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RESUMO

Atualmente presenciamos uma época em que as mudangas ambientais vém
causando grande impacto na distribuicdo das espécies e na organizacdo das
comunidades ecoldgicas e a preservacdo se faz necessaria para garantir a
manutenc¢do a composi¢ao das espécies no ambiente. Alinhado com os estudos de
metazoarios parasitos, que se mostraram mais eficazes para a identificacdo dessas
mudancas e devido a sua grande ocorréncia em anuros € da possibilidade de
serem utilizados como bioindicadores ambientais, os trabalhos a respeito da
helmintofauna receberam uma atengcdo maior. Anfibios anuros, em todas as suas
fases de desenvolvimento, atuam como hospedeiros de varias espécies de
protozoarios e metazoarios e as relagdes parasito-hospedeiro também sao
diversas, podendo ser desde inofensivas e até mesmo benéficas para ambos, ou
ruins, podendo até mesmo serem patogénicas. Diante disso os objetivos do
trabalho foram de inventariar a fauna parasitaria das espécies que foram
encontradas, verificar se ocorre diferencas entre areas fragmentadas e areas de
vegetacdo continua e avaliar se existe relagdo entre essa helmintofauna e a
presenca de protozoarios do trato gastrointestinal dos hospedeiros. Foram
coletados um total de 71 anuros, sendo 56 da espécie Boana faber e 15 de
Haddadus binotatus. Foram encontrados protozoarios apenas na espécie B. Faber,
sendo 8 em ambientes fragmentados e 5 em ambientes continuos. A espécie
Cosmocercidae gen. sp.1 foi a mais prevalente em ambas as espécies de anuros
(B. faber: fragmento: 62,5%; continuo: 40,63%; H. binotatus: 86,67%).
Haematolechus sp. foi registrado pela primeira vez em B. faber. A Analise de
Componentes Principais mostrou diferenciacdes entre os ambientes, as espécies e
apontou correlagdes entre as espécies de helmintos encontrados e a presenga ou
auséncia de protozoarios do trato gastrointestinal, diferencas essas que foram

comprovadas estatiscamente pela analise estatistica MANOVA.

Palavras-chave:  Anuros. Bioindicadores. Helmintofauna. Biodiversidade.

Protozoarios.



ABSTRACT

Currently, we are witnessing a time in which environmental changes are having a
significant impact on species distribution and the organization of ecological
communities, and preservation is necessary to ensure the maintenance of species
composition in the environment. Aligned with studies of parasitic metazoans, which
have proven to be more effective in identifying these changes and due to their high
occurrence in anurans and their potential use as environmental bioindicators,
research on helminth fauna has received greater attention. Anuran amphibians, in all
stages of development, act as hosts to various species of protozoa and metazoan
parasites, and the parasite-host relationships are diverse, ranging from harmless and
even beneficial to both parties, to detrimental and potentially pathogenic. In light of
this, the objectives of this study were to inventory the parasitic fauna of the
encountered species, determine if there are differences between fragmented areas
and areas of continuous vegetation, and assess the relationship between this
helminth fauna and the presence of protozoa in the hosts' gastrointestinal tract. A
total of 71 anurans were collected, comprising 56 individuals of the species Boana
faber and 15 individuals of Haddadus binotatus. Protozoa were found only in the
species B. Faber, with 8 in fragmented environments and 5 in continuous
environments. The species Cosmocercidae gen. sp.1 was the most prevalent in both
anuran species (B. faber: fragmented: 62.5%; continuous: 40.63%; H. binotatus:
86.67%). Haematolechus sp. was recorded for the first time in B. faber. Principal
Component Analysis revealed differences between the environments and the
species, and identified correlations between the helminth species found and the
presence or absence of protozoa in the gastrointestinal tract. These differences were

statistically supported by the MANOVA analysis.

Keywords: Anurans. Bioindicators. Helminth fauna. Protozoa.
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1 BACKGROUND TEORICO

1.1 INTRODUCAO

O processo de evolugao permitiu que os animais se adaptassem aos diferentes
fatores ambientais, desde a transicdo da vida aquatica para terrestres, a
possibilidade de habitar ambientes com temperaturas extremas ou até mesmo
encontrar as condi¢gdes necessarias de sobrevivéncia no corpo de outro animal,
sendo essa ultima adaptacaoconhecida como parasitismo (FERREIRA, 1973).

Porém, atualmente, presenciamos uma época em que as mudangas
ambientais, em decorréncia de atividades antrépicas negativas, vém causando
grande impacto na distribuicdo das espécies e na organizacdo das comunidades
ecologicas (BELLARD et al, 2012) onde esforcos de preservacdo se fazem
necessarios para garantir a manutencao da composi¢cao das espécies no ambiente
(ALHO, 2008).

Os estudos de metazoarios parasitos, que se mostraram mais eficazes para a
identificacdo dessas mudancas, do que quando se analisava os seus hospedeiros
(POULIN, 2000) e por conta dos ciclos de vida complexo que possuem, se tornaram
mais comuns (MARCOGLIESE, 2005). Porém, apesar desse aumento, é um
infortunio que eles tenham sido tdo negligenciados, principalmente pela dificuldade
que alguns pesquisadores descrevem em encontrar, identificar e até mesmo
relacionar esses animais na dinamica ecolégica dos hospedeiros e do ambiente
(SZUROCZKI E RICHARDSON, 2009; MORLEY, 2012).

Além dos metazoarios parasitos, os protozoarios também sao organismos
comumente conhecidos e que afetam a grande maioria dos seres vivos. Os
protozoarios sdo representantes de um subgrupo dos protistas, grupo esse
popularmente definido como qualquer eucarioto que ndo pode ser considerado uma
planta, um fungo ou um animal, sendo encontrados em varios nichos ecoldgicos
(FLORIN- CHRISTENSEN E SCHNITTGER, 2018). Os variados grupos de
protozoarios existentes possuem diferentes ciclos de vida, alguns manifestam a
fissdo binaria (algumas vezes a divisdao multipla), a propagacao sexual e ainda,
aqueles que sado monodxenos ou heteroxenos, utilizando de hospedeiros

intermediarios para transportaro estagio de desenvolvimento para outro hospedeiro,
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este que esta muitas vezes inserido na cadeia alimentar do hospedeiro anterior
(HOFF et al, 1984). Os protozoarios também podem ser utilizados como
bioindicadores visto que sdo espécies que se encontram livre no ambiente e muitas
vezes sua presencga € associada a ocorréncia de bactérias (MACKENZIE, 1983).

Anuros, em todas as suas fases de desenvolvimento, atuam como
hospedeiros de varias espécies de protozoarios e metazoarios e as interacoes
ecologicas também sao diversas, podendo ser desde inofensivas e até mesmo
benéficas para ambos (quando ocorre a dependéncia nutricional do parasito com o
hospedeiro) ou podem ser patogénicas, causando infecgbes, como algumas
espécies de protozoarios que podem causar infeccoes severas nos hospedeiros
(WRIGTH E WHITAKER, 2001).

Os anuros fazem parte de uma ordem de animais extremamente diversa,
sendo conhecidas em torno de 56 familias com aproximadamente 7287 espécies
(FROST, 2020), sendo a Ameérica do Sul a regido que abriga a maior diversidade
(WAKE E KOO, 2018). Esses animais possuem uma alta sensibilidade a alteragées
gue ocorrem no ambiente em que estdo inseridos, e em grande parte, iSso ocorre
por conta da necessidade que algumas espécies possuem de estar em ambientes
aquaticos ou umidos (DUELLMAN E TRUEB, 1994). Essa caracteristica, e também
apos o declinio de populagdes ser identificado em varias regides do mundo,
tornaram essas espécies de animais bioindicadores mais eficazes, quando
comparados a modelos utilizados anteriormente, como peixes, aves e mamiferos
(HOFFMAN et al, 2003), o que faz desses animais, importantes ferramentas em
estudos de conservacao (HADDAD, 2013).

A utilizagado de animais como bioindcadores comecgou a ser explorada a partir
da identificacdo de espécies que respondem as mudancas do ambiente tanto de
forma bioldgia como com alteracbes na composicao quimica desses animais
(SURES, 2003). Os parasitos sao um desses grupos que atuam como
bioindicadores, sendo que algumas caracteristicas os tornam mais vantajosos do
gue organismos de vida livre, por exemplo, como a possibilidade de utilizar apenas
um hospedeiro para avaliar os impactos da area onde ele esta inserido, pois cada
hospedeiro vai abrigar comunidades de parasitos, muitas vezes de diferentes
espécies, que responderam de diferentes formas a qualquer mudanca que vier a
ocorrer. (SURES et al., 1999; IKEMOTO et al., 2004; TELLEZ E MERCHANT,
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2015). Outro ponto diz respeito a capacidade de acumulacédo de elementos que os
parasitos possuem, os acantocéfalos, sdo um exemplo disso por ndo possuirem um
sistema digestivo, levando-os a absorver os nutrientes do hospedeiro por difusao,
diretamente do intestino dos mesmos, acumulando altos indices de qualquer
elemento nocivo que for ingerido (NACHEV E SURES, 2016).

O estudo foi desenvolvido em fragmentos florestais de Mata Atlantica no
municipio de Sao Luiz do Paraitinga, SP, que e encontra na regido conhecida como
Serra do Mar, localizado a 170 km da capital do estado de S&o Paulo (IBGE, 2016).
A vegetacgao é caracterizada por areas remanescentes de Mata Atlantica, sendo que
a floresta se concentra na regido sudeste do municipio, no restante do territério, a
paisagem que predomina € de pastagens utilizadas para a criacdo de animais
(MELLO, 2009). A bacia hidrografica que banha o municipio é a Bacia
Hidrografica do Rio Paraitinga, cujo percurso sofre com trechos de declive que
tornam a regido suscetivel aenchentes (SANTOS et al, 2009), como a que ocorreu
em 2010, com o aumento do nivel do rio em 12 metros e sendo conhecida como a
maior tragédia do municipio (PREFEITURA DE SAO LUIZ DO PARAITINGA, 2023).
A economia da cidade é caracterizada pela agropecuaria, sendo a producao de leite
e a plantacao demilho, feijao e hortalicas alguns destaques e ainda é conhecida por
ser uma estancia turistica, desde julho de 2002, contando com varias atividades
como rafting e cavalgadas pela zona rural da cidade (PREFEITURA DE SAO LUIZ DO
PARAITINGA, 2023).

Os estudos relacionados a parasitos de anuros que foram feitos na regido
sdo, em sua maioria, referentes a identificacdo e caracterizacao da helmintofauna
(NOMURA, 2010; SCHWARTZ, 2010; AGUIAR et al, 2012; AGUIAR et al,
2015; AGUIAR et al, 2020; TOLEDO et al, 2012; TOLEDO et al, 2013; TOLEDO et
al, 2015; TOLEDO et al, 2018; VELASCO, 2020; FREZZA et al, 2021).

Existem diversos trabalhos sobre a fauna parasitaria de anfibios,
especialmente dos anuros, que visam entender a relagdo parasito-hospedeiro e
também identificar as espécies que parasitam estes organismos, diante disso os
objetivos do trabalho foram de inventariar a fauna parasitaria das espécies que foram
encontradas em fragmentos de Mata Atléntica, verificar se ocorre diferengas entre
areas fragmentadas e areas de vegetacdo continua e entre as espécies de

hospedeiros e ainda avaliar se existe relagcdo entre essa helmintofauna e a
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presenca de protozoarios do trato gastrointestinal dos hospedeiros.
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Capitulo 1: Helmintofauna de anuros em fragmentos de Mata Atlantica no

municipio de S&o Luiz do Paraitinga, SP

Resumo: O bioma Mata Atlantica é responsavel por abrigar, em média, 56% das
espécies brasileiras de anuros conhecidas, um grupo de animais sensiveis as
alteracdes do ambiente, o que os tornaram interesse de varios estudos que utilizam
anuros como bioindicadores ambientais, assim como sua helmintofauna. Além dos
estudos sobre o uso como bioindicadores, as relagdes ecolégicas que envolvem
esses grupos de animais também sao explorados. Por isso, o estudo teve como
objetivo analisar a presenca de parasitos emanuros e investigar se ha diferencas na
composicdo desses parasitos entre areas e espécies de hospedeiros. As coletas
foram realizadas no municipio de Sao Luiz do Paraitinga, estado de S&o Paulo. Um
total de 71 anuros foram coletados, sendo 56 da espécie Boana faber e 15 de
Haddadus binotatus. Foram encontrados 1125 parasitos nos hospedeiros B. faber
de areas com vegetacdao fragmentada, 1673 parasitos nas areas de vegetacao
continua e 441 parasitos nos hospedeiros H. binotatus. A espécie Cosmocercidae
gen. sp.1 foi a mais prevalente em ambas as espécies de anuros (B. faber:
fragmento: 62,5%; continuo: 40,63%; H. binotatus: 86,67%). Em H. binotatus, a
espécie Cosmocercidae gen. sp.1 apresentou a maior média de abundéancia (12,93
+ 0,64 parasitos por anuro analisado) e Raillietinema sp. apresentou a maior média
de intensidade (137 parasitos). Haematolechus sp. foi registrado pela primeira vez
em B. faber. A analise estatistica MANOVA demonstrou que os ambientes
fragmentados e continuos séo estatisticamente diferentes e que as duas espécies
de hospedeiros também diferem em relagdo a suas respectivas infracomunidades

parasitarias.
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1 INTRODUCAO

O bioma Mata Atlantica é responsavel por abrigar, em média, 56% das
espécies brasileiras de anuros conhecidas, sendo que dentro dessa porcentagem,
472 sao endémicas (HADDAD et al., 2013; SEGALLA et al., 2021). Algumas
caracteristicas biologicas desse grupo, como o seu desenvolvimento que conta
com uma fase larval e uma posterior fase terrestre, propiciam a interagcdo desses
animais com outros grupos que existem no ambiente terrestre e aquatico, como os
parasitos (POULIN e MORAND, 1999; GOATER e GOATER, 2001).

Além dessas interacbes que o ciclo biolégico desses animais proporciona, a
sensibilidade que eles possuem as alteragbes ambientais os tornaram interesse de
varios estudos que utilizam anuros como bioindicadores ambientais (CAMPIAO et
al., 2009; VALLAN, 2000). A sua helmintofauna também vém recebendo atencao,
pois, foi possivel identificar que os parasitos sao os primeiros a sofrerem com a
perda de energia que o hospedeiro pode vir a ter, indicando desequilibrio em seus
aspectos bioldégicos, atuando assim também, como bioindicadores (GIBB e
HOCHULI, 2002; LAURANCE et al.,, 2002; POULIN, 1995; MARCOGLIESE e
CONE, 1997, SCHAEFER et al., 2006).

A helmintofauna conhecida dos anfibios anuros é caracterizada em sua
maioria por espécies chamadas generalistas, ou seja, aquelas que podem ser
encontradas em mais de uma espécie de hospedeiro (AHO, 1990). Outra
caracteristica comumente relatada € a grande presengca de parasitos do filo
Nematoda e também parasitos de ciclo monoxénico, sendo que a infeccdo ocorre
em sua maioria pela ingestdo dos ovos dos parasitos ou pela penetracao ativa pela
pele (AHO, 1990; ANDERSON, 2000). Os nematoides podem ser encontrados em
varios locais do hospedeiro, como por exemplo a familia Cosmocercidae, que
possui espécies do trato gastrointestinal e Oswaldocruzia spp. no estbmago dos
animais (ANDERSON, 2000).

Existe um outro filo, além dos helmintos, que pode ocorrer no trato
gastrointestinal dos anuros, que é o dos protozoarios ciliados (FOKAM et al, 2013).
Esses protozoarios sdao amplamente distribuidos em ambientes aquaticos e
terrestres e possuem uma caracteristica que se torna essencial para a sua

dispersao, que é a habilidade de entrar em um estagio de dorméncia resistente a
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disseccao podendo ser disperso por varios vetores (PANOV E CACERES, 2007,
BHARTI et al, 2020). O interesse a respeito dos protozoarios surgiu por conta do
impacto causado por eles nas pisciculturas, sendo os trichonideos o grupo que
recebe mais atencao dos pesquisadores (DIAS et al, 2009).

Existem outros aspectos, fora os estudos que avaliam a eficiéncia dos
parasitos como bioindicadores, que sdo exploradas, como as relagdes parasito-
hospedeiro, que sao amplamente discutidas, porém, quando falamos sobre a
relacdo das espécies de parasitos com a presenga de protozoarios do trato
gastrointestinais, as informacgdes sao inexistentes, pautando os estudos, na maioria
das vezes, com a descricdo de novas espécies de parasitos (JOHNSON et al,
2013). O que se sabe é que a presenca de comunidades parasitarias em um
hospedeiro pode causar o desequilibrio em suas fungdes biologicas e ecoldgicas,
sendo responsaveis até mesmo pelo controle de popula¢des de hospdeiros e os
tornando suscetiveis a novas infeccdes (CHANDRA E GUPTA, 2007; PUTTKER et
al, 2008; MORAND E GUEGAN, 2008).

Pensando sobre os hospedeiros escolhidos para o trabalho e as regides que
atualmente sdo as mais afetadas pelas acdes antropicas, chegamos a regiao de
Sao Luiz do Paraitinga, SP, que esta inserida no Nucleo Santa Virginia da Serra do
Mar (PREFEITURA DE SAO LUIZ DO PARAITINGA, 2022), onde o trabalho foi
desnvolvido e que teve como objetivo, além inventariar a helmintofauna dos
hospedeiros que foram encontrados, comparar se existem diferencas na
composicao dessa fauna parasitaria quando comparada as diferentes paisagens da
area e também as espécies de hospedeiros e verificar se existe uma relagao entre

0s protozoarios dotrato gastrointestinal com a presenca de helmintos parasitos.

1 MATERIAL E METODOS

1.1  Caracterizacdo da area

O municipio de Sao Luiz do Paraitinga (23°13' S; 45218' W) esta localizado a 170
km da capital do estado de Sao Paulo, inserido na regido conhecida como Serra do
Mar, com uma populagdo média de 10.735 habitantes e uma extenséao territorial de
17,315 Km? (IBGE, 2016). Ele possui 742 m de altitude, um indice pluviométrico
1300 mm ao ano com temperaturas médias de 25°C a 15°C, o clima € do tipo Cwa,
de acordo com a classificacéo de Kéeppen (PREFEITURA DE SAO LUIZ DO
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PARAITINGA, 2022). A vegetacao é caracterizada pelo Bioma da Mata Atlantica,
porém existente poucas areas remanescentes com a cobertura vegetal (ALMEIDA
et al, 2019).

1.2 Coletados hospedeiros

As coletas foram realizadas em duas areas de vegetacdo continua e duas areas de
fragmentos de mata da Serra do Mar. A coleta dos anfibios foi realizada de forma
ativa através da procura visual (PV) e de encontros ocasionais (EV), no periodo
noturno, de 29 de outubro de 2021 até 4 de novembro de 2021. Os animais
encontrados foram recolhidos manualmente, individualizados em sacos plasticos e
posteriormente encaminhados para o laboratério mével, onde foram mantidos
vivos até o momento da necropsia. Apds a necropsia foi anotado a massa (g),

comprimento rostro-cloacal (CRC) em milimetros e sexo.

1.3 Coletae analise dos parasitos recuperados
A eutanasia dos anuros foi realizada utilizando uma solucédo de tiopental sédico e,
emseguida, com auxilio de um esteromicroscoépio, foi feito um corte longitudinal na
parte ventral do anuro, afim de expor a cavidade interna e possibilitar a avaliagao
da presenca de helmintos. O processo de avaliacdo de presenca também foi
realizado nos 6rgaos internos.

Uma parte dos trematddeos encontrados foram fixados em solug&o de formol
10% e preservados em alcool 70%, a outra parte foi conservada em acool 70% e
encaminhda para andlises de microscopia de luz. Nematdides foram fixados e
conservados em alcool 70% e depois montados em Lactofenol. Os acantocéfalos
encontrados foram fixados e conservados em alcool 70%.

O processo de coloragao e identificacdo seguiu a metodologia especifica

para cada grupo encontrado (AMATO et al, 1991).

14  Depaosito dos parasitos

Os espécimes amostrais dos helmintos encontrados serdo, ao término deste
trabalho, depositados na Colecao Helmintolégica do Departamento de Parasitologia
do Instituto de Biociéncias (CHIBB), Unesp, campus de Botucatu e outra parte sera

mantida como colegcdo de referéncia do Laboratorio de Ecologia do Parasitismo
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(LECOP) na Faculdade de Engenharia de llha Solteira, UNESP-Ilha Solteira.

2.6 Andlise Estatistica
A prevaléncia, intensidade e abundancia foram calculados de acordo com Bush et al.
(1997).

O teste estatistico d, indice de Dispersdo e o indice de Green (IG) foram
calculados afim de diagnosticar o padrao de distribuicdo das espécies.

A curva de acumulacgéao de riqueza de espécies observadas (sobs) em conjunto com
o estimador de riqueza Bootstrap, foram utilizados para verificar a eficiéncia
amostral.

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi empregada na analise para
observar a distribuicdo dos espécimes de hospedeiros em relacdo aos dois
diferentes ambientes, em relacdo as varaveis morfologicas, de abundancia de
parasitos e das variaveis ambientais.

A fim de se verificar a existéncia de diferencas estatisticas entre a fauna
parasitaria de B. faber em habitats fragmentados e conectados e também entre as
duas espécies de hospedeiros analisados (B. faber e H. binotatus) foi aplicada a
Analise de Variancia Multivariada (MANOVA), onde considerou-se como
significativosos resultados com p <= que 0.01.

Os testes mencionados s6 foram aplicados nas espécies que obtiveram
prevaléncia maior que 10% e, foram divididos por espécie e tipo de area de estudo
(fragmento ou vegetacao continua). Os testes foram realizados utilizando o software

estatistico R.

3 RESULTADOS

Foram coletados 71 espécimes de anuros, onde 39 animais foram localizados
em areas com vegetacado fragmentada e 32 em areas de vegetacao continua. Dos
animais encontrados, 56 eram da espécie Boana faber (WIED-NEUWIED, 1821) e
15 de Haddadus binotatus (SPIX, 1824). Os protozoarios s6 foram encontrados na
espécie B. faber, em apenas 13 hospedeiros, sendo 8 em abientes fragmentados e 5
em ambientes continuos. Apenas 4 animais nao estavam infectados com nenhuma
espécie de parasito, totalizando uma prevaléncia geral de 94,37% de infeccao por

ao menos uma espécie de parasito.
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As médias de CRC e peso foram divididas por espécie e areas, sendo que B.
Faber apresentou uma média geral de CRC de 84,82 + 0,31Tmm e massa 40,11
+0,32g, para as areas de vegetacao fragmentada foram 78,12 + 0,48mm de CRC e
36,35 + 0,31g de massa, ja as areas de vegetagcdo continua tiveram meédias de
CRC de 89,84 £ 0,38mm e massa 56,24 + 0,64g. H. binotatus apresentou 53,73 *
1,36ml de CRC e 11,7 £ 1,79g de massa.

O total de parasitos encontrados foi de 1125 para os hospedeiros da espécie
B. faber de areas com vegetacdo fragmentada, 1673 para as areas de vegetacao
continua e de 441 espécimes de parasitos encontrados nos hospedeiros H.
binotatus.A espécie H. binotatus soé foi encontrada em areas de fragmentos.

Os metazoarios parasitos encontrados foram divididos em trés taxa:
Nematoda, Acantocephala e Trematoda, divididos em 9 espécies (Tabela 1), sendo
que Haematolechus sp. € um novo registro de ocorréncia para B. faber. Das
espécies de parasitos identificadas, Cosmocercidae gen. sp.1, foi a que teve a
maior prevaléncia nas duas espécies de hospedeiros e nos dois tipos de areas de
coleta (B. fabber: fragmento: 62,5%; continuo: 40,63%; H. binotatus: 86,67%). A
espécie Raillietinema sp. apresentou os maiores valores de abundancia média
(Fragmento: 39,58 £ 6,95; Continua: 45,72 + 3,13) e intensidade média (Fragmento:
237,5 £ 166,88; Continua: 292,6 + 100,19) dos parasitos encontrados em B. fabber
(tanto de fragmento como de vegetacao continua). Nos hospedeiros H. binotatus a
espécie Cosmocercidae gen. sp.1 apresentou a maior abundancia média (12,93 %
0,64 parasitos por anuro analisado) e Raillietinema sp. maior intensidade média
(137 parasitos por anuro infectado).

Em relagdo aos indices de distribuicdo, apenas a espécie Rhabdias sp1.

encontrada em B. fabber de areas fragmentadas apresentou distribuicdo uniforme (1D
<0 e IG <0) e os Cestoda em forma de cisto tiveram IG < 0, o que sugere certa
uniformidade na distribuicdo desses parasitos. Todas as outras espécies com mais de
10% de prevaléncia apresentaram o padrao de distribuicdo agregado (ID > 1 e IG >
0)(Tabela 2).
A Analise de Componentes Principais (PCA) que leva em consideracao a

distribuicdo e parédmetros fisicos dos hospedeiros, variaveis ambientais e
abundancia dos metazoarios parasitos de B. faber em relacdo aos dois tipos de

habitats amostrados (Fig. 1A), mostra que existe uma diferenciacdo entre habitats
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fragmentos e conectados, observacbes que sao suportadas pela Analise de
Variancia Multivariada (MANOVA) que considerou os grupos (habitat fragmentado e
conectado) e suas variaveis como diferentes estatisticamente (Lambda de Wilks F =
4,881, p<0,01).

Levando em consideragdo as variaveis e suas interrelagbes (Fig. 1B), é
possivel observar uma correlagcdo negativa entre os valores de temperatura e a
abundancia de Oxyascaris similis (Travassos, 1920), ou seja, conforme ocorre o
aumento da temperatura no habitat, a abundancia dos parasitos dessa familia
tende a diminuir e vice-versa. A espécie O. similis também teve correlacédo positiva
com as variaveis morfoldégicas dos hospedeiros de comprimento total do corpo
(CRC) e de massa. A presenca de protozoarios comensais nos intestinos de B.
faber parece estar associada a abundancia de Rhabdias sp., Owaldocruzia
subauricularis (Rudolphi, 1819) e principalmente Cosmocerdidae gen. sp., visto que
€ possivel observar uma correlagado positiva entre a presenca dos protozoarios e
abundancia média destas espécies. Na PCA que relacionou apenas os protozoarios
com as especies de helmintos encontrados (Fig. 2) foi possivel observar novamente
uma correlagao entre a presenga de protozoarios e a abundancia de Rhabdias sp. e
também com O. subauricularis.

Na PCA que analisa as variaveis dos hospedeiros, do ambiente e a
abundancia dos metazoarios parasitos de H. binotatus (Fig. 3) em ambientes
fragmentados, é possivel observar que as variaveis morfoldégicas dos hospedeiros
influenciaram na abundancia média de Ochoterenella sp. e Cestoda, com
correlacado positiva e correlagdo negativa, respectivamente, entre a abundancia
destes parasitos e 0 comprimento total do corpo e massa dos hospedeiros.

A PCA que compara as duas espécies de hospedeiros coletados em
ambientes fragmentados em relagdo as variaveis morfologicas, do habitat e de
abundancia dos metazoarios parasitos, € possivel observar uma clara diferenciacao
entre elas (Fig. 4A), confirmada pelo teste MANOVA que considerou o conjunto das
variaveis das duas espécies de hospedeiros como diferentes estatisticamente
(Lambda de Wilks F = 6,08, p < 0,01). Boana faber foi a espécie de hospedeiro que
teve os maiores valores de abundéncia em cinco das oito espécies incluidas na
analise (Fig. 4B) e que também teve os maiores valores de CRC e de massa.

A curva de acumulacdo de espécies do hospedeiro B. faber levando em
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consideracao os dois tipos de habitats juntos ndo mostrou tendéncia a estabilizacao
(Fig. 5A). Ao separarmos os dois habitats, é possivel observar que em ambientes
fragmentados, a curva permanece crescente, longe de uma possivel estabilizacao,
a mesma observacgao vale para o hospedeiro H. binotatus (Fig. 6). Por outro lado,
em ambientes conectados é observa-se uma tendéncia de estabilizagao da curva

em, indicando suficiéncia amostral para o hospedeiro B. faber (Fig. 5C).

4 DISCUSSAO
Os dados obtidos sobre a helmintofauna encontrada nos dois hospedeiros
analisados apresentou grande riqueza de espécies de parasitos do filo Nematoda,
que sao conhecidos por se alojarem no sistema gastrointestinal dos animais e
também por serem espécies (generalistas, ou seja, apresentam baixa
especificidade, o que justificaria a presenca das mesmas espécies nos dois
hospedeiros analisados (CAMPIAO et al, 2014; ANDERSON, 2000). Essa
diversidade de espécies de nematoides corrobora com os resultados encontrados
em alguns estudos realizados no Brasil, na regido da Mata Atlantica e utilizando
também, de algumas espécies de anuros das familias Hemiphractidae,
Craugastoridae, Brachycephalidae, Bufonidae, Cycloramphidae, Hylidae, Hylodidae,
Leptodactylidae e Microhylidae (NOMURA, 2010; AGUIAR, 2013; TOLEDO et al,
2017; GRACA et al, 2017; AGUIAR et al, 2020; QUEIROZ, et al, 2020; FREZZA,
2021). Além da diversidade de nematodas, um novo registro de Haematolechus sp.
em B. faber foi constatado. Os registros a respeito desse género foram feitos, na
sua maioria, na América do Norte, Europa e Asia, como KOYUN, et al (2015) que
encontrou duas espécies, Haematolechus variegatus e Haematolechus breviansa,
em Pelophylax ridibundus de uma cidade da Turquia. Essa espécie também é
conhecida por causar danos ao tecido do animal, que podem ser intensificados por
acdes de fatores externos, como alteragcbes no ambiente e mudancgas climaticas
(KOPRIVNIKAR, 2012).

Cosmocercidae gen. sp. 1 foi a espécie que teve os maiores indices de
prevaléncia nos dois hospedeiros e nas duas areas de estudo, porém, assim como
ocorreu em outros estudos onde estes espécimes foram encontrados, a sua

identificacdo a nivel de espécie nao foi possivel, visto que espécimes da familia
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Cosmocercidae possuem similaridade entre as fémeas, o que torna
identificacdo possivel apenas com a presenca de machos, que nao foram
encontrados nos hospedeiros (CAMPIAO et al, 2014).

A familia Cosmocercidae possui um ciclo de vida direto, sendo a forma de
penetracao ativa pela pele dos hospedeiros a mais utilizada, o que pode explicar o
sucesso na infeccdo desses parasitos (ANDERSON, 2000). TOLEDO et al, 2017,
ainda cita que as espécies Oswaldocruzia subauricularis e Rhabdias sp., espécies
que foram encontradas nesse trabalho, também possuem um ciclo de vida simples
e direto, com ingestao pela via oral ou pela penetracao direta pela pele, porém,
diferente dos Cosmocercidae, a espécie Rhabdias sp. € comumente encontrada no
pulmdo, pois ap0s a penetracao, esse parasita migra pro local final de infeccao
(ANDERSON, 2000).

Os dois hospedeiros habitam as mesmas regides, B. faber € uma espécie
neotropical encontrada desde o sul, sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil até o
norte da Argentina e Paraguai, habitando areas abertas e trechos de floresta
(FROST, 2013). Ja H. binotatus habita as regides de serra pilheira da Mata Atlantica,
distribuido desde a Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo conhecida pelo
desenvolvimento dos seus ovos que nao necessitam de agua no processo
(HEDGES et al, 2008; HADDAD e SAZIMA, 1992, CANEDO e RICKLI, 2006). B.
faber € uma espécie com habitos arboricolas que conseguiu se adaptar bem a
regides antropisadas, o que justifica sua presenca tanto nas areas de vegetacao
fragmentada quanto nas areas de vegetacdo continua (FORTI, 2009). Enquanto
que H. binotaus possui o habito de construir “ninhos” na serapilheira, onde ira
depositar seus ovos (CONDEZ et al., 2009). Esses habitos de vida de ambos os
hospedeiros podem explicar por que a maioria das espécies de helmintos
encontradas foram as mesmas nas duas espécies de hospedeiros, por ambas
habitarem a mesma regido, possuirem um contado direto com o solo e ainda pelas
espécies de parasitos encontrados serem de penetracdo ativa e generalistas,
infectam duas ou mais espécies de hospedeiros (ANDERSON, 2000).

As consequéncias das ac¢des antrdpicas nos habitats também podem ser
uma das razdes pela qual espécies de parasitos que possuem ciclos de vida mais
complexos foram pouco encontrados, visto que qualquer mudanga na cadeia de

transmissao do animal pode acarretar no insucesso da infec¢cdo e seu posterior
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desenvolvimento, sendo a cobertura florestal e 0 uso da terra alguns dos fatores
principais (WESTFALL et al. 2008; KING et al. 2007 ; SCHOTTHOEFER etal. 2011).

O fato de a Analise de Componentes Principais indicar que a ocorréncia de
uma diferenciacdo quanto a distribuicdo dos espécimes de hospedeiros de B. faber
em areas de vegetacdo fragmentada e continua, também podem ser explicados
pelos habitos de vida dos animais, visto que essa espécie é encontrada em regioes
de mata geralmente fechada, o que justifica a concentragdo nos espécimes nas
areas de vegetacdao continua (FROST, 2013). Ja quando falamos sobre os
parametros biolégicos desses animais, como massa e comprimento corporal, a
correlacao positiva com a presenca de O. similis pode ser justificada pela maior
area de contato que o hospedeiro tera com o solo e também, apos a infecgdo, uma
maior area de desenvolvimento dentro do corpo do hospedeiro (POULIN, 1998;
POULIN, 2007; KAMIYA, et al. 2014; CAMPIAO, et al. 2015; GUTIERREZ, et al.
2019). O trabalho realizado por EUCLIDES, 2021, também encontrou altos indices
de infeccao pelas espécies de parasitos encontrados no presente estudo, inclusive
com a mesma especie de hospedeiro, B. faber, indicando o mesmo cenario de
maioria de nematdides e uma mudanga na riqueza e abundancia das espécies
quando falamos da diferenca de ambientes.

Outro ponto importante para compreensdo da abundancia e diversidade de
espécie diz respeito ao habitat que estdo inseridos, MARCOGLIESE (2005) e
HUDSON et al (2006) mostraram em seus trabalhos que qualquer mudanga
ambiental que ocorra no local onde estdo inseridos, pode levar a alteracdes na
fauna parasitaria, visto que muitas espécies de parasitos utilizam os anuros como
hospedeiros intermediarios, por tanto, ambientes que nao sofrem com acobes
antropicas irao naturalmente abrigar uma diversidade de espécies maior, tanto de
parasitos quando de outros animais.

Os estudos realizados com H. binotatus giram em torno da biodiversidade da
helmintofauna desses animais, sendo que as relagcdes com os fatores biologicos
sao pouco exploradas, mas em outros hospedeiros ja foi observado que o tamanho
do hospedeiro pode influenciar na comunidade de parasitos (MUZZALL, 1991;
MCALPINE, 1997; BOLEK e COGGINS, 2000; YODER e COGGINS, 2007;
IBRAHIM, 2008; HAMANN et al., 2012, 2013; TOLEDO et al., 2015). Por esse

motivo, no que diz respeito a correlagdo positiva encontrada entre a massa e o
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comprimento total corporal com a abundéncia média de Ochoterenella sp.,
corrobora com os padroes encontrados. Em um estudo realizado com o mesmo
hospedeiro e outras espécies, foi observado que quanto maior a massa e
comprimento do hospedeiro, maior a diversidade e abundancia de parasitos
(TOLEDO et al, 2017).

Muitas espécies de nematdides de infeccdo ativa, possuem no seu ciclo
de vida fases em que sao considerados de vida livre, onde depositam seus ovos no
solo e seguem com o seu desenvolvimento, onde irdo infectar seu hospedeiro
intermediario ou final (ANDERSON, 2000). Diante disso existem uma série de
fatores que podem comprometer o desenvolvimento desses animais, sendo a
temperatura um deles (BAKONYI et al., 2007; KAYA e GAUGLER, 1993;
LEVINE, 1980; PAYNE 1923; SMITH, 1990; STROMBERG, 1997). A interferéncia
que a oscilacdo de temperatura pode exercer no ciclo de vida desses parasitos pode
ser um dos motivos da correlagcdo negativa encontrada entre as variagdes das taxas
de abundancia de O. similis em comparacdao com a temperatura do ambiente, além
de ser, em conjunto com outras questdes ambientais, 0 que causa alteracdes na
distribuicdo das espécies de helmintos (LANGFORD, 2015), além de relatos que
indicam a influéncia que o aumento da temperatura causou, acelerando o
desenvolvimento de nematoides de outras espécies dentro dos hospedeiros
(GRIFFIN, 1988).

Quando comparamos as duas espécies de hospedeiro com suas
caracteristicas biolégicas e a abundancia e diversidade de parasitos, &€ possivel
observar mais uma vez como o tamanho do animal interfere na presenca ou
auséncia de infec¢do parasitaria. Enquanto B. faber € considerada uma espécie
grande em relagédo a H. binotatus, medindo de 8,5cm a 10cm, e possuindo a maior
riqueza de espécies e abundancia de parasitos, H. binotatus mede entre 3cm e 5cm
(sendo que as fémeas possuem um tamanho maior que os machos) (HEYER et al,
1990; IOP et al, 2016).

O fato de que as curvas de acumulagéo de espécies nao apresentarem uma
estabilizacdo, mas indicarem um crescimento, pode ser um indicador que a
helminto fauna dessas espécies ainda nao é totalmente conhecida, e a presenca de
Haematolechus sp. em B. faber como primeiro registro para esse hospedeiro

reforca essa teoria. Outros estudos realizados com as mesmas espécies de
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hospedeiros utilizarando “n” de amostragem menores e maiores identificaram quase
as mesmas espécies que o presente trabalho (NOMURA, 2010; AGUIAR, 2013;
TOLEDO et al, 2017).

Assim como as espécies de nematdides encontradas nos estudos, Fernandes
et al (2011), Ozer e Erdem (1998) e Ozer (2003) relataram uma correlacéo
positiva entre a presenca de protozoarios tricodinideos e o tamanho corporal dos
hospedeiros,no caso peixes e girinos, com a mesma justificativa de quanto maior o
corpo do hospedeiro maior a chance de abrigar mais parasitos. Levando em
consideracao que a forma de infec¢ao por protozodrios seja por ingestao e das
espécies de helmintos correlacionados com eles seja por penetracao ativa é
possivel identificar o porqué da correlacao positiva encontrada entre protozoarios e
as espécies Rhabdias sp., Owaldocruzia subauricularis (Rudolphi, 1819) e
Cosmocerdidae gen. sp. Como os protozoarios comensais ndo sao parasitos
obrigatérios, a competicdo por espaco e alimento ndo ocorre (FERNANDES et al,
2011).

A alimentacdo das duas espécies é formada basicamente da ingestdo de
insetos, como larvas de Leptodera e Libellulidae, e um estudo realizado por
COCHAK et al (2021) utilizando de infeccdo experimental, observou a capacidade
de dispersdao de protozoarios utilizando anuros e odonatos como dispersores.
Nesse estudo a foi possivel comprovar que a dispersao dos protozoarios ciliados
teve mais éxito quando acompanhada dos vetores bioldgicos, porém cada vetor
agindo de uma forma diferente e com seu potencial intensificado quando aplicados
juntos (COCHAK et al, 2021). Diante dos resultados obtidos pode ser dizer também,
que a alimentacdo desses animais tem influéncia na presenca ou nao de
protozoarios.

Existem estudos que evidenciam que algumas espécies de parasitos podem
causar patogenias prejudiciais aos hospedeiros, mas que isso ocorre, na grande
maioria das vezes, quando alinhado a alteragcbes ambientais ou outros patégenos,
como mostra um estudo realizado por KOPRIVNIKAR (2010) que identificou que
somente a infeccdo por parasitos ndo obteve um efeito geral sobre os girinos,
porém quando foram expostos a estressores, houve uma interacdo causando
efeitos negativos no desenvolvimento dos girinos. Essa interacdo negativa pode
deixar o animal suscetivel a infec¢cdo por outras espécies, o que pode ter ocorrido

no presente estudo, visto que as areas de estudo sofreram, de alguma maneira,
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modificagées na paisagem.

Apenas a espécie B. faber tinha a presenca de protozoarios e diferentemente
dos helmintos, os protozoarios comensais podem ser encontrados livre no ambiente
aquatico, sem a necessidade de um hospedeiro, sendo utilizadas como um
indicativo de desequilibrio ambiental, ja que estao diretamente relacionados com a
massa das bactérias do ambiente, possuem rapida resposta as alteracdes do
ambiente e mesmo em grande concentragdo no hospedeiro ndo causam danos,
além de serem de facil identificacdo (MACKENZIE, 1983). Essa hipotese também
foi levantada no trabalho de FERNANDES et al (2011) e reforcada por OGUT e
PALM (2005), que evidenciaram que a maior prevaléncia de trichonideos em areas
com poluicdo organica. No presente estudo também sé foram encontrados
protozoarios nas areas fragmentadas, areas essas que também sofreram com

acdes antropicas e estdo em desequilibrio ambiental.

5 CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel identificar o primeiro registro de Haematolechus sp. para B. Faber e
além disso, foi possivel observar que ocorreram diferencas entre os habitats
analisados, assim como entre os hospedeiros, sendo um indicativo que as
alteracdes na paisagem, resultado das a¢des antrdpicas, e as mudancas climaticas,
podem impactar diretamente na diversidade e abundancia das espécies de

parasitos, assim como na dispersdo e nas ocorréncias de protozoarios comensais.
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Boana faber NHP P (%) AM IM SI NHP P (%) AM IM Si
Cosmocercidae gen. sp.1 15 62,5 3,42 £ 0,22 5,47 £ 5,31 IG/ID 13 40,63 1,44 £ 0,07 3,54 +2,19 IG/ID
Cosmocercidae gen. sp.2 1 4,17 0,08 £ 0,08 2 IG - - - - -
Ochoterenella sp. 5 20,83  0,790,08 3,8+1,92 CAV 4 12,5 0,16 + 0,02 1,25+0,5 CAV
Oswaldocruzia subauricularis Rudolphi, 1819 9 37,5 1,33+£0,14 3,56 + 3,47 IG/ID 11 34,38 2,72 0,24 791+7,7 ID/IG/E
Nematoda
Raillietinema sp. 4 16,67 39,58 £6,95  237,5+ 166,88 IG/ID 5 15,63 45,72 +3,13 292,6 £100,19 IG/ID
Oxyascaris similis Travassos, 1920 - - - - - 9 28,13 1,53 +0,1 5,44 £3,13 ID
Rhabdias sp.1 9 37,5 0,54 + 0,03 1,44 +0,73 P 8 25 0,66 + 0,09 2,63 +2,83 P
Physaloptera sp. 1 4,17 0,29 £ 0,29 7 EST - - - - -
Trematoda Haematolechus sp. 1 4,17 0,04 £ 0,04 1 P - - - - -
Cisto 1 4,17 0,75+ 0,75 18 CAV - - - - -
Acantocephala Cistacanto 1 4,17 0,04 + 0,04 1 PELE 1 3,13 0,06 + 0,06 1 ID
Fragmento Continuo
Haddadus binotatus NHP P (%) AM IM Si
Cosmocercidae gen. sp.1 13 86,67 12,93 +0,64 14,92 + 9,63 IG/IDICAV
Ochoterenella sp. 1 6,67 0,6+0,6 9 CAV
Nematoda Oswaldocruzia subauricularis Rudolphi, 1819 7 46,67 3,53+0,46 7,57 £ 6,95 ID
Raillietinema sp. 1 6,67 9,13 +9,13 137 IG
Rhabdias sp.2 9 60 2,73 £0,21 4,56 £ 3,21 P
Acantocephala Cistacanto 1 6,67 0,13+0,13 2 BEX
Digenea Cisto 3 20 0,33+0,04 1,67+0,58 ID/PELE/FIG

P: Pulméao, E: Estdmago, ID: Intestino Delgado, IG: Intestino Grosso, CAV: Cavidade, BEX: Bexiga e FIG: Figado

Tabela 1: Numero de hospedeiros parasitados (NHP), prevaléncia (P), abundéancia média (AM), intensidade média (IM),
sitio de infestacao/infeccdo (Sl) dos parasitos de Boana faber e Haddadus binotatus coletados em areas de vegetacao
fragmentada e vegetacdo continua do municipio de Sao Luiz do Paraitinga, Sdo Paulo, Brasil.
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Fragmento Continuo
Espécies (Boana faber) ID d IG ID d IG
Cosmocercidae gen. sp.1 8,24 6,05 8,2 3,33 6,56 3,3
Ochoterenella sp 4,67 7,95 4,63 1,56 2 1,53
Oswaldocruzia subauricularis 9,05 13,69 9,01 21,80 28,95 21,77
Raillietinema sp. 703,61 173,2 703,57 219,55 108,86 219,52
Rhabdias sp1 0,99 0,03 0,94 12,13 19,62 12,1
Oxyascaris similis - - - 6,4 12,11 6,37
Espécies (Haddadus binotatus) ID d IG
Cosmocercidae gen. sp.1 7,17 8,98 7.1
Oswaldocruzia subauricularis 13,68 14,38 13,61
Rhabdias sp2 3,77 5,08 3,7
Cisto 1,02 0,15 0,95

Tabela 2: indices de dispersdo (ID), teste estatistico d e indice de Green (IG),
dos parasitos de Boana faber e Haddadus binotatus, coletados em areas de
vegetacdo fragmentada e vegetacdo continua, no municipio de Sao Luiz do

Paraitinga, Sdo Paulo, Brasil com prevaléncia maior que 10%.
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Figura 1: Analise de Componentes Principais (PCA) que mostra a distribuicao
individual dos espécimes de Boana faber (Wied-Neuwied, 1821) (Anura: Hylidae)
coletados nos dois habitats analisados (A) (verde = fragmentado, vermelho =
conectado) em relacao as variaveis ambientais, biométricas dos hospedeiros e

de abundancia dos metazoarios parasitos (B).
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Figura 2: Analise de Componentes Principais (PCA) que relaciona a presenca e

ausensia de protozoarios comensais com a espécies de helmintos encontrados em

Boana faber, nas areas de vegetacao fragmentada.
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Figura 3: Andlise de Componentes Principais (PCA) que mostra a distribuicdo
individual dos espécimes de Haddadus binotatus (Spix, 1824) (Anura:
Graugastoridae) coletados em areas de fragmento em relagdo as varidveis
ambientais, morfométricas dos hospedeiros e de abundancia dos metazoarios

parasitos.
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Figura 4: Analise de Componentes Principais (PCA) que compara a distribuicao
individual dos espécimes (A) de Haddadus binotatus (Spix, 1824) (Anura:
Graugastoridae) (verde) e Boana faber (Wied-Neuwied, 1821) (Anura: Hylidae)
(vermelho) coletados em areas de fragmento em relagdo as variaveis
ambientais, biométricas dos hospedeiros e de abundancia dos metazoarios

parasitos (B).
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Figura 5: Curva de acumulacdo de espécies dos metazoarios parasitos de
Boana faber (Wied-Neuwied, 1821) (Anura: Hylidae), levando em consideragao
ambos os habitats (A), somente o habitat fragmentado (B) e somente o habitat

conectado (C).
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Figura 6: Curva de acumulagdo de espécies dos metazoarios parasitos de
Haddadus binotatus (Spix, 1824) (Anura: Graugastoridae) em ambientes

fragmentados.
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