultura (Castro; Ferreira;
Silva, 2022), o uso de agrotoxicos ¢ realizado visando maior produtividade e qualidade do
produto final (Bosignari, 2020). Artrépodes lepiddpteros, hemipteros e coledpteros, assim
como moluscos, aves passeriformes e fungos sdo os principais acusados pela diminui¢do da
produtividade do arroz irrigado (Neto, 2015). A doenca mais importante no RS é chamada de
Brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea, o qual é capaz comprometer totalmente a
producao (Neto, 2015). O primeiro tratamento com agrotoxicos € realizado com inseticidas e
fungicidas diretamente nas sementes, evitando prejuizos durante a germinagao da planta (Neto,
2015). Apds a irrigacdo, a aplicagdo de agrotoxicos passa a ser por via aérea (Neto, 2015), a
qual deve seguir normas estritas em relagdo a distancia minima para a pulverizagdo em regioes
proximas a mananciais de agua, agrupamentos de animais e moradias humanas (Brasil, 2008;
2021).

Salienta-se que o uso inadequado de agrotoxicos deve ser evitado, visto que pode levar
a perdas de produtividade, aumentos nos custos e até mesmo danos ambientais e a satide dos
produtores (IRGA, 2018). Na lavoura, ¢ proibido o uso de diferentes compostos
simultaneamente, os quais podem ter acdo antagonista ou até mesmo causar fitotoxicidade
(IRGA, 2018). Do ponto de vista ambiental, a 4gua utilizada para a irrigagdo pode atingir
mananciais hidricos, afetando o ecossistema (IRGA, 2018). Por estes motivos, sistemas de
producao organica sdo uma oOtima alternativa para reduzir o impacto, sendo definidos conforme

alein®10.831, de 23 de dezembro de 2003:

Art. 1o Considera-se sistema organico de produgdo agropecuaria todo aquele em que
se adotam técnicas especificas, mediante a otimizagdo do uso dos recursos naturais e
socioecondmicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades
rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econémica e ecologica, a maximizagdo
dos beneficios sociais, a minimizagdo da dependéncia de energia ndo-renovavel,
empregando, sempre que possivel, métodos culturais, bioldgicos e mecanicos, em
contraposi¢do ao uso de materiais sintéticos, a eliminagdo do uso de organismos
geneticamente modificados e radiagdes ionizantes, em qualquer fase do processo de
producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, ¢ a
protecdo do meio ambiente. (Brasil, 2003)

Do ponto de vista da agricultura orgénica, o controle de doengas na rizicultura pode ser
realizado através do uso de variedades tolerantes e a realizacdo de semeadura na época

adequada (Neto, 2015). Da mesma forma, o manejo adequado da lamina d’agua auxilia no
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combate a plantas indesejadas, aves e caramujos (Diel ef al., 2020). No Brasil, para atestar um
produto como organico e permitir a sua comercializacdo, entidades credenciadas devem
inspecionar o processo produtivo e conceder o selo de certificagao (Zang et al., 2020).

A agricultura organica também pode ir além da simples eliminagao de agrotoxicos e da
mitigacdo de impactos ambientais; quando aliada aos principios da agroecologia, também
promove transformagdes nas dindmicas sociais de produg¢do, incentivando a participagdo ativa
dos agricultores e uma relagdo mais harmoniosa com o ambiente (Lindner; Medeiros, 2023).
Atualmente, o Movimento dos Trabalhadores Rurais Sem Terra ¢ reconhecido como o principal
produtor de arroz organico na América Latina, em grande parte devido a produgdo proveniente
do complexo de assentamentos localizados na regido metropolitana de Porto Alegre, em

especial o Assentamento Filhos de Sepé (Preiss, 2020).

2.1.1.1 Impactos fisiologicos dos agrotoxicos em anfibios

Os principais riscos relacionados aos agrotoxicos se devem a sua persisténcia no
ambiente, bioacumulagdo e toxicidade (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016). Os anfibios
sdo suscetiveis a entrar em contato com estes compostos através da pulverizagdo direta ou pelo
escoamento em corpos de agua (Quarles, 2015), permitindo a exposi¢do destes animais tanto
durante a fase larval quanto adulta (Van Meter ef al., 2019). A sensibilidade dos anfibios contra
a maior parte das classes de agrotdxicos ¢ elevada, sejam estes utilizados de forma isolada ou
em combinagdes, agindo de forma aguda ou cronica (Quarles, 2015; Van Meter et al., 2019).
A exposicao simultanea a diferentes classes de agrotdxicos € capaz de causar efeitos até mesmo
mais pronunciados, embora dados a respeito da concentracdo e efeitos toxicos ainda sejam
escassos na literatura (Van Meter et al., 2019). Devido a isso, ¢ importante compreender o
potencial que estes agentes quimicos possuem em participar de declinios populacionais de
anfibios e, desta forma, utilizar informag¢des provenientes de pesquisas na area como um auxilio
na elaboragdo de medidas de prote¢ao de curto e longo prazo (Van Meter et al., 2019).

A acentuada permeabilidade cutanea dos anfibios, vital para promocgao de trocas gasosas
e manutencao do equilibrio osmoético, € um dos principais responsaveis pela elevada absor¢ao
dos agrotoxicos (Pasmans; Martel, 2019; Quarles, 2015). Estudos sugerem que a exposi¢ao
destes animais aos poluentes ambientais pode predispor a imunossupressdo € aumentar a
suscetibilidade a diversas enfermidades (Brodkin et al., 2007; Gilbertson et al., 2003; Linzey
et al.,2003).
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Os agrotoxicos sdo considerados estressores, visto que sdo capazes de estimular a
elevagdo de niveis séricos de glicocorticoides (Brodkin et al., 2007; Gray; Miller; Hoverman,
2009; Van Meter et al., 2019). Nos anfibios, a corticosterona - o principal glicocorticoide
liberado no estresse - € responsavel por modular diversas fungdes relacionadas ao
comportamento, reproducdo, metabolismo e imunidade destes animais (Moore; Jessop, 2003).
Ao avaliar individuos afetados por essa acdo imunossupressora secunddria dos agrotoxicos,
diversas reagdes podem ser observadas no organismo, como uma maior predisposi¢ao a
infecgdo por parasitos e outros agentes infecciosos (Christin et al., 2003; Forson; Storfer, 2006;
Rohr et al., 2013). Além dos efeitos hormdnio-dependentes, os agrotoxicos também podem
afetar os anfibios de outras formas; genotoxicidade - capacidade de causar danos ao material
genético -, efeitos teratogénicos e redugdo de crescimento e sobrevida sdo algumas das
consequéncias relatadas (Garcés; Pires; Rodrigues, 2019; Langerveld ez al., 2009).

O herbicida acido diclorofenoxiacético, popularmente conhecido como 2,4-D, pertence
ao grupo quimico do 4cido ariloxialcandico e ¢ utilizado no ambiente agricola para
seletivamente eliminar ervas daninhas de folhas largas (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016;
Munro et al., 1992). Este composto ¢ amplamente utilizado no Brasil e no mundo em culturas
como o arroz, cana-de-acucar e batata (Freitas et al., 2019). Quando diluido ou degradado de
forma ineficiente, pode atingir concentragdes capazes de causar genotoxicidade em organismos
aquaticos (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016). Em girinos expostos cronicamente, ¢ capaz
de prejudicar o crescimento, natacdo e metamorfose, assim como alterar reservas lipidicas
(Freitas et al., 2019). Este composto também ¢ responsavel por danos teratogénicos e por
aumentar a resposta contra a maior geracao de radicais livres em Rhinella arenarum (Anura:
Bufonidae) (Aronzon et al., 2010; Lajmanovich et al., 2015).

As estrobilurinas atuam na inibi¢ao da respiracao celular fingica, sendo eficientes para
o controle de doengas causadas por estes organismos (Bartett et al., 2001; Zhang et al., 2020).
Os compostos mais utilizados do grupo sdo a azoxistrobina, piraclostrobina, trifloxistrobina,
fluoxastrobina, picoxistrobina e cresoxim-metilico (Zhang et al., 2020). Estrobilurinas causam
elevada letalidade e efeitos teratogénicos em Xenopus tropicalis (Anura: Pipidae) (Li et al.,
2016). Piraclostrobina também ¢ associada com maiores cargas parasitarias de trematodeos em
Aquarana catesbeiana (Anura: Ranidae) (Hopkins; Hoverman, 2024). Estes compostos ainda
podem ter efeitos sinérgicos ao serem utilizados em misturas com outros agrotdxicos (Wu et
al., 2018).

Triaz6is compreendem um grupo amplamente utilizado na agricultura, os quais

desestabilizam a membrana flingica, inibindo o seu crescimento (Pernak et al., 2015; Sancholle;
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Weete; Montant, 1984). Existem diversos compostos triazois atualmente, utilizados em estudos
que avaliam seus efeitos em organismos nao-alvo (Roman et al., 2021). O ciproconazol pode
diminuir o crescimento, prejudicar a metamorfose e ocasionar comportamentos anormais em
Pelophylax nigromaculatus (Anura: Ranidae) (Zhang et al., 2019). Triazois sao associados com
efeitos teratogénicos em ratos e Xenopus laevis (Anura: Pipidae) (Groppelli et al., 2005; Renzo
et al., 2011). Estes produtos quimicos também podem alterar a dindmica de Batrachochytrium
dendrobatidis no ambiente (Barbi et al., 2023). Mesmo ndo reduzindo a carga fingica em
animais previamente contaminados, aparentam ter um efeito preventivo ao expor o hospedeiro
antes da infecc¢do (Barbi ef al., 2023). Embora com aparentes efeitos positivos, também causa
um alerta quanto a possibilidade de selecionar organismos resistentes e os efeitos disso na
medicina humana e veterinaria (Barbi et al., 2023; Garcia-Rubio; Cuenca-Estrella; Mellado,

2017).

2.2 Doengas emergentes como obstaculos a conservacio de anfibios

A maior ocorréncia de declinios populacionais de anfibios em nivel global atrai a
atencao de pesquisadores para o estudo das causas e o efeito delas nos animais ha anos (Duffus;
Olson, 2011; Stuart et al., 2004; Young et al., 2004). Entre estas causas, podemos citar as
doencas infecciosas emergentes, principalmente representadas pela quitridiomicose e
ranavirose (Duffus; Olson, 2011), ambas notificaveis a World Organisation for Animal Health

(WOAH, fundada previamente como OIE - Office International des Epizooties) (OIE, 2022).

2.2.1 Quitridiomicose

O filo Chytridiomycota ¢ composto por fungos encontrados principalmente na agua e
solo, capazes de parasitar principalmente outros fungos, algas, plantas e alguns pequenos
invertebrados, utilizando quitina, queratina e debris como substrato (Berger et al., 1998). Apos
analises histoldgicas de anuros vitimas de eventos de mortalidade em massa no Panama e
Australia na década de 1990, foi descrito o primeiro relato de organismos deste filo parasitando
vertebrados (Berger et al., 1998).

A quitridiomicose ¢ uma doenga causada principalmente pelo fungo B. dendrobatidis
(Longcore; Pessier; Nichols, 1999), o qual pode ser observado infectando a porgao
queratinizada da epiderme de anfibios das ordens Anura, Urodela e Gymnophiona em todos os

continentes nos quais habitam seus hospedeiros (Berger et al., 1998; Olson; Ronnenberg, 2014).
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Mais recentemente, apos investigacdes de declinios populacionais de causa desconhecida de
Salamandra salamandra (Caudata: Salamandridae), foi descrita a espécie Batrachochytrium
salamandrivorans (Martel et al., 2013). Atualmente, a quitridiomicose € associada com o
declinio populacional de mais de 500 espécies de anfibios, sendo que 90 destas podem estar
extintas (Scheele et al., 2019). No Brasil somente ha descricdo de B. dendrobatidis, a qual ¢é
amplamente distribuida pelo pais, especialmente em regides de mata atlantica (Carvalho;
Becker; Toledo, 2017).

Em anfibios adultos afetados por B. dendrobatidis geralmente ndo sao observadas lesdes
macroscopicas. Por outro lado, em analises histolégicas, esporangios podem ser encontrados
nos estratos corneo e granuloso da epiderme, principalmente nos digitos e regido ventral do
corpo (Berger et al., 1998). Além das estruturas fingicas, também podem ser visualizadas no
estrato corneo areas de hiperqueratose paraqueratdrica e eventual erosao (Berger ef al., 1998).
Em contrapartida, o oposto ¢ observado em infec¢des por B. salamandrivorans, o qual ¢é
responsavel por causar erosdes multifocais superficiais, assim como ulceras profundas (Martel
et al., 2013). Citologicamente, o diagnodstico de quitridiomicose pode ser feito através da
visualizagdo de estruturas esféricas, frequentemente septadas, no citoplasma de queratinocitos
ou no meio extracelular (Pressier, 2021).

Embora o mecanismo por trds da elevada letalidade da doenga ndo esteja totalmente
elucidado, em animais com cargas muito elevadas do fungo na pele a respiracdo cutinea e
osmorregulacdo podem ser prejudicadas (Berger et al., 1998; Fisher; Garner, 2020). Visto que
o fungo somente se desenvolve em regides queratinizadas da pele, em girinos a infecg¢ao so6 €
capaz de ocorrer na boca, ndo sendo observado em outras regides do corpo (Berger et al., 1998).
Por este mesmo motivo, a quitridiomicose ndo costuma causar a morte de anfibios em estagio

larval (Berger et al., 1998).

2.2.2 Ranavirose

Os virus do género Ranavirus sao membros da familia Iridoviridae e possuem genoma
constituido por DNA dupla fita (Chinchar, 2002). Estes virus sdo capazes de afetar de forma
sistémica peixes, anfibios e répteis (Chinchar, 2002), com relatos na Asia, Oceania, Europa,
Africa e Américas (Brunner ef al., 2021).

Infecgdes por Ranavirus podem causar lesdes em diversos 0rgaos, sendo associadas com
doenca clinica em populagdes de animais ectotérmicos ha algumas décadas (Chinchar, 2002).

Embora espécies diferentes do virus possuam diferentes patogenicidades, a taxa de mortalidade
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por ranaviroses pode chegar a 100% (Chinchar, 2002). Diversos fatores podem aumentar a
susceptibilidade ao virus, como a infec¢do por variedades mais virulentas ou a agdo de
estressores naturais e antropogénicos (Gray; Miller; Hoverman, 2009), incluindo os agrotoxicos
(Forson; Storfer, 2006).

Em anfibios, os primeiros isolados de Ranavirus datam da década de 1960 em amostras
de Lithobates pipiens (Anura: Ranidae) (Granoff; Came; Rafferty, 1965). Atualmente ja
existem relatos de infecgcdes em diversas espécies de anuros e urodelos em diferentes estagios
ontogenéticos, sendo especialmente mais comum em membros da familia Ranidae (Duffus;
Olson, 2011; Miller; Gray; Storfer, 2011). At¢é o momento, ndo ha relatos na ordem
Gymnophiona (Brunner et al., 2021).

Em um estudo com Rana sylvatica (Anura: Ranidae), foi observada uma redugdo na
contagem relativa de linfocitos e neutrofilia em estagios iniciais da infeccao por Ranavirus,
seguido por linfocitose relativa com a progressao da doenca (Forzan et al., 2016). Também
foram observadas inclusdes intracitoplasmaticas eosinofilicas em todas as linhagens
leucocitarias, com origem viral confirmada por imunocitoquimica; células contendo estas
inclusdes apresentavam degeneracdo nuclear, assim como outras alteragdes morfologicas
(Forzan et al., 2016).

A distribuicdo mundial do virus, somada a capacidade de causar doenca em diversas
espécies de anfibios, demonstram o seu risco a estas populagdes (Miller; Gray; Storfer, 2011).
Esforg¢os para a reunido de dados sobre Ranavirus e da sua distribui¢do resultaram em um
sistema online e de acesso livre, o Global Ranavirus Reporting System (GRRS,
https://brunnerlab.shinyapps.io/GRRS Interactive/), criado em 2015 (Brunner et al., 2021). No
Brasil ainda sdo escassos os relatos, todos envolvendo a espécie exdtica invasora A. catesbeiana
e restritos ao sudeste (Neves et al., 2016; Candido et al., 2019) e centro-oeste (Galli et al., 2006;

Mazzoni et al., 2009) do pais, assim como um Unico no estado do RS (Ruggeri et al., 2019).

2.3 Patologia clinica: ferramenta para a avaliacio da saude de anfibios

Devido aos declinios em populagdes de anfibios ao redor do mundo, suas aplicagdes
como modelo de estudo e até mesmo como mascotes, ¢ observado um aumento na demanda por
médicos veterindrios que atuem com esses animais em programas de conservacdo, no ambiente
laboratorial e na clinica médica, respectivamente (Pessier, 2021). Anfibios também podem
atuar como bioindicadores, visto que suas variaveis hematoldgicas aparentam estar diretamente

conectadas as condigdes ambientais (Gavel et al., 2021; Welsh; Ollivier, 1998; Zhelev;
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Popgeorgiev; Mehterov, 2015). A avaliagdo hematoldgica de anfibios ¢ uma ferramenta muito
util quando utilizada como um direcionamento para a avaliagdo da saude, diagnostico de
enfermidades, elaboragdo de prognosticos e acompanhamento terapéutico (Heatley; Russell,
2019). Entretanto, por serem animais ectotérmicos e adaptados ao ambiente terrestre e aquatico,
muitas variagdes sdo observadas em suas condigdes fisiologicas (Campbell, 2012; Heatley;
Russell, 2019). Visto que fatores extrinsecos e intrinsecos podem ser bastante influentes, o
estabelecimento de IR e a interpretacao de resultados se tornam grandes desafios nestes animais
(Forzén; Horney, 2020). A utilizagdo de técnicas associadas, como reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), sorologia, histopatologia e cultura microbioldgica, ¢ frequentemente
necessaria para o diagndstico definitivo da etiologia de doencas (Heatley; Russell, 2019).

Por outro lado, mesmo que complexa, a avaliagdo hematoldgica destes animais possui
grande potencial para o monitoramento do status sanitario quando considerados diferentes IR e
o efeito de fatores que possam influenciar na resposta hematologica (Campbell; Ellis, 2015).
Atualmente, diretrizes ja foram estabelecidas por profissionais da patologia clinica veterinaria
para o estabelecimento de IR de animais silvestres, minimizando interferentes (Friedrichs et al.,

2012).

2.3.1 Coleta de sangue

Com finalidade de evitar a remog¢ao da camada protetora de muco e trocas excessivas
de calor, a manipulacdo de anfibios deve ser realizada de forma delicada e durante o menor
tempo possivel (Forzan et al., 2017). O uso de luvas nitrilicas sem talco também ¢é encorajado
para evitar lesdes na pele e intoxicagdes ao animal, além de proteger o profissional envolvido
(Greer et al., 2009).

Sabe-se que o volume de sangue circulante de anuros ¢ variavel (Campbell; Ellis, 2015),
embora componha aproximadamente 10% do peso corporal (Arikan; Cicek, 2014). Por
seguranc¢a, de forma geral, a quantidade méxima de sangue que deve ser coletada de um
individuo sadio ¢ considerada a correspondente a 1% do seu peso corporal (Campbell; Ellis,
2015; Forzan et al., 2017), podendo ser obtida por pungdo da veia abdominal ventral, veia
femoral, veia maxilar, plexo lingual ou por cardiocentese (Almosny, 2014; Campbell, 2012;
Campbell; Ellis, 2015; Forzén et al., 2017; Heatley; Russell, 2019).

Assim como em répteis, devido a proximidade dos vasos linfaticos aos sanguineos,

amostras de sangue coletadas de anfibios podem ser contaminadas por linfa durante a pungao,
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o que deve ser evitado a fim de prover valores fidedignos das contagens celulares (Almosny,
2014; Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015).

Parte da literatura orienta o uso de heparina litica como anticoagulante para analises
hematoldgicas de anfibios, visto que o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) seria capaz
de causar hemolise em algumas espécies (Arikan; Cicek, 2014; Campbell, 2012). Entretanto,
diversos estudos ja extrapolam o uso do EDTA como anticoagulante para alguns anuros (Chang
et al., 2015; Coppo; Mussart; Fionarelli, 2005; Das; Mahapatra, 2014; Franco-Belussi et al.,
2022), o que permite uma contagem celular mais adequada devido a menor agregacao de
trombocitos e leucdcitos. Entretanto, como todos os anticoagulantes podem afetar em diferentes
graus a coloracdo e morfologia celular, ¢ sempre recomendada a realizagdo de distensdes

sanguineas com a amostra fresca, imediatamente apos a coleta (Heatley; Russell, 2019).

2.3.2 Processamento de amostras para hemograma e citologia sanguinea

Quando comparadas com as de mamiferos, mais limitacdes podem ser observadas nas
analises hematologicas de anfibios; embora alguns estudos tentem associar uma metodologia
hibrida, utilizando contadores celulares automaticos, ainda ¢ indispensavel a realizagdo de
contagens manuais (Forzan et al., 2017; Heatley; Russell, 2019). Metodologias descritas na
literatura para a quantificagdo das células incluem estimativas de leucdcitos em lamina e
contagens em hemocitometro, utilizando contagens indiretas (como a coloragdo de Floxina) e
diretas (utilizando o corante de Natt-Herrick), sendo a ultima considerada a mais acurada
(Heatley; Russell, 2019). A afericdo do hematdcrito, estimativa de proteinas plasmaticas totais,
diferencial e morfologia celular também devem ser incluidos no hemograma de anfibios
(Heatley; Russell, 2019).

Os anfibios possuem os maiores eritrocitos entre os vertebrados (Arikan; Cicek, 2014).
Estas células sao elipticas, possuindo citoplasma palido eosinofilico e nicleo ovalado central
com cromatina densa (Arikan; Cicek, 2014; Campbell, 2012). Os policromatoéfilos sao
eritrocitos mais imaturos, de aparéncia menor, mais arredondados € com citoplasma mais
basofilico, encontrados em discreta quantidade em animais higidos (Forzan et al., 2017).

Flutuacdes eritrocitarias sazonais sdo comuns, principalmente durante a primavera,
estacdo em que se espera um maior numero de células circulantes (Campbell, 2012). Por outro
lado, alteracdes em indices eritrocitarios também podem caracterizar anemia (regenerativa ou
nao regenerativa) ou eritrocitose (Heatley; Russell, 2019). Assim como em outros vertebrados,

anemias regenerativas podem ocorrer devido a perda de sangue aguda e hemolise (Heatley;
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Russell, 2019). Entre as causas de hemolise podemos citar a infeccdo por hemoparasitos,
embora a patogenicidade destes agentes infecciosos seja dependente de diversos fatores, como
a adaptacdo ao hospedeiro, célula afetada e espécie parasitaria (Heatley; Russell, 2019). A
identificacao da resposta regenerativa ocorre devido a visualizagdo de maiores quantidades de
policromatoéfilos e outros precursores eritrocitarios, eritrocitos binucleados e figuras de mitose
(Heatley; Russell, 2019).

Os leucocitos de anfibios aparentemente possuem fungdes similares as exercidas pelos
de outros vertebrados, embora poucos estudos avaliem efeitos diretos sobre a proporcao celular
(Campbell, 2012; Heatley; Russell, 2019). No sangue de anfibios, estes seguem a mesma
classificagdo de mamiferos em granuldcitos (neutrofilos, eosinéfilos, basofilos) e agranulocitos
(linfocitos e monocitos) (Campbell, 2012; Forzan et al., 2017; Heatley; Russell, 2019).

O termo heteréfilo ja foi previamente utilizado para se referir ao granuldcito mais
comum em anfibios; porém, visto que citoquimicamente sdo mieloperoxidase positivos,
atualmente sdo chamados de neutrofilos (Forzan et al., 2017; Heatley; Russell, 2019; Pessier,
2021). Estas células sdo similares as encontradas em mamiferos, arredondadas, com citoplasma
discretamente basofilico, pequenos granulos eventualmente visiveis e nucleo multilobulado
(Campbell; Ellis, 2015; Forzan et al., 2017). Algumas espécies, como L. luctator, possuem
neutrdfilos com nucleo uni ou bilobulado (Bilhalva et al., 2023). Eosin6filos possuem tamanho
similar aos neutréfilos, porém com citoplasma mais basofilico, repleto de granulos
arredondados e eosinofilicos, € um ntcleo menos lobulado (Arikan; Cicek, 2014; Campbell,
2012). Basofilos sao granulécitos de facil diferenciagao (Heatley; Russell, 2019). Possuem
citoplasma e nucleo arredondado, o qual por muitas vezes ¢ oculto por grandes granulos
basofilicos (Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015). Corantes aquosos podem ndo evidenciar
corretamente esta granulacdo, sendo preferivel a utilizacdo de coloragdes derivadas de
Romanowsky que utilizem metanol como solvente (Allison; Velguth, 2010).

Linfécitos geralmente sdo as células mais comuns no diferencial leucocitério de anfibios
(Heatley; Russell, 2019). Sao bastante similares aos observados em mamiferos, de formato
arredondado, com citoplasma discretamente basofilico e agranular, assim como nucleo
excéntrico com cromatina densa, ocupando grande parte do citoplasma (Arikan; Cicek, 2014;
Heatley; Russell, 2019). Eventualmente, grandes linfécitos podem ser observados em
esfregacos sanguineos de animais saudaveis (Campbell, 2012). Monocitos sdo caracterizados
por suas grandes dimensdes e formato irregular, com citoplasma abundante, frequentemente
vacuolizado e diferentes formatos de nucleo com cromatina pouco condensada (Campbell,

2012). No citoplasma destas células eventualmente podem ser observados materiais
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fagocitados, como melanina, debris mucoproteicos, lipidios, eritrocitos, hemossiderina, entre
outros (Heatley; Russell, 2019).

Assim como descrito para aves e répteis, os trombodcitos de anfibios também sao
nucleados e participam do processo de coagulagdo (Campbell, 2012; Forzéan et al., 2017). A
morfologia destas células depende de certos fatores (Heatley; Russell, 2019). Quando se
encontram inativados possuem formato ovalado, citoplasma palido, pouco corado e ntcleo
ovalado central com cromatina densa (Campbell, 2012; Forzan et al., 2017). Trombocitos
ativados, por outro lado, sdo arredondados, frequentemente apresentando pseuddpodes e
citoplasma com granulacdo eosinofilica (Heatley; Russell, 2019). Estas células também podem
ser facilmente confundidas com pequenos linfécitos, os quais possuem cromatina nuclear
menos condensada e citoplasma mais basofilico (Forzan et al., 2017). A presenga de agregados
trombocitarios ¢ bastante comum, principalmente quando utilizada a heparina como
anticoagulante (Heatley; Russell, 2019). A preseng¢a de trombdcitos imaturos pode sugerir uma
resposta regenerativa desta linhagem celular (Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015).

A interpretagdo do hemograma de anfibios pode ser um desafio, sendo geralmente
extrapolada de maneira similar a aplicada com répteis (Almosny, 2014). Para isso, deve ser
levada em conta a fase de desenvolvimento, idade, fase reprodutiva e variagcdes sazonais
(Almosny, 2014). Além disso, contaminantes ambientais estressores, como 0s agrotoxicos,

também podem modular a celularidade observada (Silva et al., 2020).

2.3.3 Parasitos e outras inclusdes observadas no sangue de anfibios

A elevada prevaléncia de organismos parasitarios no sangue de anfibios ¢ um assunto
discutido ha décadas (Causey, 1939). Um dos primeiros registros na literatura sobre os
hemoparasitos destes animais foi o relato da descoberta do agente Trypanosoma sanguinis (syn.
Trypanosoma rotatorium) em amostras de Pelophylax esculentus (Anura: Ranidae) (Ferreira et
al., 2015; Gruby, 1843; Hoare, 1964). Dessa forma, a observacao de parasitos sanguineos em
esfregacos sanguineos de anfibios se torna um achado frequente (Forzén et al., 2017).

Sabe-se que a invasdo do ambiente terrestre apds o periodo larval permite uma maior
exposicao dos individuos as diferentes condigdes climaticas, predadores e vetores capazes de
transmitir agentes patogénicos (Fonseca; Reynolds, 2021). Além disso, as células sanguineas
dos anfibios aparentemente proporcionam um ambiente propicio para o desenvolvimento de

seres eucariotos e procariotos (Desser; Barta, 1984).
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De forma geral, infec¢des parasitarias raramente cursam com doencas em anfibios de
vida-livre, entretanto, manifestacdes clinicas e hematoldgicas podem ser observadas devido ao
estresse (Arikan; Cicek, 2014). Protozodrios intracelulares e extracelulares, assim como
helmintos, bactérias intraeritrocitarias e inclusdes virais podem ser encontrados em amostras
coletadas de animais de cativeiro ou vida-livre (Desser, 2001; Forzan et al., 2017; Netherlands
et al., 2015). Segundo alguns autores, a prevaléncia destes agentes parece ser mais modulada
de acordo com o habitat do individuo, visto que aparenta afetar mais animais de ambientes
aquaticos ou que possuam o estagio bioldgico de girino por longos periodos (Barta; Desser,
1984; Desser; Barta, 1984). A exposicao prolongada de um hospedeiro anfibio com vetores
também aparenta possuir relagdo com a parasitemia, j& que animais maiores ¢ mais velhos
costumam possuir maior carga parasitaria (Barta; Desser, 1984; Nguiffo et al., 2019).

A quantidade de pesquisas a respeito destes agentes de anfibios vem crescendo nos
ultimos tempos, embora ainda ocorram em poucas areas do Brasil, geralmente restritas ao
Centro-Oeste (Ferreira et al., 2007; 2015; Rodrigues et al., 2019; Ungari et al., 2020; 2021;
2022), Sudeste (Costa; Pereira, 1971; Costa et al., 1973; Ferreira et al., 2007; 2020; Ungari et
al., 2022) e Norte (Coélho et al., 2021a; 2021b; 2021c; Ferreira et al., 2007; Oliveira et al.,
2020; Pinho et al., 2021). Na regido sul do pais ainda ndo ha descricio molecular de
hemoparasitos de anuros, com dois estudos restrito a morfologia, um no estado do Parana

(D'Bastiani; Struett; Campido, 2018) e outro no RS (Bilhalva ef al., 2023).

2.3.3.1 Protozoarios intracelulares

Pequenas inclusdes intraeritrocitarias nomeadas de Anguillula minima foram relatadas
em anfibios pela primeira vez no século 19 por Chaussat (1850, apud Mackerras; Mackerras,
1961), sendo posteriormente classificadas como Lankesterella minima (Labbé, 1899). Estes
parasitos sdo coccidios pertencentes a subordem Eimeriorina, e, no hospedeiro vertebrado, sdo
capazes de realizar esquizogonia e esporogonia em macrofagos e células endoteliais, seguidos
pela liberacao de esporozoitos pelo oocisto e invasao de eritrocitos e leucocitos (Mackerras;
Mackerras, 1961; Paperna et al., 2009). Também podem ser facilmente observados livres no
esfregago sanguineo, provavelmente devido ao rompimento de eritrdcitos infectados, os quais
possuem menor integridade (Mackerras; Mackerras, 1961; Paperna; Martin, 2001). Acredita-se
que a transmissdo ocorra através de hospedeiros invertebrados, como as sanguessugas da
espécie Hemiclepsis marginata (Noller, 1920 apud Fonseca; Reynolds, 2021), embora

possivelmente atuem somente como vetores mecanicos (Mackerras; Mackerras, 1961).
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Outros protozoarios intracelulares observados em anfibios incluem as hemogregarinas,
termo utilizado na literatura para se referir a um grande e diverso grupo de parasitos
apicomplexos da subordem Adeleorina (Netherlands et al., 2020). Dentro da familia
Haemogregarinidae, o género Hepatozoon ¢ frequentemente relatado em anfibios, enquanto os
géneros Haemogregarina, Haemolivia e Pseudohaemogregarina sdo reportados raramente (Al-
Quraishy et al., 2021). Para uma correta diferenciagdo morfologica entre os géneros,
principalmente Hepatozoon e Haemogregarina, se faz necessaria a observagdo do estagio
esporogdnico no vetor, entretanto, a maioria das dos relatos descritivos sao baseados somente
na morfologia parasitaria encontrada no sangue do hospedeiro, visto que os ciclos biologicos
ainda foram pouco elucidados (Leal et al., 2009). Hepatozoon leptodactyli ja foi observado
parasitando eritrécitos de Leptodactylus pentadactylus ¢ do complexo L. latrans, sendo
possivelmente transmitido por vetores sanguessugas da espécie Haementeria lutzi (Costa et al.,
1973). Em infeccdes graves, os autores também relataram a presenca deste parasito em
leucoécitos (Costa et al., 1973).

Hemogregarinas pertencentes a familia Dactylosomatidaec também podem ser
observadas no sangue de anfibios, como os géneros Babesiosoma e Dactylosoma (Davies;
Johnston, 2000; Netherlands et al., 2020). Entre estes, o género Dactylosoma ¢ mais
frequentemente citado na literatura e, devido a observagdo deste parasito em diferentes locais
do mundo, acredita-se que habitam o sangue de anfibios hd muitos anos, sem efeitos
patogénicos descritos (Manwell, 1964). Relatos da presenca deste género ja existem em
diversas espécies de anuros, incluindo as do complexo L. latrans (Costa; Pereira, 1971). Visto
que membros dessa familia somente foram observados em animais aquaticos, acredita-se que

sejam transmitidos por vetores como as sanguessugas (Netherlands et al., 2020).

2.3.3.2 Protozoarios extracelulares

Protozoarios flagelados da familia Trypanosomatidae possuem distribui¢do mundial
(Bardsley; Harmsen, 1973; O’Donoghue, 2017) e podem habitar o sangue de todas as classes
de vertebrados (Jordaan; Preez; Netherlands, 2023). A descrigdo inicial destes parasitos ocorreu
na primeira metade do século XIX, com a criagdo do género Trypanosoma (Gruby, 1843).
Tripomastigotas geralmente sdo maiores e mais complexos em anfibios do que em mamiferos,
com nucleo e cinetoplasto visiveis, mas dotadas ou ndo de membrana ondulante e flagelo,
podendo ser facilmente encontradas de forma livre no sangue do hospedeiro vertebrado

(Bardsley; Harmsen, 1973). Os formatos observados no sangue destes animais podem ser
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diversos, variando desde a classica aparéncia alongada tripaniforme, até formas arredondadas
e ausentes de flagelo livre (Ferreira et al., 2007).

Diversos fatores dificultam a identificacdo das mais de 60 espécies de tripanossomas
que habitam estes animais (Klaphake, 2009). Devido ao intenso pleomorfismo destes
protozoarios, o reconhecimento com base na morfologia ndo deve ser realizado além do género
no estagio bioldgico presente no sangue do hospedeiro (Bardsley; Harmsen, 1973; Desser,
2001), o que resultou em diversas espécies classificadas erroneamente ao longo dos anos
(Desser, 2001). Além disto, o género costuma compreender agentes menos espécie-especificos
quando habitando animais de sangue frio (Bardsley; Harmsen, 1973).

Em anfibios, sanguessugas e dipteros sdo descritos como potenciais vetores para a
transmissao de tripanossomatideos (Ayala, 1971; Barta; Desser, 1984; Johnson; Young; Butler,
1993; Martin; Desser, 1991; O’Donoghue, 2017), os quais ndo costumam ser patogénicos.
Entretanto, existem relatos associados com espécies de Trypanosoma nos quais puderam ser

observados sinais clinicos graves, incluindo 6bito (Klaphake, 2009).

2.3.3.3 Helmintos

Nematodeos da familia Onchocercidae, popularmente conhecidos como filarias, podem
migrar entre o sangue e a linfa do hospedeiro, locais de facil ingestao pelo vetor hematofago
(Bain, 2002). Estes parasitos podem afetar uma grande gama de hospedeiros terrestres,
incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios (Bain, 2002). A visualizacao de microfilarias no
sangue de anfibios ¢ comum, sendo frequentemente relatadas em estudos sobre a fauna
hemoparasitaria destes animais (Netherlands ez al., 2015; Nguiffo et al., 2019). A prevaléncia
e intensidade da infecgdo flutuam de acordo com a época do ano, provavelmente de acordo com
a disponibilidade de dipteros vetores (Nguiffo et al., 2019).

Embora n3o costumem ser associados com doencas, em elevadas quantidades estes
helmintos podem causar letargia e outros sinais clinicos (Arikan; Cicek, 2014). Infecgdes
acentuadas por microfilarias ou individuos adultos do género Foleyella podem resultar em 6bito

(Klaphake, 2009).

2.3.3.4 Rickettsias

Estruturas intraeritrocitarias similares a rickettsias foram descritas no sangue de anfibios

no final do século 19 por Labbé (1894 apud Desser; Barta, 1989) e chamadas de Cytamoeba
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bacterifera. Devido as suas caracteristicas ultraestruturais, posteriormente foram inseridas no
género Aegyptianella, organismos capazes de afetar outros ectotérmicos e aves (Desser, 1987).
Ja no século XXI, foram reclassificados na familia Flavobacteriaceac como Candidatus
Hemobacterium ranarum (Zhang; Rikihisa, 2004). Na microscopia de luz geralmente
aparentam como uma estrutura intracitoplasmatica arredondada e delimitada, preenchida por
organismos bastonetes dispostos em paralelo, os quais podem ser observados eventualmente
isolados (Desser, 1987). Quanto a sua transmissao, acredita-se que sanguessugas atuem como
vetores destes agentes (Desser, 1987). O significado clinico destes agentes ainda ¢ incerto

(Pressier, 2021).

2.3.3.5 Inclusoes virais

Inclusodes virais intraeritrocitarias sdo descritas ha anos em anfibios, ocasionadas por
virus icosaédricos, com DNA dupla fita e eventualmente envelopados (Grua-Gray; Petric;
Desser, 1989). Chamados de Frog erythrocytic virus (FEV), acredita-se que facam parte da
familia dos Iridovirus (Grua-Gray; Petric; Desser, 1989). Embora ainda com raras descri¢des
moleculares, estudos filogenéticos mais recentes posicionam os virus eritrocitarios de Rhinella
marina (Anura: Bufonidae) na subfamilia Betairidoviridae (Russo et al., 2021).

As inclusdes associadas ao FEV apresentam um formato redondo, localizadas no
citoplasma celular e eventualmente deslocando o nucleo (Desser; Barta, 1984). Estas inclusdes
ja foram descritas por diferentes autores como eosinofilicas e basofilicas, mesmo utilizando ao
utilizar o mesmo corante, o que levanta a hipotese de se tratar de diferentes organismos (Desser;
Barta, 1984; Pessier, 2021; Werner, 1993). Eritrécitos infectados pelo FEV aparentam menores
e mais arredondados na visao bidimensional, embora o volume corpuscular médio (VCM) seja
maior (Gruia-Gray; Desser, 1992). Em animais com infec¢des muito acentuadas ja foi
observada anemia, provavelmente decorrente de hemolise extravascular (Gruia-Gray; Desser,
1992). Acredita-se que este virus seja mais frequente e potencialmente mais letal para animais
jovens, podendo também levar a uma maior susceptibilidade a predacao e infec¢des por outros
patogenos (Gruia-Gray; Desser, 1992). Segundo alguns autores, a presenca das estruturas em
eritrocitos sugere que um vetor hematdfago estd envolvido (Desser; Barta, 1984),

provavelmente dipteros e de forma mecanica (Gruia-Gray; Desser, 1992).

2.3.4 Bioquimica de proteinas sanguineas
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O plasma ¢ um fluido responséavel pelo transporte de substancias de diferentes pesos
moleculares (Arikan; Cicek, 2014). A coloragdo normal do plasma de anfibios ¢ bastante
variavel, de incolor a amarelo claro, alaranjado, azul ou at¢ mesmo esverdeado (Forzan et al.,
2017; Heatley; Johnson, 2009). A escolha da amostra entre plasma e soro depende do ensaio
bioquimico e metodologia realizada, entretanto, precaucdes especiais devem ser tomadas para
a interpretacdo dos resultados de anfibios (Forzan et al., 2017). Além das variagdes extrinsecas
e a falta de padronizacao na elaboracao de IR, deve ser considerado o fato de que a maioria dos
analisadores bioquimicos mede a atividade enzimatica a 37° C, bastante superior a esperada
para a a¢do enzimdtica em anfibios (Forzan et al., 2017). Dessa forma, sdo raras as informacgdes
a respeito da significAncia diagnéstica de enzimas cardiacas, hepaticas, pancredticas e
musculares em anfibios (Forzan et al., 2017).

Proteinas sanguineas podem ser aferidas por refratometria, espectrofotometria e
eletroforese (Forzan et al., 2017). A anélise de so6lidos totais (ST), principalmente influenciados
pelas proteinas presentes no plasma, ¢ realizada por refratometria, sendo considerada uma
alternativa répida e sem custos (Forzan et al., 2017). No entanto, esta andlise deve ser
interpretada como uma estimativa, visto que pode ser elevada devido a presenca de outros
solidos dissolvidos na amostra, como colesterol e triglicerideos (Parker-Graham; Clayton;
Mangus, 2020), embora pesquisadores tenham obtido uma boa correlagdo com o método do
Biureto em um estudo com Litoria caerulea e Litoria infrafrenata (Anura: Pelodryadidae)
(Young et al., 2012). Para a dosagem de proteinas totais (PT) séricas de forma acurada,
recomenda-se utilizar o método do Biureto (Forzan et al., 2017).

A albumina geralmente ¢ aferida em laboratérios veterinarios pelo método do Verde de
Bromocresol, o qual pode promover ligagdes inespecificas com globulinas e superestimar a sua
concentracdo em aves (Spagnolo et al., 2006) e répteis (Broughton; Webb, 2022; Miiller;
Brunnberg, 2010). Apenas um estudo avaliou este método para a dosagem de albumina em
relacdo a eletroforese de proteinas em anfibios e, ao contrario do observado para outras classes,
os valores foram aparentemente subestimados pelo método do Verde de Bromocresol (Young
et al., 2012). Dessa forma, acredita-se que a eletroforese de proteinas seja o método mais
confiavel para avaliar a concentracdo relativa de albumina e globulinas através de uma medida
acurada de PT (Forzén et al., 2017). Esta metodologia se torna especialmente interessante ao
requerer baixas quantidades de amostra, entretanto, possui um custo elevado, pode ser de dificil
acesso e sua interpretacao ainda ¢ pouco estudada em anfibios (Forzan et al., 2017).

O aumento das PT deve ser avaliado junto com as suas fragdes e pode ser decorrente de

enfermidades ou ndo (Forzén et al., 2017). Anfibios mantidos em temperaturas muito baixas ou
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em brumagdo podem apresentar hiperglobulinemia através do aumento de fibrinogénio,
proteinas de choque térmico, proteinas transportadoras de glicose e proteinas anticongelantes
(Helmer; Whiteside, 2005). O processo de metamorfose também exige um aumento significante
das proteinas séricas, especialmente a albumina (Feldhoff, 1971). Outras causas de
hiperproteinemia incluem processos inflamatorios (por hiperglobulinemia) e desidratagao
(principalmente por hiperalbuminemia) (Forzan et al., 2017). Hipoproteinemia, por outro lado,
pode ser observada em animais com doencas hepéticas, renais ou gastrointestinais, assim como

na ma nutri¢cao (Crawshaw, 1998; Parker-Graham; Clayton; Mangus, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar se os indicadores do status sanitario em L. luctator coletados em uma plantagao
de arroz organico sdo diferentes dos avaliados em anuros da mesma espécie que habitam um

arrozal convencional.

3.2 Objetivos especificos

Quantificar os niveis de agrotoxicos na agua localizada nos drenos das plantagdes de
arroz organico e convencional pesquisadas no estudo.

Avaliar se 0 hemograma e os valores de proteinas séricas em L. luctator coletados na
area de plantagdo de arroz organico diferem daqueles coletados em arrozal convencional.

Determinar se a quantidade de alteragdes nucleares em eritrocitos de L. luctator
coletados em area de plantacao de arroz organico ¢ distinta de animais coletados em arrozal
convencional.

Avaliar a presenga de DNA de Ranavirus em amostras sanguineas de L. [uctator e
verificar se difere entre animais coletados em areas de plantagdes de arroz organico e
convencional.

Avaliar e quantificar a presenga de hemoparasitos de L. luctator por técnicas de
microscopia Optica e PCR, verificando se diferem em anuros coletados em areas de plantagdes

de arroz organico e convencional.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido em duas areas pertencentes ao municipio de Viamao, Rio
Grande do Sul, localizadas dentro da Area de Protegio Ambiental do Banhado Grande. A area
de arrozal organico (AQO) ¢ composta por 1600 ha de plantagdes de arroz de base ecoldgica
pertencente ao Assentamento Filhos de Sepé (30°03'56"S 50°52'29"0), apoiada em praticas
sustentaveis de producio e posicionada ao redor do reservatério artificial Barragem Aguas
Claras, com aproximadamente 500 ha. Neste sistema, o preparo do solo ¢ feito com adubos
organicos no periodo entressafra, seguido pela nivelacao do terreno e semeadura com sementes
pré-germinadas. O controle de organismos danosos ¢ feito através do controle da lamina d’agua.
A area denominada de arrozal convencional (AC) ¢ composta por 811 ha destinados ao cultivo
de arroz (30°0224"S 50°49'29"0), a qual se difere do sistema anterior por utilizar de
agrotoxicos em diversas etapas do desenvolvimento da planta. A fim de evitar outros fatores
que possam afetar os animais do estudo, foram selecionadas areas bastante proximas (com os
pontos de coleta se distanciando em apenas 5,5 km) e com manejos similares, diferenciando-se
somente no uso ou ndo de agrotdxicos. Todos os animais envolvidos no projeto foram coletados
nos meses de margo e abril de 2023, logo ap6s a colheita do arroz, € em uma distancia maxima

de 5 m do canal de drenagem da lavoura a fim de melhor delimitacao do espaco.

Figura 1 — Mapa demonstrando os limites da Area de Protecio Ambiental (APA) do Banhado
Grande, assim como os limites das regides destinadas a produg¢do de arroz organico e
convencional
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A: estado do Rio Grande do Sul; B: APA do Banho Grande; C: arrozais utilizados no estudo, asteriscos marcam

os pontos de coleta em cada regidio. Fonte: a propria autora, adaptado de Google My Maps®.

4.2 Analise de agrotoxicos

Com a finalidade de detectar agrotoxicos nos arrozais, 500 ml de d4gua foram coletadas
dos drenos em frascos de plastico fosco em cada dia de coleta de amostras (trés no AO e dois
no AC) e mantidas a -20° C até o seu processamento na Central Analitica da Universidade
Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre. Os agrotdxicos analisados foram escolhidos com
base na sua aplicagdo na rizicultura, na eficiéncia do método de extracao optado, assim como a
disponibilidade de padrdes analiticos no laboratorio em que foram realizadas as analises.
Maiores detalhes quanto a classificagdo dos compostos analisados podem ser observados na
Tabela 1. Para o desenvolvimento do método de extracdo, 25 ml de dgua ultrapura foram
fortificados com 100 pg/ml de padrdes analiticos da marca Sigma-Aldrich (Missouri, EUA).
Para a extracdo em fase so6lida foram utilizados cartuchos Welchrom BRP (Welch, Xangai,
China) acoplados a um sistema a vacuo. Para isto, os cartuchos foram condicionados com 5 ml
de metanol grau LC-MS (Merck, Rahway, EUA) e 5 ml de agua ultrapura, seguido pela
passagem de 25 ml de solucdo fortificada ou amostra. Para a elui¢ao da amostra foram utilizados

2 ml de acetonitrila (ACN) grau LC-MS (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA).

Tabela 1 - Agrotoxicos analisados em dgua proveniente de arrozais, organizados de acordo com

seu grupo quimico

Grupo quimico  Composto Modo de ionizagdo  fon precursor fons produto

Acido 2,4-D Negativo 220 162

ariloxialcanoico

Estrobilurina Piraclostrobina Positivo 388 163, 194
Azoxistrobina Positivo 404 372,344

Triazol Tebuconazol Positivo 308 70, 125
Ciproconazol Positivo 292 70, 125

Fonte: a propria autora.

As amostras extraidas foram analisadas em um cromatografo liquido acoplado a um
espectrometro de massas (LCMS-8045, Shimadzu Corp., Quioto, Japao) no modo ioniza¢ao

por electrospray. Os parametros foram ajustados em: fluxo do gas de nebuliza¢do 2,4 1/min,
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fluxo do gas de aquecimento 10 1/min, fluxo do gas de secagem 10 I/min, temperatura da
interface 300 °C, temperatura do bloco de aquecimento 400 °C e temperatura da linha de
dessolvatacdo 250 °C. A separacao cromatografica foi conduzida com uma coluna Shim-pack
GISS C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,9 um; Shimadzu, Quioto, Japao), em um fluxo de 300 pl/min
e mantida a 45 °C. O sistema de fase movel foi composto por um gradiente de dgua com 0,1%
de acido formico (solucdo A) e acetonitrila com 0,1% acido formico (solugao B), nas seguintes
condicdes: 0 — 1 min 2% B; 1 — 7 min 2-100% B; 7 — 8 min 100% B; 8 — 13 min 100 — 2% B.
O tempo total de corrida foi de 13 minutos. Uma solugdo contendo um mix de padrdes
analiticos foi utilizada para a realizacdo da curva de calibragdo com cinco pontos (5, 10, 50,

100 e 250 ng/ml); 5 ng/ml foi considerado o limite inferior de quantificagao.

4.3 Coleta de amostras e identificacdo dos animais

Foram coletados anuros da espécie L. luctator de forma manual e por busca ativa no
periodo da noite (entre 20h e 4h). Entre estes, 15 estavam localizados no AO e 24 no AC,
totalizando 39 individuos. Animais com massa inferior a 10 g nao foram incluidos no projeto
devido a pouca quantidade de sangue capaz de ser extraida de forma segura.

Ap0s a captura, os animais foram contidos fisicamente por imobilizagdo dos membros
posteriores e torax, seguida pela afericdo do comprimento rostro-cloacal (CRC) e massa.
Durante a contengao, os anfibios foram fisicamente examinados e, na presenca de ectoparasitos,
estes foram quantificados. A coleta de sangue foi realizada pela venopungao femoral com
agulhas 26G (13 mm x 0,45 mm) acopladas a seringas de 1 ml, respeitando o volume maximo
de acordo com a massa do animal (Wright, 2001). Em animais em que foi possivel coletar
quantidades acima de 250 pl, este volume foi transferido para um microtubo contendo EDTA-
K> e o restante para um microtubo sem anticoagulante. Nos casos em que a quantidade coletada
foi inferior, o sangue foi inteiramente transferido para um microtubo sem anticoagulante. Para
todos os individuos, uma pequena quantidade de amostra restante no canhdo da agulha foi
utilizada para a confec¢do de esfregagos sanguineos sem anticoagulante. As amostras (com
excecao das laminas de esfregaco sanguineo) foram mantidas refrigeradas até o processamento
no Laboratério de Anélises Clinicas Veterinarias (LACVet) da UFRGS, em um periodo
maximo de 6 h.

Por ultimo foi realizada a marcacao dos animais capturados (Figura 2) com tinta preta
propria para tatuagem (NRC, 1974), através da aplicagdo intradérmica do material na regiao

ventral do membro pélvico com agulha 30G (13 mm x 0,3 mm) a fim de evitar recapturas.
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Imediatamente apds os procedimentos foi realizada a soltura dos animais no mesmo local de

origem.

Figura 2 — Face ventral dos membros inferiores de L. luctator ap6ds aplicagdo intradérmica do

pigmento utilizado para a marcac¢ao dos individuos

Fonte: a propria autora.

O projeto foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), registrado sob nimero 42757, além de
contar com autoriza¢do pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBio), através da licenca nimero 84735 no Sistema de Autorizagao e Informagdao em

Biodiversidade (SISBIO).

4.4 Analises hematologicas e bioquimicas

A quantidade total de eritrocitos, leucécitos e trombocitos foi obtida através da diluigao
de 20 pl de sangue com anticoagulante em 4 ml de solugdo de Natt-Herrick (Natt; Herrick,
1952), seguida pela contagem em camara de Neubauer na objetiva de 40x em microscopio
optico e multiplicagdo por fatores pré-determinados (Campbell; Grant, 2022). Capilares de
vidro foram preenchidos com sangue e centrifugados (Heraeus Pico 17, ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por 5 minutos a 9.600 g para a determinacdo do
volume globular (VG). O plasma resultante nos capilares foi utilizado para mensuragdo dos ST

por refratometria. Hemoglobina foi aferida em hemoglobinometro Hb 301 (HemoCue,
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Angelholm, Skane, Suécia). Concentragio de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e VCM
foram calculados com formulas pré-estabelecidas (Nardini; Leopardi; Bielli, 2013).

Laminas de esfregaco sanguineo e de camada leucocitaria foram confeccionadas
utilizando sangue com anticoagulante. Esfregacos sanguineos de amostras sem e com
anticoagulante foram corados com Wright-Giemsa (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e
submetidos a avaliagdo da morfologia celular e contagem relativa de leucocitos,
respectivamente, ambas em objetivas de 10x, 40x e 100x (em imersao) em microscopia optica.
Na auséncia de amostra com EDTA, a distensdao sanguinea realizada no momento da captura
também foi utilizada para a contagem diferencial de leucocitos. A quantidade relativa de
neutrofilos e linfocitos foi utilizada para calcular a relagao neutréfilos:linfécitos (RNL).

Amostras de sangue total acondicionadas em tubo sem anticoagulante foram
centrifugadas para a separacao do soro. Proteinas totais (PT) e albumina foram quantificadas
através de métodos cinéticos em um analisador bioquimico automatico (CM 200, Wiener Lab.,
Sdo Paulo, Brasil) utilizando kit comercial (Labtest Diagndstica SA, Lagoa Santa, Brasil)
baseado no método do Biureto e Verde de Bromocresol, respectivamente. A quantidade de
globulinas foi obtida pela subtracdo da albumina do valor de PT, a qual foi utilizada para o

calculo da relacdo albumina:globulinas (RAB) sérica.

4.5 Pesquisa direta e quantificacio de hemoparasitos

Capilares de vidro preenchidos com sangue em EDTA e centrifugados, os mesmos
utilizados para a determinagdo do VG, também foram empregados para a realiza¢do da técnica
de Woo (Woo, 1969), visando a pesquisa e diferenciagdo de parasitos modveis, como
microfilarias e tripanossomas (Bennett, 1962). Em esfregacos de sangue total com e sem
anticoagulante e esfregagcos de camada leucocitaria, todos corados com Wright-Giemsa, foram
avaliadas a presenga e morfologia de hemoparasitos em objetivas de 10x, 40x e 100x (em
imersdo) em microscopia Optica. Nas amostras em que protozoarios intraeritrocitarios foram
detectados, a quantidade de eritrocitos com inclusdes parasitarias (EIP) foi determinada, em
triplicata, entre 1000 eritrocitos totais (Totino et al., 2013) e expressos em porcentagem.
Microfilérias foram contabilizadas na totalidade da lamina (Nguiffo et al., 2019), em objetiva
de 10x, utilizando esfregaco sanguineo padronizado confeccionado com 5 pl de sangue total
com anticoagulante e coradas com pandptico rapido (Instant Prov, New Prov, Pinhais, Parana,

Brasil).
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4.6 Extracdao de DNA e analises moleculares

Uma aliquota de 20 pl de sangue total em EDTA-K> de cada amostra foi utilizada para
a extracdo de DNA utilizando kit comercial (Purelink, Invitrogen, ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. No caso de animais
em que ndo foi possivel a coleta em sangue com anticoagulante, o codgulo remanescente da
separacao do soro foi homogeneizado vigorosamente em vortex e em seguida as amostras foram
submetidas a extragdo pelo mesmo protocolo para sangue total. Apds o procedimento, as
estimativas de concentragao e pureza de DNA foram obtidas por espectrofotometria (NanoDrop
2000, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

Visando facilitar o envio e garantir a qualidade das amostras, 50 pul de DNA extraido foi
pipetado em cartdes (QIAcard FTA Indicating, Qiagen, Hilden, Alemanha) que empregam uma
tecnologia capaz de fixar e preservar os acidos nucleicos em temperatura ambiente. As analises
moleculares a seguir foram conduzidas no Clinical and Molecular Pathology Research Lab,
localizado na Universidade de Purdue.

Fragmentos de 1,5 mm de didmetro de cada cartdio em que as amostras foram
impregnadas foram removidos com punch dermatoldgico, tratados seguindo as instru¢des do
fabricante e utilizados como amostra. As reacdes de PCR convencional foram padronizadas em
um volume final de 25 pl utilizando uma solucao comercial composta pela mistura da enzima
DNA polimerase, buffer, MgCl, e nucleotideos (HotStarTaq Plus Master Mix, Qiagen, Hilden,
Alemanha). Para cada reagdo, foram utilizados primers especificos para a amplificacdo de
regides conservadas do genoma de protozoarios da ordem Kinetoplastida e filo Apicomplexa,
nematddeos da familia Onchocercidae, bactérias da familia Anaplasmataceae e micoplasmas
hemotropicos (hemoplasmas), assim como para Ranavirus € uma reacao pan-DNA virus. Os
dois pares de primers utilizados para a amplificacdo de bactérias da familia Anaplasmataceae
foram padronizados e utilizados em conjunto em uma PCR duplex. Para cada reacdo, um
controle positivo (amostra contendo o DNA do agente alvo) e negativo (agua ultrapura) foi
utilizado. As sequéncias de primers, volume de cada ingrediente e condigdes de PCR
programadas no termociclador (6331 Nexus Gradient MasterCycler, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) estdo listadas no Apéndice A. Produtos de PCR foram visualizados em luz UV apos
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo um corante de 4cidos nucleicos na propor¢ao de
1:10.000 (SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).
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Os amplicons gerados foram purificados (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen,
Hilden, Alemanha), agrupados em um pool/ para cada animal e submetidos ao Purdue Genomics
Core Facility para sequenciamento de nova geracao e processamento de dados. Foi utilizada a
técnica WideSeq, uma abordagem que permite a identificacdo de uma ampla gama de
sequéncias genéticas em uma Unica amostra. Bibliotecas geradas (Illumina DNA Prep,
[Nlumina, San Diego, CA, EUA) foram utilizadas em aparelho Ilumina MiSeq (Illumina, San
Diego, CA, EUA) para gerar segmentos pareados de 250 pb. Com o auxilio do software
Trimmomatic foi realizada a remog¢ao de adaptadores e bases de baixa qualidade. Sequéncias
resultantes com menos de 30 pb foram descartadas. Fragmentos foram alinhados e montados
pelo método de novo em sequéncias maiores. Nao foram analisadas as sequéncias nao-pareadas.
Em amostras positivas, as sequéncias resultantes foram submetidas a analise de BLAST
(Altschul et al., 1990) para comparagao com outras sequéncias ja depositadas na base de dados

GenBank® (Benson et al., 2013).

4.7 Frequéncia de micronticleos e anormalidades nucleares

Os esfregacos sanguineos confeccionados no momento da coleta (sem anticoagulante)
e corados com Wright-Giemsa foram utilizados para a realizagdo do teste de frequéncia de
microntcleos (MN) e anormalidades nucleares (AN). Para isto, 1000 eritrécitos foram
avaliados em objetiva de 1000x (em imersdo) por microscopia optica. Como critério para a
classificacdo de micronucleos, estes deveriam estar no mesmo plano de foco, possuir a mesma
intensidade de coloragdo e estar visivelmente separados e menores que um ter¢co do ntcleo
principal (Jiraungkoorskul et al., 2007). As anormalidades nucleares consideradas foram
classificadas como nucleos blebbed (com pequena evaginagdo nuclear, similar ao tamanho de
micronucleos), lobados (com evaginacdes nucleares maiores que blebs, contendo certa
constricdo da cromatina) e fendidos (com uma fenda bem definida e de largura uniforme em
direcdo ao centro do nucleo) (Carrasco; Tilbury; Myers, 1990). Visto que estas alteragdes
podem possuir certa sobreposi¢ao nos formatos, elas foram reunidas em uma tnica variavel. O
resultado foi expresso na porcentagem de microntcleos e média da porcentagem de

anormalidades nucleares.

4.8 Analises estatisticas
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A normalidade das variaveis (hematoldgicas, bioquimicas, quantidade de ectoparasitos,
EIP, MN e AN) foi testada pelo Teste de Shapiro-Wilk. A diferenca estatistica entre os grupos
foi avaliada com os testes estatisticos Teste T ndo pareado (para dados quantitativos de
distribuicao normal) ¢ Mann-Whitney (para dados quantitativos de distribuicdo nao-normal).
Como nivel de significancia utilizado para a rejeicdo da hipétese nula, foi utilizado p < 0,05.
As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 10 (GraphPah

Software Inc, California, USA).



5 RESULTADOS

Disponivel a partir de 2026 ou no momento da publicagao.

6 DISCUSSAO

Disponivel a partir de 2026 ou no momento da publicagao.

7 CONCLUSAO

Disponivel a partir de 2026 ou no momento da publicagao.

8 PERSPECTIVAS

Disponivel a partir de 2026 ou no momento da publicagao.
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As tabelas a seguir se referem a lista de primers (Tabela 1), assim como os volumes de

reagentes (Tabela 2) e condi¢des programadas no termociclador (Tabela 3) para as reagoes em

cadeia da polimerase (PCR) realizadas no estudo.

Tabela 1 — Lista de primers empregados no estudo, com os genes alvo e descrigdo da sequéncia

Alvo Primer Sequéncia (5°-3”) Referéncia
Kinetoplastida  28S F2 ACCAAGGAGTCAAACAGACG Medkour et al.,
rDNA LSU R2 GTTGGCACGAAATCCTTCC 2020
Kinetoplastida ITS1 TRYPIR GGAAGCCAAGTCATCCATCG Desquesnes;

TRYPIS CGTCCCTGCCATTTGTACACAC Ravel; Cuny,

2002

Apicomplexa 18S  APICO F CCAGTAGTCATATGCTTGTC Pinheiro et al.,
rDNA APICO R ATCTAAGAATTTCACCTCTGAC 2020

APICO NESTED  CAGACTTGCCCTCCAATTG

R
Hepatozoon 18S  Hep300 GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG Ujvari; Madsen;
rDNA Hep900 CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC  Olsson, 2004
Onchocercidae COX1 COlintF TGATTGGTGGTTTTGGTAA Casiraghi et al.,

COlIintR ATAAGTACGAGTATCAATATC 2001
Anaplasmataceae 16S P16SF CAAGCTTAACACATGCAAGTC Zhang; Rikihisa,
rDNA P16SR TACGCCCAATAATTCCGAACAAC 2004

Anaplasmataceae 23S
rDNA

Hemoplasma 16S
rDNA
Ranavirus MCP
DNA Virus DNA

Polymerase

Ana23S-212f
Ana23S-753r
CA776F

KRv

MCP 4F
MCP 4R

Cons lower

HV

ATAAGCTGCGGGGAGTTGTC
TGCAAAAGGTACGCTGTCAC
AGCAAATGGGATTAGATACC
ATCGCTGGTTTGTAACACAT
GACTTGGCCACTTATGAC
GTCTCTGGAGAAGAAGAA
CCCGAATTCAGATCTCNGTRTCNCCR
TA
CGGAATTCTAGAYTTYGCNWSNYTN
TAYCC

Dahmani et al.,
2015
Boes et al., 2012

Mao; Hedrick;
Chinchar, 1997
Hanson et al.,

2006

Tabela 2 — Quantidades de reagentes (expressos em pl) utilizados para cada PCR (volume final

de 25 pl) realizada no estudo

Alvo

Master mix

Primer* Agua

Amostra**
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Kinetoplastida 28S LSU 12,5 2,5 5 2,5
Kinetoplastida ITS1 12,5 5 0 2,5
Apicomplexa 18S 12,5 2,5 5 2,5
Hepatozoon 18S 12,5 2,5 5 2,5
Onchocercidae COX1 12,5 1,25 7,5 2,5
Anaplasmataceae 16S + 23S 12,5 1,25 5 2,5
Hemoplasma 16S 12,5 1,25 7,5 2,5
Ranavirus MCP 12,5 2,5 5 2,5
DNA Virus DNA Polymerase 12,5 2,5 5 2,5

*  Quantidade final utilizada de cada primer em uma concentragio de 10 uM
** Quantidade utilizada para os controles positivo e negativo; para as amostras do estudo, este volume foi
convertido em fragmentos de FTA card de 1,5 mm

Fonte: a propria autora.

Tabela 3 — Condicdes de temperatura e tempo programadas no termociclador para cada PCR

realizada no estudo

Alvo Ativacdo Desnaturagao Aneclamento Extensao Ciclos Extensdo
da enzima final
°C min °C s °C s °C s °C min
Kinetoplastida 28S 95 10 95 60 53 30 72 60 40 72 10
rDNA LSU
Kinetoplastida 95 10 94 30 55 30 42 30 35 72 10
ITS1
Apicomplexa 18S 95 10 95 50 56 60 72 90 35 72 10
rDNA
Hepatozoon 18S 95 10 95 60 53 60 72 90 35 72 10
Onchocercidae 95 10 94 45 52 45 72 90 40 72 10
COX1
Anaplasmataceae 95 10 94 60 55 60 72 120 35 72 7
16S + 23S rDNA
Hemoplasma 16S 95 10 94 60 54 60 72 60 35 72 10
rDNA
Ranavirus MCP 95 10 95 45 48 45 72 45 35 72 5
DNA Virus DNA 95 10 93 30 56 120 72 180 35 72 4
Polymerase

Fonte: a propria autora.
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