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INVESTIGAÇÃO DE HEMOSPORÍDEOS E HEMOGREGARINAS (APICOMPLEXA) 

EM Podocnemis expansa E Phrynops geoffroanus 

 
RESUMO – Testudines atuam como hospedeiros intermediários para 

hemogregarinas (Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.) e hemosporídeos 
(Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp.). Esses hemoprotozoários pertencentes 
ao Filo Apicomplexa são parasitas heteroxenos que afetam principalmente hemácias. 
Sua presença, intracitoplasmática, em extensões sanguíneas de répteis, pode ser 
eventualmente observada. A identificação morfológica não é suficiente para a 
classificação de espécie, sendo recomendada a utilização de métodos moleculares. 
Com o objetivo de pesquisar a presença de hemogregarinas e hemosporídeos em 
Phrynops geoffroanus (cágados-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartarugas-da-
Amazônia) ambos de vida livre, foram utilizados métodos morfológicos e moleculares. 
Nas extensões sanguíneas coradas e em cortes histológicos (de fígado, pulmão, baço 
e coração de P. geoffroanus) foi investigada a presença de hemoparasitas. A partir de 
amostras de sangue e de tecidos foi realizada a pesquisa de material genômico de 
hemoparasitas por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (cPCR), com base nos 
genes 18S rRNA (hemogregarinas) e Citocromo b (hemosporídeos). Em extensões 
sanguíneas de 100% (7/7) de P. expansa foram observadas estruturas sugestivas 
para hemogregarinas. Observou-se amplificação de fragmentos baseados no gene 
18S rRNA para 100% (7/7) de P. expansa. As análises filogenéticas de Máxima 
Verossimilhança (MV) e Bayesiana foram obtidas de sequências de amostras 
sanguíneas de P. expansa. Tais sequências agruparam-se em um clado monofilético 
e posicionaram-se em um ramo próximo às sequências do gênero Haemogregarina 
obtidas de testudines aquáticos da América do Norte, Ásia, Europa e África. Tal 
situação instiga a investigação molecular de mais sequências de hemogregarinas, 
provenientes de testudines aquáticos de países sul americanos geograficamente 
próximos, a fim de colaborar na afirmação mais robusta do surgimento de um novo 
clado do gênero Hemogregarina.  
 
Palavras chave: cágado-de-barbicha; hemogregarinas; hemosporídeos; Reptilia; 
tartaruga-da-Amazônia  
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INVESTIGATION OF HEMOSPORIDIA AND HEMOGREGARINES (APICOMPLEXA) 

IN Podocnemis expansa AND Phrynops geoffroanus 

 
ABSTRACT – Testudines act as intermediate hosts for hemogregarines 

(Haemogregarina spp. and Hemolivia spp.) and hemosporidia (Haemoproteus spp. 
and Haemocystidium spp.). These haemoprotozoans belongs to the phylum 
Apicomplexa are heteroxenous parasites that affect erythrocytes. Their presence in 
reptiles’ blood extensions can eventually be observed. Morphological identification is 
not enough for the classification, so molecular methods are recommended. In order to 
investigate the presence of hemogregarines and hemosporidia in free-living Phrynops 
geoffroanus (geoffroy’s side-necked turtle) and Podocnemis expansa (giant Amazon 
turtle), morphological and molecular methods were used. The presence of 
hemoparasites was investigated at stained blood smears and histological slides (liver, 
lung, spleen and heart from P. geoffroanus). Genomic material of hemoparasites was 
detected by Polymerase Chain Reaction (cPCR), based on the 18S rRNA genes 
(hemogregarines) and Cytochrome b genes (hemosporidia). Hemogregarines-like 
structures were observed in stained blood smears from 100% (7/7) P. expansa. 
Amplification of fragments based on 18S rRNA gene was observed at 100% (7/7) P. 
expansa samples. Maximum Likelihood and Bayesian phylogenetic analyzes were 
obtained from sequences from P. expansa blood samples. These sequences were 
grouped into a monophyletic clade and clustered close Haemogregarina genus 
sequences, obtained from fresh water turtles from North America, Asia, Europe and 
Africa. This situation put forward molecular investigation of more sequences of 
hemogregarines from freshwater turtles from geographically close South American 
countries, with the view to collaborate in a robust affirmation of the emergence of a 
new clade of the genus Hemogregarina. 
 
Keywords: geoffroy’s side-necked turtle; hemogregarines; hemosporidia; Reptilia; 
giant Amazon turtle 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

Registros de hemoparasitas em répteis são frequentemente relacionados a 

hemogregarinas e hemosporídeos descritos em lacertídeos, serpentes e testudines. 

A classificação morfológica dos hemoparasitas, quando realizada isoladamente, não 

é suficiente para o diagnóstico taxonômico. Para tanto, métodos moleculares se 

fazem necessários. 

As pesquisas de detecção de material genômico de hemogregarinas em 

testudines são baseadas principalmente no gene 18S RNA ribossomal. Estudos 

sobre inferências filogenéticas de hemogregaríneos em testudines sul-americanos 

ainda são inexistentes, estão disponíveis apenas detecções de material genômico 

de hemogregarinas em testudines aquáticos sul-americanos cativos.   

Já as detecções moleculares de hemosporídeos em testudines são 

predominantemente baseadas no gene mitocondrial Citocromo b. A caracterização 

filogenética de hemosporídeos em testudines sul-americanos foi realizada em 

testudines de água doce.  

A caracterização filogenética mais robusta destes hemoparasitas em 

testudines necessita de sequências provenientes de diferentes espécies de répteis, 

oriundos de diversas localizações do globo. Tais informações possibilitariam 

avaliações de diversidade e distribuição de genótipos, associações de especificidade 

de hospedeiros, relações evolutivas destes agentes em testudines e inferências 

ecológicas e ambientais. Tendo em vista este enfoque, o presente estudo visa 

contribuir com novas sequências, para que tais relações sejam futuramente 

caracterizadas.  

As inferências filogenéticas de hemoparasitas do Filo Apicomplexa em 

testudines, concentram-se em países da Europa, África, Oriente Médio e Ásia. As 

caracterizações realizadas em países americanos (Canadá, Nicarágua e Peru) são 

escassas. A investigação morfológica e caracterização filogenética de 

hemogregarinas se justifica em espécies de testudines aquáticos que possuem 

extensa distribuição geográfica na América do Sul, como Phrynops geoffroanus 

(cágado-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazônia). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Testudines Sul-Americanos (Chelidae e Podocnemididae) 

 

Os testudíneos (Reptilia: Testudines), tradicionalmente denominados de 

quelônios (DUTRA, 2014), são animais pecilotérmicos, com o corpo protegido por 

um casco ósseo e apresentam crânio anápsido (LEGLER; GEORGES, 1993; 

ROSSI, 2006). Mundialmente, a ordem Testudines é constituída por 14 famílias, 90 

gêneros, 442 táxons entre espécies (327) e subespécies (115) (VAN DIJK et al., 

2014). Estima-se que 56 das espécies existentes ocorram na América do Sul 

(BOYER; BOYER, 2006) e 36 delas no Brasil, sendo duas espécies terrestres, cinco 

marinhas e 29 de água doce (BÉRNILS; COSTA, 2012).  

Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) é uma espécie de testudine de 

água doce bastante comum (MOLINA, 2001), que ocorre em biomas diversos como 

Amazônia, Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlântica e Pampa. Sua distribuição 

geográfica se estende nas cinco regiões do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-oeste, 

Sul e Sudeste) e em países da América do Sul (Colômbia, Equador, Peru, Bolívia, 

Paraguai e Argentina) (RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VAN DIJK et al., 2014) 

(Figura 1). Seu habitat são rios, córregos e lagos (RUEDA-ALMONACID et al., 

2007), ambientes calmos com grande quantidade de matéria orgânica no fundo 

(SOUZA, 2004). Não está classificada como espécie ameaçada pela International 

Union for Conservation of Nature (IUCN), nem incluída nos anexos da Convention on 

International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES) 

(RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VAN DIJK et al., 2014). 



3 
 

   

Figura 1. Distribuição geográfica de Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) na 

América do Sul, ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK et al., 2014). 

 

A massa corporal de P. geoffroanus adultos varia entre 0,6 a 4 Kg, tendo 

como média 2,5 Kg e pode chegar até 35 cm de comprimento (CUBAS; 

BAPTISTOTTE, 2007), sendo esta a maior medida atingida, geralmente, por fêmeas 

adultas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Possui hábito onívoro (MOLINA, 2001) e 

quando habita rios urbanos e poluídos com descargas orgânicas, pode se alimentar 

basicamente de larvas e pupas de moscas da Família Chironomidae, resíduos 

domésticos, baratas, caramujos e restos de outros animais (SOUZA; ABE, 2000; 

2001). Aspectos hematológicos (BRITES, 2002; FERRONATO et al., 2009; ZAGO et 

al., 2010), imunológicos (GENOY-PUERTO, 2008), efeitos metabólicos por 

contaminação (VENANCIO et al. (2013) e detecção de ectoparasitas e morfologia de 

hemoparasitas (BRITES; RANTIN, 2004) já foram pesquisados em P. geoffroanus de 

vida livre. A detecção molecular sem caracterização filogenética de hemogregarinas 

foi realizada apenas em P. geoffroanus de cativeiro (PESSOA, 2015; PESSOA et al., 

2016). 
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Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazônia) é a maior espécie de testudine 

de água doce da América do Sul (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Sua ocorrência 

se estende do Brasil, Guiana Francesa, Guiana, Venezuela, Colômbia, Equador, 

Peru, Bolívia e Trinidad (MOLINA, 2001; RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VAN 

DIJK et al., 2014). No Brasil, sua distribuição engloba as regiões Norte e Centro-

oeste (VAN DIJK et al., 2014) (Figura 2). De acordo com Rueda-Almonacid e 

colaboradores (2007), seu habitat abrange os biomas Amazônia e Cerrado, 

habitando águas das bacias do rio Amazonas, Essequibo e Orinoco e seus 

afluentes. A espécie está classificada como dependente de conservação para que 

não entre em risco de extinção pela IUCN e está incluída no anexo II da CITES. 

 

   

Figura 2. Distribuição geográfica de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazônia), 

na América do Sul foi ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK et al., 2014). 

 

A massa corporal de P. expansa adultos costuma ser entre 30 a 45 Kg, mas 

pode alcançar 60 Kg, ultrapassando os 90 cm de comprimento e 60 cm de largura. 

As fêmeas adultas possuem dimensões muito maiores que às de machos (CUBAS; 

BAPTISTOTTE, 2007; RUEDA-ALMONACID et al., 2007). A dieta é onívora 

(CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007), porém é predominantemente herbívora, constituída 

por frutos, sementes, flores, folhas, caules tenros e esponjas de água doce (RUEDA-

ALMONACID et al., 2007). 
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Quanto aos trabalhos publicados relacionados a P. expansa em cativeiro, 

foram encontradas pesquisas sobre aspectos hematológicos (OLIVEIRA-JÚNIOR; 

TAVARES-DIAS; MARCON; 2009) de P. expansa com e sem hemogregaríneos 

(PESSOA, 2015; PESSOA et al., 2016). Em outro trabalho, Picelli e colaboradores 

(2015), avaliaram a ocorrência e intensidade de parasitemia por hemogregarinas em 

P. expansa de vida livre e cativeiro. Na ocasião, nas P. expansa de vida livre (n 25) 

foi relatada a ausência de sanguessugas, supostamente relacionada ao período no 

qual foram realizadas as amostragens (entre outubro a dezembro de 2013), período 

das chuvas e elevação do leito d’água no Rio Javaés no Tocantins, próxima ao 

Parque Nacional do Araguaia (PICELLI et al., 2015). A detecção molecular de 

hemogregarinas foi realizada em P. expansa de cativeiro, apenas por reação de 

amplificação e sem caracterização molecular (PESSOA, 2015; PESSOA et al., 

2016). Inferências filogenéticas foram realizadas para Haemocystidium (Simondia) 

spp. provenientes de P. expansa de vida livre no Peru (PINEDA-CATALAN et al., 

2013). 

 

2.2. Hemoparasitas do Filo Apicomplexa em testudines 

 

Sabe-se que testudines, assim como outras espécies de répteis, são 

hospedeiros de hemoparasitas esporozoários intracelulares do Filo Apicomplexa, 

como hemogregarinas (Subordem Adeleorina: Famílias Haemogregarinidae e 

Karyolysidae) e hemosporídeos (Ordem Haemospororida: Família Haemoproteidae) 

(TELFORD JR., 2009).  

O termo hemogregarina, é frequentemente usado em laudos de exames 

hematológicos, considerando a observação das extensões sanguíneas. Nesta 

técnica não é possível, apenas pela morfologia, chegar a classificação precisa de 

gênero (CAMPBELL, 2006b). As hemogregarinas comumente descritas em répteis 

pertencem aos gêneros Hepatozoon, Haemogregarina, Karyolysus e Hemolivia. 

Haemogregarina spp. (Família Haemogregarinidae) e já foram descritos em 

testudines de água doce (cágados) (JAKES et al., 2001; TELFORD JR. et al., 2009; 

DAVIS; STERRETT, 2011; PINEDA-CATALAN et al., 2013; ROSSOW et al., 2013; 

DVOŘÁKOVÁ et al., 2014; 2015; PICELLI et al., 2015; ARIZZA et al., 2016; 
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RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Hemolivia spp. (Família 

Karyolysidae) foram detectados em testudines aquáticos e terrestres (ŠIROKÝ; 

KAMLER; MODRÝ, 2004; ŠIROKÝ et al., 2007; HARRIS et al., 2013; KVIČEROVÁ et 

al., 2014).  

Os gêneros dos hemosporídeos, também conhecidos pelo termo malaria 

parasite (MARTINSEN; PERKINS; SCHALL, 2008), são Plasmodium spp. (Família 

Plasmodiidae), Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp. (Família 

Haemoproteidae). Haemoproteus spp. foi descrito em testudines de água doce 

(JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009) e terrestres (TELFORD JR., 2009; COOK; 

SMIT; DAVIES, 2010; ÖRKUN; GÜVEN, 2013; JAVANBAKHT et al., 2015); e 

Haemocystidium spp. já foram descritos em testudines de água doce 

[Haemocystidium (Simondia) spp.; PINEDA-CATALAN et al., 2013]. 

Os hemoprotozoários a serem investigados no presente trabalho 

(Haemoproteus spp., Haemocystidium spp., Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.), 

são parasitas heteroxenos, possuem ciclo evolutivo típico dos coccídeos (TELFORD 

JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013) e geralmente parasitam as 

hemácias, e às vezes leucócitos, de répteis (JACOBSON, 2007). Os principais 

hospedeiros invertebrados (vetores) de hemogregarinas nos répteis terrestres são 

ácaros ixodides (carrapatos) (ŠIROKÝ; KAMLER; MODRÝ, 2004; ŠIROKÝ et al., 

2007; JACOBSON, 2007; VILCINS et al., 2009; HERBERT et al.; 2010; HARRIS et 

al., 2013; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015), ácaros mesostigmatas 

(HAKLOVÁ-KOČÍKOVÁ et al., 2014), mosquitos (TELFORD JR., WOZNIAK; 

BUTLER, 2001), moscas e percevejos (CAMPBELL, 2006a; JACOBSON, 2007). Nos 

répteis aquáticos os vetores de hemogregarinas parecem ser as sanguessugas 

(BRITES; RANTIN, 2004; JACOBSON, 2007; DVOŘÁKOVÁ et al., 2014; 2015; 

ARIZZA et al., 2016). Já para hemosporídeos em répteis terrestres e aquáticos, os 

vetores podem ser tabanídeos hematófagos (TELFORD JR., 2009). A coincidência 

de habitats dos hospedeiros e vetores é influenciado pelo inter-relacionamento de 

relevo, solo, clima, água, flora e fauna (NEVES, 2005). 

A detecção de hemogregarinas em répteis não indica necessariamente que o 

animal esteja doente, representando apenas um achado casual (ALMOSNY; 

SANTOS, 2000; BRITES; RANTIN, 2004; ROSSOW et al., 2013). Nos exames 
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hematológicos de animais parasitados foram observadas diminuição das 

concentrações de proteínas séricas totais, globulinas e trombocitopenia em P. 

geoffroanus parasitados por hemogregarinas (PESSOA, 2015; PESSOA et al., 

2016). As infecções por hemosporídeos podem causar redução de hemoglobina da 

hemácia infectada (CAMPBELL, 2006a; 2006b). A intensidade da afecção depende 

de vários fatores como: grau da resposta imune ou inflamatória desencadeada 

(NEVES, 2005), comprometimento do sistema imune (KNOTKOVA et al., 2005), 

idade e estado nutricional do hospedeiro, os órgãos atingidos (NEVES, 2005), 

estresse (ALMOSNY; SANTOS, 2000), número de formas infectantes presentes, 

virulência da amostra e associação de outras espécies de parasitas (NEVES, 2005).  

 

2.3. Ciclo biológico de hemogregarinas e hemosporídeos que parasitam 

testudines  

 

Durante o repasto sanguíneo, o hospedeiro invertebrado (vetor) se infecta 

com gametócitos presentes nas hemácias (ŠIROKÝ et al., 2007; JACOBSON, 2007; 

TELFORD JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013) (Figura 3, etapa “g”).  

No intestino do vetor, os gametócitos se diferenciam em macro e 

microgametas (gametogonia); que se fundem (fase sexuada do ciclo), formando o 

zigoto (ŠIROKÝ et al., 2007; JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009). 

Posteriormente, desenvolve-se o estágio esporogônico (esporogonia) com formação 

de oocistos contendo os esporocistos e dentro destes os esporozoítos (ŠIROKÝ et 

al., 2007; JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009; KARADJIAN; CHAVATTE; 

LANDAU, 2015) (Figura 3, quadro preto e etapa “a”).  
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Figura 3. Representação das fases do ciclo biológico de hemogregarinas. Onde (a) 

ilustra esporocisto, (b) esporozoítos, (c) meronte ou esquizonte, (d) 

merozoíto pré-eritrocítico, (e) macromeronte, (f) merozoíto e (g) gametócito 

intra-eritrocitário (imagem adaptada de ŠIROKÝ et al., 2007). 

 

O vetor inoculará nos hospedeiros vertebrados os esporozoítos por ocasião 

do repasto sanguíneo (Figura 3, etapa “b”). O hospedeiro vertebrado ao ingerir o 

vetor também pode infectar-se com os esporozoítos, como ocorre na infecção por 

Hemolivia mauritanica (ŠIROKÝ et al., 2007).  

Os esporozoítos seguem por via sanguínea e penetram em células de tecidos 

(pulmões, fígado, baço e rins) do hospedeiro vertebrado e se tornam trofozoítos. Nos 

órgãos ocorre a fase de reprodução assexuada (estágio merogônico/esquizogonia) 

(JACOBSON, 2007; ŠIROKÝ et al., 2007; TELFORD JR., 2009; NARDINI; 

LEOPARDI; BIELLI, 2013; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015).  

No estágio merogônico há a formação de merontes ou esquizontes (Figura 3, 

etapa “c”) que originam diversos merozoítos pré-eritrocíticos (Figura 3, etapa “d”) 

(ŠIROKÝ et al., 2007; TELFORD JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013). 

Quando circulantes, os merozoítos (Figura 3, etapa “f”) invadem as hemácias e se 

dividem em merontes eritrocitários e macromerontes (Figura 3, etapa “e”), que 

originam mais merozoítos (ŠIROKÝ et al., 2007; TELFORD JR.; 2009; ROSSOW et 

al., 2013; KVIČEROVÁ et al., 2014; RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI; 
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AHMADI, 2016). Quando ocorre a ruptura da hemácia, os merozoítos podem invadir 

outras hemácias para a formação de mais merontes ou darem origem aos 

gametócitos (Figura 3, etapa “g”) (ŠIROKÝ et al., 2007; TELFORD JR., 2009; 

PICELLI et al.; 2015).  

 

2.4. Testudines e pesquisa de hemogregarinas e hemosporídeos 

 

Hemogregarinas e hemosporídeos de testudines podem ser observados em 

extensões sanguíneas (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007), coradas com corante do tipo 

Romanowsky. A presença intracitoplasmática de gametócitos (CAMPBELL, 2006a; 

2006b; SIROKÝ et al., 2007; SLOBODA et al.,2007; O'DWYER et al., 2013; PINEDA-

CATALAN et al., 2013; PICELLI et al.; 2015) é observada, geralmente um 

gametócito por hemácia. Os gametócitos de hemogregarinas não possuem grânulos 

pigmentados e são em “formato de banana” (ŠIROKÝ; KAMLER; MODRÝ, 2004; 

CAMPBELL, 2006a; 2006b), já os de hemosporídeos apresentam grânulos de 

pigmentos refringentes (CAMPBELL, 2006a; 2006b; COOK; SMIT; DAVIES, 2010). 

As hemácias infectadas geralmente têm sua morfologia afetada, pois o gametócito 

ocasiona uma protuberância no citoplasma e pode ocorrer deslocamento do núcleo 

(JAKES et al., 2001; ŠIROKÝ et al., 2007; ROSSOW et al., 2013; DAVIS; 

STERRETT, 2011; PESSOA, 2015; PESSOA et al., 2016).  

Nos cortes histológicos de órgãos corados com hematoxilina e eosina podem 

ser identificadas formas sugestivas de merozoítos e merontes (TELFORD JR., 

WOZNIAK; BUTLER, 2001; ŠIROKÝ et al., 2007; TELFORD JR., 2009). Apesar de 

répteis serem comumente parasitados por hemogregarinas e hemosporídeos, 

raramente são encontradas lesões em órgãos (JACOBSON, 2007). Em estudo de 

infecção experimental de H. mauritanica em Testudo marginata (tartaruga-de-

esporas-africana), Široký e colaboradores (2007) observaram merontes em células 

do sistema retículo endotelial e hemácias, a maioria observada em órgãos 

parenquimatosos. Adicionalmente, descreveram as alterações patológicas 

atribuíveis a H. mauritanica como brandas e limitadas ao fígado e rins.  

A avaliação taxonômica morfológica é realizada pela combinação da 

morfologia de gametócitos em hemácias dos testudines com a avaliação de estágios 
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do desenvolvimento parasitário ou fases esporogônicas no vetor (ŠIROKÝ; 

KAMLER; MODRÝ, 2004; JACOBSON, 2007). Esta técnica colaborou na elaboração 

de ciclos biológicos próprios de testudines (ŠIROKÝ et al., 2007) e na identificação 

de vetores participantes do ciclo (ŠIROKÝ; KAMLER; MODRÝ, 2004; ŠIROKÝ et al., 

2007; MARTINSEN; PERKINS; SCHALL, 2008; TELFORD JR. et al, 2009; HARRIS 

et al., 2013; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015; ARIZZA et al., 2016). Apesar 

de útil, esta metodologia não é confiável (BRITES, 2002; TELFORD JR. et al., 2009) 

e nem suficiente para o diagnóstico taxonômico (PINEDA-CATALAN et al., 2013; 

HAKLOVÁ-KOČÍKOVÁ et al., 2014), sendo necessária a utilização de métodos 

moleculares (UJVARI; MADSEN; OLSSON, 2004; PINEDA-CATALAN et al., 2013), 

como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) de tecidos oriundos de biópsia ou 

necropsia e amostras de sangue (JOHNSON; ORIGGI; WELLEHAN JR., 2007).  

 

2.4.1. Testudines e pesquisa de hemogregarinas 

 

Investigações moleculares de hemogregarinas em répteis são baseadas 

principalmente no gene 18S RNA ribossomal e iniciaram a partir da década de 90, 

com estudo em serpentes e testudines terrestres (WOZNIAK; TELFORD JR.; 

MCLAUGHLIN, 1994). Na década seguinte, caracterizações filogenéticas de 

hemogregarinas foram realizadas com amostras de sangue obtidas de lagartos e 

serpentes (PERKINS; KELLER, 2001; UJVARI; MADSEN; OLSSON, 2004). Entre 

2013 a 2016 caracterizações filogenéticas de hemogregarinas foram obtidas de 

amostras de testudines e vetores (HARRIS et al., 2013; DVOŘÁKOVÁ et al., 2014; 

2015; KVIČEROVÁ et al., 2014; ARIZZA et al., 2016; RAKHSHANDEHROO; 

SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Hemolivia spp. foram caracterizadas 

filogeneticamente a partir de amostras de testudines de água doce na Nicarágua, 

testudines terrestres na Grécia e em países no Oriente Médio (Turquia, Síria e 

Iraque) (KVIČEROVÁ et al., 2014); e em carrapatos colhidos em testudines 

terrestres da Argélia (HARRIS et al., 2013). Foram realizadas inferências 

filogenéticas de Haemogregarina spp. em testudines de água doce no Canadá 

(BARTA et al., 2012), em países no Oriente Médio (Turquia, Síria e Irã) 

(DVOŘÁKOVÁ et al., 2014; RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016), 
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no norte da África (Marrocos, Argélia) (DVOŘÁKOVÁ et al., 2014), no Sudeste da 

Ásia (Vietnam, Indonésia, Tailândia e China) (DVOŘÁKOVÁ et al., 2015) e alguns 

países europeus (Bulgária e Itália) (DVOŘÁKOVÁ et al., 2014; ARIZZA et al., 2016). 

Pesquisas foram realizadas sobre inferências filogenéticas de hemogregaríneos em 

testudines no continente americano apenas em testudines de água doce cativos 

provenientes da Nicarágua (KVIČEROVÁ et al., 2014) e de vida livre oriundos do 

Canadá (BARTA et al., 2012).  

No que diz respeito a filogenia de hemogregaríneos em testudines na 

América do Sul, nada ainda foi estabelecido, apenas a detecção de material 

genômico de hemogregarinas, por fotodocumentação em gel de agarose, em 

amostras de testudines de água doce de cativeiro no Brasil (PESSOA, 2015; 

PESSOA et al., 2016). Pessoa e colaboradores (2016) observaram prevalência de 

67,52% (52/77) em P. geoffroanus e de 63,63% (14/22) em P. expansa de 

hemogregarinas nas extensões sanguíneas; e amplificação de fragmentos baseados 

no gene 18S rRNA em amostras de 23,07% (12/77) P. geoffroanus e de 13,64% 

(3/22) P. expansa; foram positivos em ambos os testes 18,18% (12/66) dos animais 

(P. geoffroanus e P. expansa).  

 

2.4.2. Testudines e pesquisa de hemosporídeos 

 

A detecção de material genômico de hemosporídeos, com base no gene 

mitocondrial citocromo b, foi inicialmente pesquisada a partir de amostras de 

primatas (CREASEY et al., 1993; ESCALANTE et al., 1998), aves (BENSCH et al., 

2000; PERKINS; SCHALL, 2002; HELLGREN; WALDENSTRÖM; BENSCH, 2004) e 

lagartos (PERKINS; SCHALL, 2002; VARDO; WARGO; SCHALL, 2005). Inferências 

filogenéticas de hemosporídeos em répteis oriundos do continente Americano ainda 

são predominantemente relacionadas a Plasmodium spp. em lagartos (MARTINSEN; 

PERKINS; SCHALL, 2008; FALK; MAHLER; PERKINS, 2011; FALK, 2013).  

Pineda-Catalan e colaboradores (2013) propuseram uma nova classificação 

morfológica e filogenética para Haemocystidium (Simondia) pacayae e H. (S.) 

peltocephali encontrados em extensões sanguíneas de 9,56% (13/136) de 

Podocnemis unifilis (tracajá) e 12,5% (12/96) de P. expansa de vida livre no Peru. 
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Quanto às análises por técnicas moleculares, observaram-se infecções isoladas e 

mistas de Haemocystidium (Simondia) spp.. Javanbakht e demais pesquisadores 

(2015) relataram que tanto na técnica morfológica, quanto na molecular, 19,73% 

(160/811) das amostras sanguíneas de testudines terrestres (Testudo graeca e T. 

horsfieldii) de vida livre (oriundos do Afeganistão, República da Georgia, Irã e 

Turquia) apresentaram positividade para Haemoproteus anatolicum e H. caucásica. 

Örkun e Güven (2013) caracterizaram morfológica e molecularmente de H. 

anatolicum em T. graeca de vida livre oriundos da Anatólia, na Turquia. 

Apesar de já existirem algumas caracterizações filogenéticas de 

hemosporídeos em testudines aquáticos e terrestres de vida livre (ÖRKUN; GÜVEN, 

2013; PINEDA-CATALAN et al., 2013; JAVANBAKHT et al., 2015), ainda são raras 

as contribuições sobre inferências filogenéticas de hemosporídeos em testudines 

sul-americanos (PINEDA-CATALAN et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Este estudo foi proposto com objetivo de investigar a presença de 

hemogregarinas e hemosporídeos em Phrynops geoffroanus (cágados-de-barbicha) 

e Podocnemis expansa (tartarugas-da-Amazônia) de vida livre de dois ambientes 

diversos, utilizando métodos morfológicos e moleculares. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

A partir das amostras biológicas (sangue e tecidos) de P. geoffroanus e P. 

expansa de vida livre: 

• Verificar a presença e intensidade de hemoparasitas nas extensões 

sanguíneas coradas e em cortes histológicos de fígado, baço, pulmão e coração (de 

animais que vieram a óbito); 

• Investigar a presença DNA e traçar inferências filogenéticas de 

hemogregarinas (Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.) e hemosporídeos 

(Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp.).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 
4.1. Animais e locais do estudo  

 

4.1.1. Phrynops geoffroanus (cágados-de-barbicha) 

  

A captura ativa dos 83 animais foi realizada com puçás, no período de 

fevereiro a maio de 2012, no Córrego Cerradinho (Figura 4), no município de 

Jaboticabal (21º15‘22“S e 48º18’58“W), nordeste do Estado de São Paulo (IBGE, 

2017) em área de transição entre os biomas Cerrado e mata atlântica. O Córrego 

Cerradinho, possui sua nascente na zona rural e possui um percurso de 

aproximadamente 11 Km (BORGES, GALBIATTI, FERRAUDO, 2003). Inicialmente, 

na região rural ele é tangenciado por propriedades rurais e praticamente não 

apresenta mata ciliar. No trecho urbano o córrego é parcialmente contido nas suas 

laterais por meio de mureta formada por pedras. 
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Figura 4. Região da captura de Phrynops geoffroanus. Representação cartográfica, 

no detalhe no topo à esquerda a localização do estado de São Paulo 

(verde) no Brasil e no topo à direita em laranja o município de Jaboticabal e 

em azul o Córrego Cerradinho. Imagem de satélite do município de 

Jaboticabal-SP, com destaque em azul para o percurso do Córrego 

Cerradinho (A - C) e o trecho considerado para o estudo (B - C), que 

representa 1,9 Km do córrego [software ArcGIS versão 10.4 (Esri, 

2016). ESRI. 2016. ArcGIS for Desktop. Ver. 10.1. Redlands (CA): 

Environmental System Research Institute, Inc.]. 

 

Os animais foram transportados em caixas plásticas até a Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias, Câmpus de Jaboticabal, da Universidade Estadual 

Paulista (FCAV/Unesp), para seu manejo, que constituiu em: colheita de material 

biológico, marcação individual com microchip subcutâneo e identificação externa não 
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invasiva (placa plástica numerada colada na carapaça). Posteriormente, foram 

recolocados no Córrego, no mesmo local de origem. 

No decorrer da etapa de capturas dos P. geoffroanus observou-se, no mês de 

abril de 2012, alta mortalidade de peixes e testudines e algumas aves. Amostras de 

fígado de P. geoffroanus que vieram a óbito foram avaliadas pelo CEATOX-

FMVZ/Unesp, Câmpus de Botucatu-SP, o qual identificou composto de carbamatos 

como causa da intoxicação e mortalidade. Na mesma ocasião em que foram 

encontrados os animais mortos, não se observou insetos, geralmente presentes em 

abundância no local. Dos animais que vieram a óbito, foram colhidas amostras de 

órgãos (fígado, baço, pulmão e coração) que foram utilizadas para o presente 

estudo.  

A obtenção das amostras biológicas e demais procedimentos em P. 

geoffroanus foram devidamente autorizadas pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da FCAV-Unesp no 2935/17 (páginas ix) e do Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente nº 28440-1 

(páginas x e xi). 

 

4.1.2. Podocnemis expansa (Tartarugas-da-Amazônia) 

 

A captura dos sete animais foi realizada em outubro de 2014 na Área de 

Proteção Ambiental (APA) Meandros do Araguaia (13º17'49.0"S 50º36'16.5"W a 

13º30'00.0"S 50º43'29.51"W), em uma das bases do Centro Nacional de Manejo e 

Conservação de Répteis e Anfíbios (RAN) do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) (13º13'02.1"S 50º34'37.8"W). Esta área do 

bioma Cerrado, está localizada no noroeste de estado de Goiás, próxima ao Distrito 

de Luiz Alves, Município de São Miguel do Araguaia-GO, Brasil (Figura 5) e inclui o 

Rio Araguaia com seus lagos (braços do rio) e a abundante mata ciliar ao redor. Os 

animais foram capturados por meio de “cambuins”, que é um sistema de 

iscas/anzóis presas em pedaço de isopor, técnica amplamente utilizada na região 

para captura de testudines aquáticos  (ALVES JÚNIOR, 2013).  
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Figura 5. Representação cartográfica do local de captura. Detalhe no topo à 

esquerda a localização do estado de Goiás no Brasil e abaixo o contorno 

do município de São Miguel do Araguaia e o Rio Araguaia. Figura Principal: 

Imagem de satélite da área entre Mato Grosso (MT) e Goiás (GO). Em 

vermelho a extensão do Rio Araguaia que foi percorrida, a estrela branca 

corresponde a localização da Base do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) no Distrito de Luiz Alves 

[software ArcGIS versão 10.4 (Esri, 2016). ESRI. 2016. ArcGIS for Desktop. 

Ver. 10.1. Redlands (CA): Environmental System Research Institute, Inc.]. 

 

A obtenção das amostras biológicas e demais procedimentos em P. expansa, 

foram devidamente autorizadas, pela CEUA da FCAV-Unesp nº 2935/17 (página ix) 

e SISBIO do ICMBio do Ministério do Meio Ambiente nº 13447-6 (páginas xii e xiii). 
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4.2. Inspeção de ectoparasitas e colheita de amostras biológicas  

 

Os 83 P. geoffroanus e os sete P. expansa foram contidos manualmente e 

submetidos ao exame físico, de acordo com Werther (2014), para verificar a 

presença de ectoparasitas.  

Posteriormente foram colhidas amostras de sangue de no máximo, 1% da 

massa corporal (CAMPBELL, 2006a), utilizando agulhas hipodérmicas 13 x 0,45 

mm, 25 X 0,7 mm ou 25 X 0,8 mm descartáveis, acopladas a seringas descartáveis 

de 1 ou 3 mL, dependendo do tamanho do indivíduo. Em P. geoffroanus as 

amostras de sangue foram obtidas por punção do seio venoso vertebral cervical 

(AVILA JUNIOR; SANTOS; PACHALY, 2007), posicionada dorso-caudalmente ao 

crânio (Figura 6). Em P. expansa, o acesso foi pela veia coccígea dorsal (NARDINI; 

LEOPARDI; BIELLI, 2013), na região do terço médio da cauda.  

 

 
Figura 6. Punção do seio venoso vertebral cervical de Phrynops geoffroanus 

(cágado-de-barbicha), com o uso de agulha 25 x 0,8 mm acoplada à 
seringa de 3 mL, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012 (OLIVEIRA et al., 
2016). 

 

Foram colhidas alíquotas de sangue com EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético) para realização de técnicas moleculares, que foram 

armazenadas em microtubos plásticos a -80°C. Adicionalmente, foram colhidas 

amostras sem anticoagulante que foram utilizadas para confecção de extensões 



19 
 

sanguíneas, que após secas foram fixadas e coradas pelo método de Rosenfeld 

(CAMPBELL, 2006a) para pesquisa de hemoparasitas (CAMPBELL, 2006a; 

ALMOSNY; MONTEIRO, 2007). 

Dentre os 83 P. geoffroanus dos quais foram colhidas amostras de sangue 

em EDTA para pesquisa de hemoparasitas, 31 vieram a óbito após acidente 

ambiental e foram necropsiados nas instalações do Departamento de Patologia 

Veterinária (DPVe) da FCAV/Unesp, seguindo os protocolos de Matushima (2007) e 

Terrell e Stacy (2007). Durante a necropsia foram colhidos fragmentos de fígado, 

baço, pulmão e coração, armazenados individualmente em microtubos plásticos de 2 

mL e mantidos a -20°C, para posterior extração do DNA e investigação de material 

genômico dos hemoparasitas. Paralelamente foram colhidas amostras dos órgãos, 

fixadas em solução de formalina tamponada a 10%, para posterior processamento 

histopatológico. Por fim, o restante do fígado foi reservado a -20°C para futuras 

pesquisas toxicológicas, uma vez que houve mortalidade em decorrência da 

contaminação ambiental. 

  

4.3. Processamento das amostras 

 

A extensões sanguíneas foram coradas no Laboratório de Patologia Clínica 

Veterinária do Hospital Veterinário “Governador Laudo Natel” da FCAV-Unesp.  

A confecção de lâminas histopatológicas e as técnicas moleculares 

relacionadas à reação em cadeia da polimerase qualitativa (cPCR) foram realizadas 

no Laboratório de Histopatologia e Imunoparasitologia, respectivamente, localizados 

no DPVe da FCAV-Unesp.  

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado no Centro de 

Recursos Biológicos e Biologia Genômica (CREBIO) do Departamento de 

Tecnologia da FCAV/Unesp. 

 
4.3.1. Avaliação da parasitemia e morfologia de hemoparasitas 

 

As extensões sanguíneas sem anticoagulante coradas pelo método tipo 

Rosenfeld (CAMPBELL, 2006a) foram avaliadas em microscópio de luz (Olympus 

BX-43) acoplado a uma câmera (Olympus DP73). A parasitemia foi realizada pela 
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inspeção de 2 ×103 hemácias sob magnificação de 400× (PICELLI et al., 2015). Em 

caso de nenhum hemoparasita ser observado, foi conduzida a avaliação de um total 

de 5 ×103 hemácias (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011; RAKHSHANDEHROO; 

SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Quando, ainda assim, nenhum parasita era 

detectado por essa metodologia, a extensão sanguínea era considerada negativa.  

A avaliação morfológica de hemoparasitas foi realizada seguindo as 

características morfológicas de hemoparasitas descritas por Telford Jr. (2009), pela 

avaliação de 20 campos, sob objetiva de imersão. O registro fotográfico e a 

morfometria [média de tamanho (µm), comprimento versus largura e desvio padrão] 

das células parasitadas e gametócitos, assim como a descrição das alterações 

causadas pelos parasitas nas células infectadas foram analisadas por sistema 

computadorizado de análise e mensuração de imagem utilizando o software 

Olympus cellSensTM microscope imaging Standard. 

 

4.3.2. Exames histopatológicos 

 

A partir dos fragmentos dos órgãos de P. geoffroanus, fixados em formol 10% 

por 24 horas, foram confeccionadas as lâminas histológicas, que foram 

posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (JECKEL NETO, 2007). As 

lâminas foram analisadas em microscópio de luz (Olympus BX-43) acoplado a uma 

câmera (Olympus DP73), em aumento de 100× e 400×. Durante a análise 

histopatológica foram consideradas a localização, a distribuição e a intensidade das 

alterações em fígado, baço, pulmão e coração. Concomitantemente, foram 

investigadas estruturas sugestivas de merontes e merozoítos nos tecidos e 

gametócitos em hemácias; e quando presentes, seria realizada a morfologia 

(TELFORD JR.; WOZNIAK; BUTLER, 2001; TELFORD JR., 2009), o registro 

fotográfico em objetiva de imersão e mensuração utilizando o software Olympus 

cellSensTM microscope imaging Standard.  
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4.3.3. Detecção de material genômico de hemoparasitas  

 

A fim de evitar possível contaminação por amplicons, os processos de 

extração de DNA, preparação da reação, amplificação e eletroforese foram 

realizados em diferentes salas.  

 

4.3.3.1. Extração de DNA e controle de qualidade do material genômico 

 

A extração de DNA das amostras de sangue em EDTA (10 µL) e de tecidos 

congelados (10 mg de baço e 25 mg dos demais órgãos) foi realizada 

individualmente, com o QIAmp DNeasy Blood & Tissue Kit (50) (protocolos 1a e 1c 

do cat. n° 69504; QIAGEN®, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. 

Cada alíquota de DNA extraído foi identificada e mantida a -20°C até realizar a 

cPCR. 

Com o intuito de checar a qualidade da extração de DNA e estimar a 

presença de inibidores, as alíquotas de DNA genômico tiveram sua concentração e 

a absorbância (relações 260/280 e 260/230nm) mensuradas em aparelho 

espectrofotômetro (Nanodrop®, Thermo Scientific, EUA).   

Também a fim de verificar a qualidade do material genômico extraído, foram 

realizadas reações de cPCR que amplificam um fragmento de aproximadamente 1,2 

kb do intron nuclear R35 (oriundo da impressão digital do RNA da proteína 35), que 

identifica a Família Chelidae (FUJITA et al., 2004), como controle endógeno da 

cPCR. Os ensaios de amplificação foram realizados utilizando uma reação de 

volume total de 25 µL, contendo uma mistura de 5 µL do DNA-amostra, tampão da 

PCR 1× (PCR Buffer 10× - 100 nM Tris-Cl, pH 9,0, 500 mM KCl), 0,2 mM de cada 

deoxinucleotídeo (dNTP) (Life Technologies®, USA), 2 mM Cloreto de Magnésio 

(MgCl2), 0,4 µM de cada oligonucleotídeo iniciador [R35EX1 (5’- 

ACGATTCTCGCTGATTCTTGC -3’) e R35EX2 (5’- 

GCAGAAAACTGAATGTCTCAAAGG -3’)] (Síntese Biotecnologia, Belo Horizonte-

MG), 1 U Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e 

água ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®, USA) esterilizada q.s.p.. A reação 

de amplificação foi conduzida em termociclador (T100 TM Thermal Cycler, BioRad®, 



22 
 

USA) e os ciclos de amplificação foram realizados conforme Fujita et al. (2004): 

desnaturação inicial a 94°C por cinco minutos, 36 ciclos de desnaturação a 94°C por 

30 segundos, anelamento a 60°C por 90 segundos e extensão a 72°C por dois 

minutos; seguidos por extensão final a 72°C por 10 minutos. Foram utilizados 

controle positivo (P. expansa) e negativo em cada reação (água ultra-pura 

esterilizada).  

 
4.3.3.2. Detecção e caracterização molecular de hemoparasitas   

 

As amostras de DNA positivas nos ensaios de reação de cPCR de controle 

endógeno da reação foram submetidas à reação de amplificação para 

hemosporídeos e hemogregarinas.  

 

4.3.3.2.1. Reações de amplificação para Hemosporídeos (gene Citocromo b) 

 

Para a análise molecular de hemosporídeos (Haemoproteus spp. e 

Haemocystidium spp.) baseada no gene mitocondrial Citocromo b, foram utilizados 

protocolos de nested PCR com poucas modificações (HELLGREN; 

WALDENSTRÖM; BENSCH, 2004; VARDO; WARGO; SCHALL, 2005; 

JAVANBAKHT et al., 2015). Os oligonucleotídeos iniciadores empregados nas 

reações de amplificação de fragmentos de DNA de hemosporídeos se basearam na 

porção 5’ terminal do gene mitocondrial Citocromo b (CREASEY et al., 1993; 

ESCALANTE et al., 1998; BENSCH et al., 2000; PERKINS; SCHALL, 2002; 

HELLGREN; WALDENSTRÖM; BENSCH, 2004) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Relação de oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de 

amplificação de fragmentos de DNA de hemosporídeos com base no 

gene mitocondrial Citocromo b, referências e o tamanho de fragmentos 

que flanqueiam. 

cPCR Oligonucleotídeos iniciadores Referências Fragmento 

Reação 
A 

HaemNFI 5’-CAT ATA TTA AGA GAA ITA TGG AG-3’ Hellgren, 
Waldenström e 
Bensch (2004) 

 
HaemNR3 5’-ATA GAA AGA TAA GAA ATA CCA TTC-3’ 

Nested 
Reação 

A 

HAEMF 5’-ATG GTC CTT TCG ATA TAT GCA TG-3’ 
Bensch et al. 

(2000) 
~480 pb 

 
HAEMR2 5’-GCA TTA TCT GGA TGT GAT AAT GGT-3’ 

Reação 
B 

DW2 5’-TAA TGC CTA GAC GTA TTC CTG ATT ATC CAG-3’ 
Perkins e 

Schall (2002) 
 

DW4 5’-TGT TTG CTT GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3’ 

Nested 
Reação 

B 

DW1 5’-TCA ACA ATG ACT TTA TTT GG-3’ 
Perkins e 

Schall (2002) 
~1,2 kb 

DW6 5’-GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3’ 

Reação 
C 

DW2 5’-TAA TGC CTA GAC GTA TTC CTG ATT ATC CAG-3’ 
Perkins e 

Schall (2002) 
 

DW4 5’-TGT TTG CTT GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3’ 

Nested 
Reação 

C 

DW1 5’-TCA ACA ATG ACT TTA TTT GG-3’ 
Perkins e 

Schall (2002) 
~673 pb 

DW3 5’-TGC TGT ATC ATA CCC TAA AG-3’ 

  

Os ensaios de amplificação foram realizados utilizando uma reação de 

volume total de 25 µL (Apêndice A), contendo uma mistura de 5 µL do DNA-amostra 

para a cPCR inicial e 1 µL do produto da amplificação na cPCR seguinte (Nested). 

Na “Reação A” e “Nested da Reação A” foram utilizados: tampão da PCR 1×, 0,2 

mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA), 1,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de cada 

oligonucleotídeo iniciador (Síntese Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 0,75 U de 

Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e água 

ultra-pura esterilizada q.s.p.. Já nas reações de amplificação das “Reação B”, 

“Nested da Reação B”, “Reação C” e “Nested da Reação C” foram utilizados tampão 

da PCR 1×; 0,2 mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA); 2 mM de Cloreto de 

Magnésio, 0,4 µM de cada oligonucleotídeo iniciador (primer) (Síntese Biotecnologia, 

Belo Horizonte-MG), 1 U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM 
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Life Technologies, USA) e água ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®, USA) 

esterilizada q.s.p..  

As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador (T100 TM 

Thermal Cycler, BioRad®, USA), programado para realizar os ciclos conforme 

descritos na Tabela 2. Em cada reação foram utilizados controle negativo (água 

ultra-pura esterilizada) (Nuclease-Free Water, Promega®, USA) e positivo conhecido 

(Haemoproteus sp.; LUZZI et al., 2014a,b; WERTHER et al., 2014; 2016). 

 
Tabela 2. Condições térmicas de ciclagem das reações de amplificação de 

fragmentos de DNA de hemosporídeos com base no gene mitocondrial 

Citocromo b.  

Identificação  Protocolo de amplificação 

cPCR Primers* 

Condições  

Desnaturação 
inicial 

N° de ciclos (Desnaturação, 
anelamento, extensão) 

Extensão 
final 

Referência 

Reação A 
HaemNFI 
HaemNR3 

94°C/3 min 
20 ciclos (94°C/30 seg, 50°C/30 

seg, 72°C/45 seg) 
72°C/ 
10min 

Hellgren, 
Waldenström 

e Bensch 
(2004) 

Nested 
Reação A 

HAEMF 
HAEMR2 

94°C/3 min 
35 ciclos (94°C/30 seg, 50°C/30 

seg, 72°C/45 seg) 
72°C/ 
10min 

Reação B 
DW2 
DW4 

95°C/5 min 
35 ciclos (94°C/20 seg, 60°C/20 

seg, 72°C/90 seg) 
72°C/ 
5 min Javanbakht 

et al. (2015) Nested 
Reação B 

DW1 
DW6 

95°C/5 min 
40 ciclos (94°C/20 seg, 50°C/20 

seg, 72°C/60 seg) 
72°C/ 
7 min 

Reação C 
DW2 
DW4 

95°C/5 min 
35 ciclos (94°C/20 seg, 60°C/20 

seg, 72°C/90 seg) 
72°C/ 
5 min Vardo, 

Wargo e 
Schall (2005) Nested 

Reação C 
DW1 
DW3 

94°C/5 min 
40 ciclos (94°C/20 seg, 50°C/20 

seg, 72°C/90 seg) 
72°C/ 
7 min 

* oligonucleotídeos iniciadores 

 

4.3.3.2.2. Reações de amplificação para Hemogregarinas (gene 18S rRNA) 

 

As amostras de DNA extraído foram submetidas à duas reações de cPCR 

distintas, baseados na sequência do gene 18S rRNA para identificar 

hemogregarinas.  

O primeiro par de oligonucleotídeos iniciadores utilizado foi HepF300 (5’ - 

GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG - 3’) e HepR900 (5’ - 

CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC - 3’) (UJVARI; MADSEN; OLSSON, 2004) que 
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amplifica 581 pb. Os ensaios de amplificação foram realizados utilizando uma 

reação de volume total de 25 µL, contendo uma mistura de 5 µL do DNA-amostra, 

tampão da PCR 1×, 0,2 mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA), 1,5 mM 

MgCl2, 0,6 µM de cada oligonucleotídeo iniciador (HepF300/HepR900) (Síntese 

Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 1 U Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® 

TM Life Technologies, USA) e água ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®, 

USA) esterilizada q.s.p.. 

O segundo par HEMO1 (5’ - TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG - 3’) 

e HEMO2 (5’ - CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC - 3’) (PERKINS; 

KELLER, 2001), flanqueia um fragmento de 900 pb. Os ensaios de amplificação 

foram realizados utilizando uma reação de volume total de 25 µL, contendo uma 

mistura de 5 µL do DNA-amostra, tampão da PCR 1×, 0,2 mM de cada dNTP (Life 

Technologies®, USA), 2,5 mM MgCl2, 0,3 µM de cada oligonucleotídeo iniciador 

(HEMO1/ HEMO2) (Síntese Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 1,5 U Taq Platinum 

DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e água ultra-pura 

(Nuclease-Free Water, Promega®, USA) esterilizada q.s.p.. 

A reação de amplificação foi conduzida em termociclador (T100 TM Thermal 

Cycler, BioRad®, USA) e as condições térmicas de ciclagem de amplificação e 

referências estão descritas na Tabela 3. Em cada ensaio de cPCR foram utilizados 

controles negativo (água ultra-pura esterilizada) (Nuclease-Free Water, Promega®, 

USA) e positivo conhecido (Hepatozoon sp.; ANDRÉ et al., 2010).  

 

Tabela 3. Relação de oligonucleotídeos iniciadores dos protocolos de reações de 
amplificação de fragmentos de DNA de hemogregarinas baseadas no 
gene 18S rRNA.  

Identificação  Protocolo de amplificação 

Cpcr Primers* 

Condições  

Desnaturação 
inicial 

N° de ciclos (Desnaturação, 
anelamento, extensão) 

Extensão 
final 

Referência 

Reação 
1 

HepF300 
HepR900 

94°C/3 min 
35 ciclos (94°C/45 seg, 

56°C/60 seg, 72°C/60 seg) 
72°C/ 
10min 

O'Dwyer et al. 
(2013) 

Reação 
2 

HEMO1 
HEMO2 

94°C/3 min 
35 ciclos (94°C/45 seg, 

56°C/60 seg, 72°C/60 seg) 

72°C/ 
10min 

 

Harris, Maia e 
Perera (2011) 

* oligonucleotídeos iniciadores 
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4.3.3.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose 

 

Os produtos da amplificação da cPCR foram submetidos à eletroforese 

horizontal em gel de agarose 1% em tampão de corrida TEB 1× pH 8,0 (44,58 M 

Tris-base; 0,44 M ácido bórico; 12, 49 mM EDTA), corado com brometo de etídio 

(0,04 µL/mL). A eletroforese foi realizada a 100V/150mA durante 70 minutos.  

Para a determinação dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador de 

peso molecular de 100 pares de base ou 1kb DNA Ladder (Life Technologies®, 

Brasil), dependendo do tamanho do fragmento flanqueado no ensaio de cPCR. Os 

resultados analisados por fotodocumentação por meio de um transiluminador de luz 

ultravioleta acoplado a um programa computacional de análise de imagens 

(ChemiDocTM XRS+ System with Image LabTM Software, BioRad®, USA). 

 

4.3.3.4. Reação de reamplificação 

 

Os produtos da cPCR, referentes às amostras que apresentaram bandas 

visíveis na fotodocumentação, foram submetidos à reação de reamplificação.  

As reações de reamplificação foram realizadas utilizando uma reação de 

volume total de 100 µL e seguiram a proporção de 4 × o volume dos ingredientes a 

reação de cPCR que a originou, com exceção do volume do DNA (produto da 

amplificação) que foi de 2 µL. As temperaturas e tempos de ciclagem foram 

mantidos. 

4.3.4. Reação de sequenciamento 

  

4.3.4.1. Purificação dos amplímeros 

 

Após a reação de reamplificação, foi realizada a purificação dos produtos da 

cPCR com o Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas®, São Paulo-SP), de 

acordo com as recomendações do fabricante.  
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4.3.4.2. Quantificação de DNA dos amplímeros 

 

A quantificação do material genômico total do produto purificado foi realizada 

em aparelho espectrofotômetro (Nanodrop®, Thermo Scientific, EUA), por meio da 

mensuração da absorbância de cada amostra.  

 

4.3.4.3. Reação de sequenciamento  

 

O sequenciamento dos produtos amplificados purificados foi realizado por 

meio de técnica automatizada baseada no método da terminação da cadeia por 

dideoxinucleotídeo (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), no CREBIO da 

FCAV/Unesp. 

 Para o sequenciamento dos produtos foram utilizados os mesmos 

oligonucleotídeos iniciadores empregados na reação de amplificação. O protocolo da 

reação de sequenciamento foi realizado com algumas modificações a partir daquele 

descrito pelo fabricante do Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction (Perkin-Elmer Applied Biosystems®). Foram utilizados 3,5 µL do Tampão 

2,5 x (200 mM Tris-HCl pH 9,0; 5 mM MgCl2), 0,5 µL de Big Dye, 5 pmoles de cada 

oligonucleotídeo, 2,5 µL de água ultrapura e 1,5 µL de DNA. As amplificações foram 

realizadas inicialmente em termociclador (MJ Research-Inc) a 96°C por 2 minutos e 

35 ciclos de desnaturação a 96°C por 45 segundos, anelamento por 30 segundos 

(temperatura de anelamento variou de acordo com o protocolo de PCR para cada 

par de oligonucleotídeo iniciador) e extensão a 60°C por 4 minutos e mantida a 4°C 

por tempo indeterminado.  

O processo de lavagem das amostras foi realizado adicionando-se 80 μL de 

isopropanol 75% em cada amostra. A placa foi selada com alumínio e, após 

incubação por 15 minutos em local escuro à temperatura ambiente, foi centrifugada 

a 4.000g por 30 minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e 200 μL de etanol 

70% foram adicionados, e a placa novamente centrifugada, por 10 minutos. O 

sobrenadante foi novamente descartado e a mesma quantidade de etanol 70% foi 

acrescida, repetindo o passo anterior. A placa foi centrifugada invertida (aceleração 

e desaceleração) e em seguida colocada na bomba de vácuo por 5 minutos para 
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completa secagem das amostras. O sequenciamento foi conduzido no sequenciador 

(ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer - Applied Biosystems) em ambas direções 

(forward e reverse).  

 
4.3.5. Análise das sequências 

 

A qualidade dos eletroferogramas de ambas as direções obtidos por meio do 

sequenciamento dos produtos amplificados purificados foi visualmente analisada no 

programa BioEdit versão 7.0.5.3 (HALL, 1999) e pelo software Sequence Scanner 

v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A trimagem foi feita pelo programa 

PhredPhrap (EWING et al., 1998), que avaliou os eletroferogramas gerados nos 

sequenciamentos, observando-se a qualidade dos picos correspondentes a cada 

base sequenciada e conferindo um valor de probabilidade de erro a cada uma das 

amostras. Foram consideradas as bases com qualidade acima de 20. A sequência 

consenso foi obtida utilizando o programa PhredPhrap (EWING et al., 1998).  

A fim de adquirir fragmento com maior extensão de pares de bases nas 

sequências com base no gene 18S rRNA, foram combinadas as sequências 

consenso obtidas a partir dos oligonucleotídeos iniciadores HepR300/HepR900 e 

HEMO1/HEMO2 (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011; MAIA; HARRIS; PERERA, 2011; 

HARRIS et al., 2013; O'DWYER et al.; 2013; HARRIS; BORGES-NOJOSA; MAIA, 

2015).  

Com o propósito de analisar a identidade das sequências consenso obtidas, 

estas foram confrontadas com fragmentos gênicos previamente depositados no 

GenBank, com o auxílio da ferramenta BLASTn 

<https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. Posteriormente, as sequências do presente 

estudo salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras sequências 

homólogas do mesmo gene sequenciado retiradas do Genbank, utilizando o 

software MAFFT alinhamento múltiplo de sequências versão 7 

<http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html> (KATOH; STANDLEY, 2013, 2016; 

YAMADA; TOMII; KATOH, 2016). Eimeria sevilletensis (número de acesso do 

Genbank AF311644), Isospora suis (U97523), Sarcocystis sp. (U97524) e Theileria 

mutans (FJ213586) foram incluídos como grupo externo próximo disponível para 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
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hemogregarinas. As sequências alinhadas foram editadas manualmente no 

programa BioEdit versão 7.0.5.3 (HALL, 1999). 

A escolha do modelo evolutivo e de substituição foi realizado utilizando o 

software IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE (TRIFINOPOULOS et 

al., 2016), e a opção Akaike Information Criterion (AIC) a fim de selecionar o modelo 

evolutivo best of fit. As inferências filogenéticas por máxima verossimilhança (MV) 

foram realizadas, para sequências do gene 18S rRNA, utilizando o software IQ-

TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE (TRIFINOPOULOS et al., 2016), com 

modelo de substituição TVM, taxa de heterogeneidade foi Gama (G) e proporção de 

sítios invariáveis (I), utilizando 1.000 replicatas de suporte de clado. A análise 

Bayesiana foi realizada para sequências do gene 18S utilizando o software MrBayes 

3.2.2 on XSEDE (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) via portal CIPRES Science 

Gateway (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010), com 106 gerações e números 

de classes de substituição variando conforme o modelo evolutivo TVM+G+I, 

encontrado utilizando o software IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE 

(TRIFINOPOULOS et al., 2016). A edição das árvores filogenéticas, assim como o 

enraizamento (via grupo externo), foi realizada utilizando o software Treegraph 

2.0.56-381 beta (STÖVER; MÜLLER, 2010). Os suportes dos clados para a análise 

de MV foi estimado utilizando a análise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) e a 

análise Bayesiana pela probabilidade posterior (HUELSENBECK et al., 2001).   

 

4.4. Análise estatística 

 

Para a comparação entre as proporções de resultados obtidos de hemácias 

normais e parasitadas foi utilizado o Teste t ou Mann Whitney, de acordo com a 

distribuição dos dados. As variáveis comprimento, largura e área de célula e núcleo 

das hemácias foram estudadas conjuntamente, com emprego de análise 

multivariada, pelo teste de Análise de Componentes Principais (PCA). As análises 

foram realizadas no programa estatístico SAS (versão 9.1; SAS Instiute, Cary, NC, 

EUA). Adotou-se o nível de significância (p) de 5%. 
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5. RESULTADOS 

 

 

Os achados dos diversos procedimentos (inspeção de ectoparasita, exame 

microscópico das extensões e cortes histológicos e biologia molecular) de cada uma 

das espécies de testudines do estudo foram relacionados resumidamente na Tabela 

4: 

 

Tabela 4. Resultados dos procedimentos e dos exames das amostras biológicas de 

Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) e Podocnemis expansa 

(tartaruga-da-Amazônia) quanto a investigação de hemogregarinas (HG) 

e hemosporídeos (HP).  

Metodologias Amostras de hospedeiros vertebrados 

 P. geoffroanus (n 129) P. expansa (n 7) 

Inspeção de ectoparasitas Ausente Ausente 

Extensão sanguínea Negativo para HP e HG Negativo para HP 

  Positivo (n 7) para HG 

Histopatologia Negativo para HP e HG - 

Molecular 

  cPCR 
Amplificou DNA (n 9) para HP 

“Nested Reação B” (n 9) 

Amplificou DNA (n 7) 

“Nested Reação B” (n 6) 

“Nested Reação C” (n 1) 

 
Amplificou DNA (n 61) para HG 

HepF300/HepR900 (n 61) 

Amplificou DNA (n 7) 

HepF300/HepR900 (n 7) 

HEMO1/HEMO2 (n 6) 

  Filogenia 
Sem sequências úteis  

de HP e HG 

Sem sequências úteis de HP 

Caracterização (n 5) de HG 

 

5.1. Avaliação de parasitemia e exames histopatológicos  

 

5.1.1. Análise de extensões sanguíneas e cortes histológicos de Phrynops 

geoffroanus 

 



31 
 

Das extensões sanguíneas dos 83 P. geoffroanus nenhuma estrutura 

semelhante a gametócitos foi observada, tampouco nos eritrócitos de vasos nos 

cortes histológicos dos 31 P. geoffroanus que vieram a óbito.   

Na avaliação histológica de fígado, baço, pulmão e coração dos 31 P. 

geoffroanus necropsiados, não foram detectadas estruturas sugestivas de merontes 

ou merozoítos.  

 

5.1.2. Análise de extensões sanguíneas de Podocnemis expansa 

 

Foram observados gametócitos de hemogregarinas pela análise de extensões 

sanguíneas nas sete P. expansa (100%) avaliadas (Figura 7).  

 

 
Figura 7. Fotomicrografia de extensão sanguínea de Podocnemis expansa 

(tartaruga-da-Amazônia), corada pelo método de Rosenfeld, observada 

em objetiva de imersão. Presença de gametócitos de hemogregarinas 

intracelulares em hemácias (setas).  
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A parasitemia média entre as P. expansa foi de 1,62% (variando de ≤1 a 3%) 

por hemácia contada. Observou-se que os gametócitos intracelulares encontrados 

apresentavam comprimento médio de 7,82 µm com desvio padrão de ±0,57 (7,33 

µm mínimo e 9,81 µm máximo de comprimento), largura de 4,43 µm ±0,53(2,73-

5,21) e área de 31,07 µm ±12,4(22,31-39,84). 

Raramente uma hemácia albergava dois ou três gametócitos. Foi observado 

nenhum aumento ou distorção das células hospedeiras, causados pelos parasitas (p 

˃ 0,05). O núcleo das hemácias parasitadas poderia ou não estar deslocado lateral 

ou terminalmente. As características morfométricas das células parasitadas foram 

detalhadas na Tabela 5. Não houve diferença significativa entre os dados 

morfométricos das hemácias normais e parasitadas (p ˃ 0,05). 

 

Tabela 5. Análise morfométrica (Médias, desvio padrão e intervalo de valores das 

dimensões) das células parasitadas e não parasitadas por gametócitos de 

hemogregarinas, observados nos sete indivíduos de Podocnemis expansa 

(tartaruga-da-Amazônia) de vida livre naturalmente infectados.  

Parâmetros 

morfométricos (µm) 

Hemácias 

Parasitadas Não parasitadas 

Célula 

Comprimento 23,98±1,56(21,62-24,14) 22,26±1,12(20,17-23,84) 

Largura 15,65±1,82(14,84-16,67) 15,33±0,99(13,65-17,31) 

Área 275,91±16,11(264,51-287,3) 272,89±21,09(227,48-317,73) 

Núcleo 

Comprimento 5,56±0,61(5,1-5,6) 5,48±0,45(4,16-6,31) 

Largura 4,92±0,73(4,4-5,44) 4,9±0,37(4,14-5,49) 

Área 20,65±2,35(18,99-22,31) 23,35±2,13(18,99-26,82) 

 

5.2. Controle de qualidade da extração de DNA 

 

5.2.1. Controle endógeno da reação e quantificação do material genômico extraído 

de amostras de Phrynops geoffroanus 

 

Na aferição da qualidade do material genômico extraído das amostras de P. 

geoffroanus, verificou-se a amplificação de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb 
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em 100% (n 83) das amostras de sangue. Dos órgãos colhidos dos 31 animais que 

vieram a óbito, observou-se amplificação de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb 

em 45,16% (14/31) de fígado, 32,26% (10/31) de baço, 41,93% (13/31) de pulmão e 

29,03% (9/31) de coração. Os valores referentes a avaliação da qualidade da 

extração de DNA e estimativa da presença de contaminantes constam na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Valores de concentração (ng/µL) e absorbância obtidos na mensuração 

por espectrofotometria de material genômico extraído de amostras de 

Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) que mostraram-se positivas 

no controle endógeno da cPCR (intron nuclear R35).  

Amostras que 

amplificaram 1,2 kb 

do intron nuclear 

Quantificação do DNA extraído 

[Média ±Desvio padrão (Mediana)] 

Concentração (ng/µL) Relação 260/280 Relação 260/230 

Sangue n 83 32,4±38,7(18,7) 2,2±1,53(1,87) 1,77±0,82(1,85) 

Fígado  n 14 35,2±79,9(8,5) 1,66±0,24(1,74) 0,89±0,48(0,78) 

Baço n 10 121,4±236,79(5,7) 3,51±4,42(1,87) 1,36±0,68(1,34) 

Pulmão n 13 8,5±6,9(6,6) 2,21±0,93(2,04) 0,92±0,57(0,82) 

Coração  n 9 29,6±27,9(21,2) 1,75±0,19(1,84) 1,44±0,79(1,84) 

 

5.2.2. Controle endógeno da reação e quantificação do material genômico extraído 

de amostras sangue de Podocnemis expansa 

  

Do DNA extraído das amostras de sangue de P. expansa observou-se 100% 

(n 7) de amplificação correspondente ao controle endógeno da PCR (1,2 kb). Os 

valores da mensuração por espectrofotometria de material genômico extraído 

[média±desvio padrão(mediana)] corresponderam à: concentração [28,1±8,39(26,0)] 

e relação 260/280 [1,93±0,09(1,93)] e relação 260/230 [1,81±0,29(1,91)]. 

 

5.3. Pesquisa de material genômico e caracterização de hemoparasitas 

 

5.3.1. Reações de amplificação para hemosporídeos  
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5.3.1.1. Amplificação baseada no gene Citocromo b – amostras biológicas de 

Phrynops geoffroanus 

 

As amostras de DNA de P. geoffroanus submetidas aos protocolos “Reação 

A” (HaemNFI/HaemNR3) + “Nested da Reação A” (HAEMF/HAEMR2) e “Reação C” 

(DW2/DW4) + “Nested da Reação C” (DW1/DW3) não apresentaram amplificação 

para hemosporídeos.  

Já das amostras de P. geoffroanus submetidas “Reação B” (DW2/DW4) + 

“Nested da Reação B” (DW1/DW6) observou-se amplificação de fragmentos de 

aproximadamente 1,2 kb em 6,98% (9/129). Destas nove, sete eram oriundas de 

amostras de sangue e duas de tecido cardíaco, todas de indivíduos distintos. 

Todavia, não foi possível obter nenhuma sequência útil. 

 

5.3.1.2. Amplificação baseada no gene Citocromo b – amostras biológicas de 

Podocnemis expansa  

 

As amostras de P. expansa submetidas ao protocolo “Reação A” 

(HaemNFI/HaemNR3) + “Nested da Reação A” (HAEMF/HAEMR2) não 

apresentaram amplificação para hemosporídeos.  

Já aquelas submetidas a “Reação B” (DW2/DW4) + “Nested da Reação B” 

(DW1/DW6) mostraram amplificação de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb em 

85,71% (6/7). Porém, não foi possível obter nenhuma sequência útil. 

Em apenas uma das amostras submetidas ao “Reação C” (DW2/DW4) + 

“Nested da Reação C” (DW1/DW3) foi obtida amplificação de aproximadamente 670 

pb, que correspondeu ao único animal negativo na “Reação B”. Entretanto, não foi 

possível obter sequência útil. 

 

5.3.2. Reações de amplificação para hemogregarinas  

 

5.3.2.1. Amplificação baseada no gene 18S rRNA – amostras biológicas de 

Phrynops geoffroanus 
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Na cPCR que empregou o par de oligonucleotídeos iniciadores 

HepR300/HepR900, 47,29% (61/129) das amostras amplificaram fragmentos de 

aproximadamente 581 pb (Tabela 7). Quanto utilizados os oligonucleotídeos 

iniciadores HEMO1/HEMO2, nenhuma amplificação foi obtida. 

 

Tabela 7. Relação de material genômico extraído de amostras de sangue e tecidos 

de Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) que amplificaram 

fragmento de aproximadamente 581 pb, em protocolo baseado no gene 

18S rRNA que utilizou os oligonucleotídeos iniciadores HepR300/HepR900. 

Oligonucleotídeos 

iniciadores 

Identificação amostras Total 

amplificação Sangue Fígado Baço Pulmão Coração 

HepR300/HepR900 

(581 pb) 

54,22% 

(45/83) 

35,71% 

(5/14) 

20,0% 

(2/10) 

53,85% 

(7/13) 

22,22% 

(2/9) 

47,29% 

(61/129) 

 

Verificou-se positividade na cPCR (HepR300/HepR900) para amostras 

biológicas de um mesmo animal, sendo duas amostras do mesmo indivíduo em oito 

P. geoffroanus (sangue e fígado n 3; sangue e pulmão n 4; sangue e coração n 1) ou 

três amostras de um mesmo testudine, fato observado em dois P. geoffroanus 

(sangue, baço e fígado). Todavia, não possível obter nenhuma sequência útil. 

 

5.3.2.2. Amplificação baseada no gene 18S rRNA – amostras biológicas de 

Podocnemis expansa 

 

Foi verificada a amplificação de fragmentos baseados no gene 18S rRNA em 

DNA extraído de todas as sete (100%) amostras de sangue de P. expansa 

submetido aos protocolos de cPCR, que utilizaram os oligonucleotídeos iniciadores 

HepR300/HepR900 (581 pb) e HEMO1/HEMO2 (900 pb). As informações 

detalhadas da positividade na cPCR e valores de quantificação dos amplímeros 

purificados foram dispostas na Tabela 8. 
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Tabela 8. Dados de material genômico extraído de amostras de sangue de 

tartarugas-da-Amazônia (Podocnemis expansa) que amplificaram 

fragmentos baseados no gene 18S rRNA, amplímeros purificados 

correspondentes (% e n) e mensuração em espectrofotômetro 

[Média±Desvio padrão (Mediana)].  

Oligonucleotídeos Amplificados Quantificação dos amplímeros purificados 

Iniciadores e purificados Concentração (ng/µL) Relação 260/280 Relação 260/230 

HepR300/HepR900 100% (7/7) 197,3±42,62(195,0) 1,87±0,01(1,87) 0,45±0,15(0,45) 

HEMO1/HEMO2 85,71% (6/7) 118,5±1,79(0,46) 1,79±0,16(1,84) 0,46±0,23(0,37) 

 

As sequências consenso obtidas dos oligonucleotídeos iniciadores 

HepR300/HepR900 e HEMO1/HEMO2 foram combinadas, obtendo-se assim cinco 

sequências de aproximadamente 1.100 pb. Sequências provenientes de dois P. 

expansa possuíam a uma das duas sequências consenso, impossibilitando a 

combinação de HepR300/HepR900 e HEMO1/HEMO2, e foram retiradas das 

análises filogenéticas.  

As sequências combinadas (HepR300/HepR900 e HEMO1/HEMO2) foram 

confrontadas com sequências previamente depositadas no GenBank (BLASTn).  

Observou-se que as sequências do presente estudo apresentaram 98% de 

identidade: Haemogregarina pellegrini [KM887508 e KM887509], de Malayemys 

subtrijuga (Snail-eating Turtle) e Platysternon megacephalum (tartaruga-de-cabeça-

grande), respectivamente; e Haemogregarina sacaliae [KM887507] de Sacalia 

quadriocellata (Four-eyed Turtle). 

Na inferência filogenética de máxima verossimilhança (MV) foram 

encontrados cinco genótipos proximamente relacionados (em negrito na Figura 8), 

os quais formaram um grupo monofilético. Foi observado um grupo irmão à linhagem 

encontrada com suporte de clado de 85%, constituído por Haemogregarina spp. de 

testudines de água doce, incluindo H. stepanowi, H. balli, H. sacaliae, H. pellegrini. 

Separadamente relacionados outros clados formados por Hepatozoon spp. 

caracterizados em mamíferos e lagartos e por Hemolivia spp. encontrados em 

lagartos, testudines terrestres e aquáticos (de água doce).  
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Figura 8. Estimativa das relações filogenéticas inferidas utilizando o método de 

Máxima Verossimilhança (MV) e o modelo evolutivo TVM+G+I, baseada 

em fragmentos de 1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de suporte de 

clado para MV (≥50%) acessados com 1.000 replicatas estão acima dos 

nodos relevantes. As sequências indicadas em negrito representam 

aquelas amplificadas no presente estudo e as identificações originais das 

amostras foram designadas (T1 a T5). Isospora suis, Sarcocystis sp., 

Eimeria sevilletensis e Theileria mutans foram utilizados como grupo 

externo. 

 
Na análise probabilística bayesiana, as sequências de P. expansa (em negrito 

na Figura 9) agruparam-se em um grupo monofilético, porém, quatro sequências 

apresentaram uma politomia. Foi observada uma topologia semelhante à encontrada 

na inferência de MV, com um grupo irmão à linhagem encontrada, constituído por 

Haemogregarina spp. de testudines de água doce, apresentando probabilidade 

posterior de 74%.   
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Figura 9. Estimativa das relações filogenéticas inferidas utilizando a análise 

Bayesiana e o modelo evolutivo TVM+G+I, baseada em fragmentos de 

1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de probabilidade posterior estão 

acima dos nodos relevantes acessados com 106 replicatas. As sequências 

indicadas em negrito representam aquelas provenientes deste estudo e 

as identificações originais das amostras foram designadas (T1 a T5). 

Isospora suis, Sarcocystis sp., Eimeria sevilletensis e Theileria mutans 

foram utilizados como grupo externo. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

6.1. Ectoparasitas: hospedeiros definitivos 

 

6.1.1. Investigação de ectoparasitas (vetores) em Phrynops geoffroanus 

 

Em P. geoffroanus de vida livre de área antropizada do presente estudo, não 

foi observada a presença de sanguessugas, nem outros possíveis vetores, durante o 

exame físico, assim como não foi possível a detecção de hemoparasitas nestes 

testudines.  A contaminação do Córrego Cerradinho com produto do grupo químico 

dos carbamatos, que causou a grande mortalidade de animais, deve ter ocorrido 

devido a lavagem de equipamentos de pulverização de agrotóxicos, diretamente em 

curso d’água. O Córrego Cerradinho recebe impacto da ação antrópica, tanto por 

influência rural de prática agrícola e criação de animais, quanto da influência urbana 

de esgoto doméstico, entulhos, escoamento superficial, produtos químicos e animais 

domésticos (BORGES, GALBIATTI, FERRAUDO, 2003). Adicionalmente, em seus 

11 Km de percurso observa-se escassas e isoladas faixas de mata ciliar. Sugere-se 

que a degradação ambiental pode ter ocasionado impacto sobre a biodiversidade de 

vertebrados, vetores e parasitas, influenciando a fauna parasitária destes testudines. 

A pesquisa de agentes etiológicos em testudines de água doce de ambiente 

antrópico é considerada uma relevante ação para melhor conhecimento dos animais 

e de seu habitat (BRITES, 2002).  

Como sentinela ambiental, Phrynops geoffroanus pode sofrer importante 

influência da contaminação de efluentes industriais e domésticos, com impacto na 

saúde e na condição fisiológica (VENANCIO et al., 2013). Por sua vez, as 

sanguessugas podem servir de indicador de qualidade ambiental, pois podem 

exercer potencial significativo como biomonitores de contaminantes orgânicos no 

ambiente aquático (METCALFE; FOX; CAREY, 1988). 
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6.1.2. Investigação de ectoparasitas (vetores) em Podocnemis expansa 

 

A detecção de hemoparasitas em P. expansa de vida livre do presente 

estudo, foi possível, tanto pelo método de extensão sanguínea, quanto da 

caracterização molecular de Hemogregarina sp.. Apesar de ter sido possível verificar 

a presença de hemoparasitas, a presença de ectoparasitas no momento da colheita 

não foi verificada. Em dados de campo, já foram observadas pequenas 

sanguessugas em P. expansa capturadas, entre dezembro a abril, que corresponde 

ao período de elevação do leito d’água do Rio Araguaia (LUSTOSA, 2017)*. A 

ausência de sanguessugas em P. expansa e presença de hemoparasitas já foi 

observada por Picelli e colaboradores (2015), que sugeriram que a presença de 

ectoparasitas esteja relacionada à influência climática, sazonalidade do ano e nível 

do leito do rio, etc. A captura de P. expansa coincidiu, com o fim da época de seca e 

início da estação de chuvas (PICELLI et al., 2015).  

A presença de hemogregarinas em testudines aquáticos está intimamente 

relacionada aos vetores hospedeiros definitivos – as sanguessugas (DVOŘÁKOVÁ 

et al., 2014). Estudos que buscam a compreensão das etapas do ciclo de 

desenvolvimento e manutenção de hemoparasitas em testudines hospedeiros ainda 

são raros. Todavia já foi detectada presença de hemogregarinas, como Hemolivia 

mauritanica, em testudines terrestres mesmo após longos períodos sem 

ectoparasitas. Como no estudo em que foi detectado H. mauritanica em T. marginata 

originárias de vida livre na Grécia, porém há oito anos cativas e sem contato com 

vetores (carrapato Hyalomma aegyptium), foi proposto que a liberação consecutiva 

de merozoítos latentes nos órgãos e sua transformação em gametócitos, poderia 

explicar o longo período de parasitemia, devido à contínua e duradoura merogonia 

cíclica da hemogregarina nos órgãos parenquimatosos de T. marginata. Tal 

fenômeno colaboraria para que o hemoparasita supere o caráter sazonal na 

atividade do testudine e do vetor (ŠIROKÝ; KAMLER; MODRÝ, 2004). 

 

 

 

_____________________ 
* LUSTOSA, A. P. G. (Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade, 
Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Répteis e Anfíbios, Goiânia, GO). 
Comunicação pessoal, 2017. 
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6.2. Investigação de hemosporídeos em testudines: por métodos morfológicos 

e moleculares  

 

Neste estudo, não foi detectada a presença de hemosporídeos pelo método 

morfológico a partir das amostras biológicas (sangue e tecidos) de nenhuma das 

espécies de testudines estudadas; tampouco foi possível confirmar por inferências 

filogenéticas. Pineda-Catalan et al. (2013) relataram que infecções mistas de 

Haemoproteus (Simondia) spp. prejudicaram a obtenção de sequências 

provenientes de quatro testudines aquáticos, o que resultou na exclusão de tais 

sequências das análises filogenéticas. 

 

6.3. Investigação de hemogregarinas em testudines: por métodos morfológicos 

e moleculares 

 

Dos indivíduos de P. geoffroanus de vida livre amostrados não foram 

observadas estruturas sugestivas de hemogregarinas por método morfológico, nem 

foi possível fazer a confirmação filogenética do DNA de hemogregarinas.  

Quanto às amostras de P. expansa de vida livre, foi possível averiguar-se 

por métodos morfológicos e moleculares presença de hemogregarinas. Foi 

verificada uma maior ocorrência de amplificação para o par de oligonucleotídeos 

HepR300/HepR900 frente ao par HEMO1/HEMO2. Em outras pesquisas também 

observadas tal situação de ocorrência (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011; 

MAIA; HARRIS; PERERA, 2011; HARRIS et al., 2013; O'DWYER et al., 2013; 

HARRIS; BORGES-NOJOSA; MAIA, 2015). Nos casos em que não foi possível obter 

a combinação das sequências de ambos os pares (HepR300/HepR900 + 

HEMO1/HEMO2) conduta foi a exclusão da amostra das análises filogenética. Pois a 

extensão das sequências consenso isoladamente é considerada curta pode 

comprometer as inferências (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011).  

Amplicons de 18S rRNA de hemogregarinas provenientes de P. expansa de 

vida livre geraram sequências que possibilitaram a caracterização filogenética. 

Observaram-se hemoparasitas Apicomplexa do gênero Hemogregarina. As 

sequências de Haemogregarina pellegrini e Haemogregarina sacaliae que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maia%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26370037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26370037
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apresentaram identidade (98%) às obtidas no presente estudo, empregando a 

ferramenta Blastn, provenientes de testudines de água doce do Vietnã [KM887507 e 

KM887508] e China [KM887509] (DVOŘÁKOVÁ et al.,2015). Tanto na inferência de 

máxima verossimilhança (MV) quanto na análise Bayesiana, as sequências de P. 

expansa se posicionaram proximamente (cluster) à Haemogregarina spp. de 

testudines de água doce de vida livre e cativeiro, provenientes da Canadá, Itália, 

Vietnã, China, Gabão, Quênia e Moçambique (BARTA et al., 2012; DVOŘÁKOVÁ et 

al., 2014; 2015; ARIZZA et al., 2016).  

Foi possível observar que em ambas as análises de probabilidade 

filogenéticas, as sequências obtidas no presente estudo se posicionaram em clado 

distinto da única sequência de Hemolivia sp. obtida de testudine de água doce 

oriundo da América Central, Rhinoclemmys pulcherrima manni (Painted wood Turtle) 

[KF992714], por Kvičerová e colaboradores (2014). Tais autores relatam que apesar 

deste animal ser proveniente da Nicarágua, no período em que foram obtidas as 

amostras, o testudine estava em cativeiro, como animal de estimação, na República 

Checa. O que enfatiza a necessidade de mais pesquisas em testudines de vida livre, 

pois são poucos os estudos de hemoparasitismo em populações de répteis de vida 

livre (READEL; PHILLIPS; WETZEL, 2008). Tal situação instiga a investigação 

molecular de mais sequências de hemogregarinas, provenientes de testudines 

aquáticos de vida livre, de países Sul-Americanos geograficamente próximos, a fim 

de colaborar na afirmação mais robusta do surgimento de uma nova espécie do 

gênero Hemogregarina. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

Nas condições em que foram realizadas esta pesquisa, propõe-se que: 

• Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazônia) de vida livre estavam 

parasitadas por um novo genótipo do gênero Hemogregarina; 

• Hemosporídeos e hemogregarinas não são frequentes em Phrynops 

geoffroanus (cágado-de-barbicha) na região deste Córrego sob as 

condições locais daquele período; 

• A qualidade e preservação ambiental pode influenciar diretamente na 

diversidade animal, parasitária e de vetores. 
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Apêndice A: Descrição das proporções dos ingredientes das reações de cPCR de fragmentos de DNA de hemosporídeos 

com base no gene mitocondrial Citocromo b. 

Ingredientes da Mix da 
Reação 

Mix de cada reação de Amplificação 

Reação A Nested A Reações B e C 
Nested 

Reação B 
Nested  

Reação C 

Material genômico 
5 µL do DNA-

amostra 
1 µL do produto 
da amplificação 

5 µL do DNA-
amostra 

1 µL do produto 
da amplificação 

1 µL do produto 
da amplificação 

Tampão da PCR 
(PCR Buffer 10× - 100 nM 

Tris-Cl, pH 9,0, 500 mM KCl) 
1× 1× 1× 1× 1× 

Deoxinucleotídeo (dNTP) 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada 0,2 mM de cada 

Cloreto de Magnésio 1,5 mM 1,5 mM 2 mM 2 mM 2 mM 

Oligonucleotídeo iniciador 
0,5 µM HaemNFI 
0,5 µM HaemNR3 

0,5 µM HAEMF 
0,5 µM HAEMR2 

0,4 µM DW2 
0,4 µM DW4 

0,4 µM DW1 
0,4 µM DW6 

0,4 µM DW1 
0,4 µM DW3 

Taq Platinum DNA 
Polymerase (Invitrogen® TM 

Life Technologies, USA) 
0,75 U 0,75 U 1 U 1 U 1 U 

Água ultra-pura esterilizada q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. 

Total 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 

 


