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A vida é uma danga...

Quando uma porta se fecha, outra se abre; quando um caminho termina, outro
comeca... hada é estatico no Universo, tudo se move sem parar e tudo se transforma
sempre para melhor.

Habitue-se a pensar desta forma: tudo que chega € bom, tudo que parte
também. E a danga da vida... dance-a da forma como ela se apresentar, sem apego
ou resisténcia.

Nao se apavore com as doengas... elas sdo despertadores, tém a missao de
nos acordar. De outra forma permaneceriamos distraidos com as sedu¢des do mundo
material, esquecidos do que viemos fazer neste planeta. O universo nos mandou aqui
para coisas mais importantes do que comer, dormir, pagar contas...

Viemos para realizar o Divino em nés. Toda inércia € um desservico a obra
divina. H& um mundo a ser transformado, seu papel é contribuir para deixa-lo melhor
do que vocé o encontrou. Recursos para isso vocé tem, so¢ falta a vontade de servir a
Deus servindo aos homens.

Nao diga que as pessoas sao dificeis e que convivéncia entre seres humanos é
impossivel. Todos estdo se esforcando para cumprir bem a missdo que lhes foi
confiada. Se vocé ja anda mais firme, tenha paciéncia com os seus companheiros de
jornada. Embora os caminhos sejam diferentes, estamos todos seguindo na mesma
direcdo, em busca da mesma luz.

E sempre que a impaciéncia ameagar a sua boa vontade com o caminhar de
um semelhante, faca o exercicio da compaixao. Ele vai ajuda-lo a perceber que na
verdade ninguém esta atrapalhando o seu caminho nem querendo lhe fazer nenhum
mal, esta apenas tentando ser feliz, assim como voceé.

Quando nos colocamos no lugar do outro, algo muito magico acontece dentro
de nds: o coracdo se abre, a generosidade se instala dentro dele e nasce a partir dai
uma enorme compreensao acerca do propdsito maior da existéncia, que é a pratica
do AMOR. Quando olhamos uma pessoa com os olhos do coracdo, percebemos o
parentesco de nossas almas.

Somos uma sO energia, juntos formamos um imenso tecido de luz... N&o
existem as distancias fisicas. A Fisica Quantica ja provou que € tudo uma iluséao.
Estamos interligados por fios invisiveis que nos conectam ao Criador da vida. A minha
tristeza contamina o bem-estar do meu vizinho, assim como a minha alegria
entusiasma alguém do outro lado do mundo. E impossivel ferir alguém sem ser ferido
também, lembre-se disso.

O exercicio diario da compaixao faz de nos seres humanos de primeira classe.

André Luiz (psicografada por de Chico Xavier)
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7 EM Cas0 02 pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, O Pesquisacor TILIAr 0S5ia aUONZagao OEvera CONMaciar 3 aMiNISragso G3 UNIGace a im e CONFIRMAR |
mmrmuw&ummnw“umeumammm unidade.

Qutras ressalvas

Todososex«ndaesdeummasmammcwwndasmanb«odomesmdomdevdmdosaoslocaxsdeondefotzn

1 a manutenc3o temporaria, por trés dias, nas dependéncia da UNESP-Jaboticabal. Portanto, na pratica, o presente estudo n3o
oomemplaaCOLETAdosmmas tendo em vista que para os efeitos do SISBIO, a coleta implica na retrada definitiva de animais da natureza.

Essaressalvaemrespidxapesgnsadora quando da entrega de relatorio.

Equipe

[ 3 Nome Fungao CTPF Doc. ldentidade | Naclonalldade |
Desenvoimento o8 tecnica B

1 | Felipe Jorge da Siva laboratonal 312.036.108-90 335232924 SSP-SP Braslieira
Paricpagao Na capiura,

2 | Kalne Barros Barboza ranspone e coleta oe 228.226.788-55 27630633-8 SSP-SP Braslieira
matenal
Paricipagao na captura,

3 | JOSE ROBERTO FERREIRA ALVES JUNIOR ranspone e coleta oe £92.530.781-20 40547158 DGPC-GO Braslieira
matenal
Paricipagao na captura,

4 | Aine Kawanami ranspone e coleta oe 326.770.618-13 284515985 SSP-SP Braslieira
materal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finaldade cientifica) foi expedido com base na Instruc3o Normativa n®154/2007. Através do cddigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o poderd verificar a autentcidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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Ministénio do Meio Ambiente - MMA

Xi

Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac3o e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 28440-1

| Data da Emissio: 30/05/2011 09:20

Dados do titular

Nome: Juliana Paula de Oliveira

EPF; 047.224.070-08

Titulo do Projeto: PESQUISA DE Saimonelia spp. E ANTICORPOS ANTI-Leptospira spp. EM CAGADOS DE VIDA LIVRE EM JABOTICABAL/SP

Nome da Instituicdo : UNESP JABOTICABAL

ICNPJ: 48.031.018/0012-87

Paricipagao Na capiura,
karn werther ranspone e coleta ge §32.920.30%-00 7647442 SSP-SP Braslieira
matenal

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

= MuniCipio UF o local 1po
T | JAEOTICAEAL SF_ [Aven - Fora de UC
2 | JABOTICABAL SP Vi3 d& ACess0 Prof. Pauio DoNaw Castellane Fora de UC
Atividades X Taxons
E Atividade Taxons

1

Captura de animais slivestres In stu

Trachemys 3K ASarFoches 133Gan Trachemys 5ol Phnynops vandemaegel
Phnynops geofroanus, Trachamys COMIgN!, Hyaromedusa tectifera, Hyoromedusa maximiiani,
Phnnops hogel, Acammgm .

Coletatransporte de amostras dioiogicas In situ

AZanm S0, 173 AU, Hyoromedusa maximilani, HyGromeousa 12carera,
Prrynopsgemu mqn:gr:aanTmmmqi Trachemys scripta,

Colktatransporte de espécimes 0a fauna siveste In sty

Phrynops
menemysmml(ou 10), Phrynope vanderaege! [ Gide: &), Acanthochelys spadl (- Qioe:
8), Hydromedusa tectitera (*Qtde: 8). Trachemys adutrix ("Qtde: 10). Acanthochelys radiolata

gecinanus (Qhis: 20), Trachenns “Qtde: 10

Hyaromedusa ; VanerMaegel, ACanthochelys Spixil, Trachemys Gorigni,
< :nawmﬁowwm(uunm)anmummu Adanmochelys radioiata, Trachemys scrpta,

Phnnops hogel, Phrynops

s

Marcacdo 02 animals sivestres In situ

ACanTIOShEys spixd. Trachemys dorigni

* Qtoe. de Indlviduos por espéciefocalidace/unidade 08 CoNservagdo, 3 serem coietados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amosiras DIciOgicas (Repteis)

2 | metodo de capturaicoleta (Reptels) W cm

3 | metoco ge marcagso (Repieis) PINWa 08 S6CaMas, OUITOS ME0006 08 MArcagao[DIaca Piastica NUMETada 30enaa 30 Casco),

Destino do material biologico coletado

L

Nome local deetino

| UNESP JABOTICASAL

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autentcidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Codigo de autenticagao: 59788578
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 13447-6 | Data da Emisséo: 22/01/2015 16:31 | Data para Revalidagao*: 21/02/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: ANA PAULA GOMES LUSTOSA CPF:633.493.451-15

Titulo do Projeto: Estudo da ecologia reprodutiva e diversidade genética de Podocnemis expansa nas areas de protecdo de queldnios no Rio
Araguaia/GO.

Nome da Instituicdo : Centro de Conservagéo e Manejo de Répteis e Anfibi CNPJ: 08.829.974/0014-09

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Coleta de dados em campo 09/2014 12/2014
2 | Manejo Reprodutivo de Podocnemis expansa 0972014 122014
3 | Analise Laboratonal 0172015 0672015
4 | Relatono parcial 0472015 0572015
5 | Relatorio final 0672015 0772015

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autonzacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacéao estadual, distntal ou municipal, ou do proprietano, arrendatano, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucao Normativa ICMBIo n° 03/2014 ou na Instru¢ao Normativa ICMBio n° 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizacéo, néo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autorizagao para envio ao exterior de matenal biologico nao consignado devera ser requenda por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autonzacéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos, e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condicéo in situ.

O titular de autonzacéo ou de licenca permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violacéo da legislacéo vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omisséo ou falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento nio dispensa o cumpnmento da legislacéo que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existente no terntono nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econodmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

bioprospeccéio e desenvolvimento t ico. Veja maiores informagdes em www.mma gov.br/cgen.

8 Em caso de pesquisa em U RVAGAO, o pesquisador titular desta autonizagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacéio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

9 As atividades contempladas nesta autonzagcdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingéio, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacéo.

Equipe

7 Nome Funcdo CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | VERA LUCIA FERREIRA LUZ Analise de Dados 174674 895-87 1404787 SSP-GO Brasileira

2 | MARCOS EDUARDO COUTINHO Andlise de Dados Genéticos | 541.126.486-34 'M7559844 SSP-MG

3 | RAFAEL ANTONIO MACHADO BALESTRA Coeta o material e anallse | 712 189.561.04 | 4034430 DGPC-GO Brasileira

4 | PAULO ROBERT! JESUS FILHO Pesquisador 120.647.277-44 1876780 SSP-ES Brasileira

5 | LILIAN FREITAS BASTOS Pesquisadora 015.540.541-17 4894325 DGPC-GO Brasileira

6 | JOSE ROBERTO FERREIRA ALVES JUNIOR Pesquisador 892 530.781-20 4054719 DGPC-GO Brasileira

Este documento (Autorizagd@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacado: 48816796 ||“II|I|I

| Pagina 1/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagédo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 13447-6 | Data da Emissdo: 22/01/2015 16:31 | Data para Revalidagao*: 21/02/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: ANA PAULA GOMES LUSTOSA CPF: 633.493.451-15

Titulo do Projeto: Estudo da ecologia reprodutiva e diversidade genética de Podocnemis expansa nas areas de protecdo de queldnios no Rio
Araguaia/GO.

Nome da Instituigéo : Centro de Conservagdo e Manejo de Répteis e Anfibi CNPJ: 08.829.974/0014-09

|7 | RAFAEL MARTINS VALADAO | Pesquisador [ 050.946.066-62 | 338258280 SSP-MG | Brasileira ]

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricdo do local Tipo

1 | SAO MIGUEL DO ARAGUAIA GO QSIE\QBEI o e AN MEA RS RORE UC Federal
2 | BRASILIA DF EMBRAPA RECURSOS GENETICOS - CENARGEN Fora de UC Federal
Atividades X Taxons

2 Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Podocnemis expansa

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ i Podocnemis expansa
3 mnctgt?:e;?g temporana (até 24 meses) de vertebrados silvestres Podocnemis expansa
4 | Marcacéo de animais silvestres in situ Podocnemis expansa

Material e métodos

1 [ Amostras biologicas (Répteis) Ovos, Fragmento de tecido/orgéo
2 | Método de captura/coleta (Répteis) Captura manual
3 | Método de marcacéo (Répteis) Corte de escudos marginais, Radio transmissor externo

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | Centro de Conservacéo e Manejo de Répteis e Anfibi
2 | EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA Laboratorio de Genética Animal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

cogodeauentcasaossostrss |
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INVESTIGACAO DE HEMOSPORIDEOS E HEMOGREGARINAS (APICOMPLEXA)

EM Podocnemis expansa E Phrynops geoffroanus

RESUMO - Testudines atuam como hospedeiros intermediarios para
hemogregarinas (Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.) e hemosporideos
(Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp.). Esses hemoprotozoéarios pertencentes
ao Filo Apicomplexa séo parasitas heteroxenos que afetam principalmente hemacias.
Sua presenca, intracitoplasmatica, em extensdes sanguineas de répteis, pode ser
eventualmente observada. A identificacdo morfolégica ndo é suficiente para a
classificacdo de espécie, sendo recomendada a utilizacdo de métodos moleculares.
Com o objetivo de pesquisar a presenca de hemogregarinas e hemosporideos em
Phrynops geoffroanus (cagados-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartarugas-da-
Amaz6nia) ambos de vida livre, foram utilizados métodos morfolégicos e moleculares.
Nas extensfes sanguineas coradas e em cortes histoldgicos (de figado, pulméo, baco
e coracao de P. geoffroanus) foi investigada a presenca de hemoparasitas. A partir de
amostras de sangue e de tecidos foi realizada a pesquisa de material genémico de
hemoparasitas por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (cPCR), com base nos
genes 18S rRNA (hemogregarinas) e Citocromo b (hemosporideos). Em extensdes
sanguineas de 100% (7/7) de P. expansa foram observadas estruturas sugestivas
para hemogregarinas. Observou-se amplificacdo de fragmentos baseados no gene
18S rRNA para 100% (7/7) de P. expansa. As analises filogenéticas de Maxima
Verossimilhanca (MV) e Bayesiana foram obtidas de sequéncias de amostras
sanguineas de P. expansa. Tais sequéncias agruparam-se em um clado monofilético
e posicionaram-se em um ramo préoximo as sequéncias do género Haemogregarina
obtidas de testudines aquaticos da América do Norte, Asia, Europa e Africa. Tal
situacao instiga a investigagdo molecular de mais sequéncias de hemogregarinas,
provenientes de testudines aquéticos de paises sul americanos geograficamente
préximos, a fim de colaborar na afirmagdo mais robusta do surgimento de um novo
clado do género Hemogregarina.

Palavras chave: cégado-de-barbicha; hemogregarinas; hemosporideos; Reptilia;
tartaruga-da-Amazonia
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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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LISTA DE ABREVIATURAS

°C - Celsius

CITES - Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora

cPCR - reacdo em cadeia da polimerase qualitativa ou reacdo em cadeia da
polimerase convencional DNA - acido desoxirribonucleico

g - gramas

IUCN - International Union for Conservation of Nature

Kg - quilogramas

pL - microlitro

min — minuto(s)

mL - mililitro

mm - milimetros

mM - milimolar

pb - pares de base

PM - peso molecular

g.s.p. - quantidade suficiente para

S - sul

seg - segundos

U/ L - Unidade por microlitro

v/v - volume por volume

W - oeste



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Relacdo de oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
reacoes de amplificacdo de fragmentos de DNA de
hemosporideos com base no gene mitocondrial Citocromo b,
referéncias e o tamanho de fragmentos que flanqueiam...........
Condicdes térmicas de ciclagem das reacfes de amplificacao
de fragmentos de DNA de hemosporideos com base no gene
mitocondrial CitoCroMO D.....cooovieiiiiiiii e
Relagédo de oligonucleotideos iniciadores dos protocolos de
reacbes de amplificacdo de fragmentos de DNA de
hemogregarinas baseadas no gene 18S rRNA............cccoeeeee.
Resultados dos procedimentos e dos exames das amostras
biolégicas de Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) e
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazbnia) quanto a
investigacdo de hemogregarinas (HG) e hemosporideos (HP)..
Analise morfométrica (Médias, desvio padrdo e intervalo de
valores das dimensdes) das células parasitadas e néo
parasitadas por gametocitos de hemogregarinas, observados
nos sete individuos de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazonia) de vida livre naturalmente infectados.......................
Valores de concentracdo (ng/uL) e absorbéncia obtidos na
mensuragado por espectrofotometria de material gendmico
extraido de amostras de Phrynops geoffroanus (cagado-de-
barbicha) que mostraram-se positivas no controle endégeno
da cPCR (intron nuclear R35)..........viiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeii
Relagdo de material gen6mico extraido de amostras de
sangue e tecidos de Phrynops geoffroanus (cagado-de-
barbicha) que amplificaram fragmento de aproximadamente
581 pb, em protocolo baseado no gene 18S rRNA que utilizou
os oligonucleotideos iniciadores HepR300/HepR900................
Dados de material genémico extraido de amostras de sangue
de tartarugas-da-Amazénia (Podocnemis expansa) que
amplificaram fragmentos baseados no gene 18S rRNA,
amplimeros purificados correspondentes (% e n) e
mensuracdo em espectrofotbmetro [MédiatDesvio padrédo
(MEAIANA)]. ..o e e
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo geogréfica de Phrynops geoffroanus (cdgado-de-barbicha)
na América do Sul, ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK et al., 2014)...
Distribuicdo geografica de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazoénia), na América do Sul foi ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK
EL AL, 2004) .. i e
Representacdo das fases do ciclo biolégico de hemogregarinas. Onde
(a) ilustra esporocisto, (b) esporozoitos, (c) meronte ou esquizonte, (d)
merozoito pré-eritrocitico, (e) macromeronte, (f) merozoito e (Q)
gametdcito intra-eritrocitario (imagem adaptada de SIROKY et al.,

Regido da captura de Phrynops geoffroanus. Representacao
cartografica, no detalhe no topo a esquerda a localizagdo do estado de
Séao Paulo (verde) no Brasil e no topo a direita em laranja 0 municipio
de Jaboticabal e em azul o Coérrego Cerradinho. Imagem de satélite do
municipio de Jaboticabal-SP, com destaque em azul para o percurso
do Cérrego Cerradinho (A - C) e o trecho considerado para o estudo (B
- C), que representa 1,9 Km do cérrego [software ArcGIS versdo 10.4
(Esri, 2016). ESRI. 2016. ArcGIS for Desktop. Ver. 10.1. Redlands
(CA): Environmental System Research Institute, INC.]..........oovvvviiiiinnnnnn.
Representacdo cartografica do local de captura. Detalhe no topo a
esquerda a localizacdo do estado de Goids no Brasil e abaixo o
contorno do municipio de S&do Miguel do Araguaia e o Rio Araguaia.
Figura Principal: Imagem de satélite da area entre Mato Grosso (MT) e
Goias (GO). Em vermelho a extensdo do Rio Araguaia que foi
percorrida, a estrela branca corresponde a localizagdo da Base do
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio) no
Distrito de Luiz Alves [software ArcGIS versdo 10.4 (Esri, 2016). ESRI.
2016. ArcGIS for Desktop. Ver. 10.1. Redlands (CA): Environmental
System Research Institute, INC.]........oooieiiiii e
Puncédo do seio venoso vertebral cervical de Phrynops geoffroanus
(cdgado-de-barbicha), com o uso de agulha 25 x 0,8 mm acoplada a
seringa de 3 mL, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012 (OLIVEIRA et al.,

Fotomicrografia de extensdo sanguinea de Podocnemis expansa
(tartaruga-da-Amazénia), corada pelo método de Rosenfeld, observada
em objetiva de imersdo. Presenca de gametocitos de hemogregarinas
intracelulares em hemacias (SEtas)..........ccccvurriiiiiiiiiiiiiie e
Estimativa das relacfes filogenéticas inferidas utilizando o método de
Méaxima Verossimilhanca (MV) e o modelo evolutivo TVM+GH+l,
baseada em fragmentos de 1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de
suporte de clado para MV (250%) acessados com 1.000 replicatas
estdo acima dos nodos relevantes. As sequéncias indicadas em negrito
representam aquelas amplificadas no presente estudo e as
identificagbes originais das amostras foram designadas (T1 a T5).
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Figura 9

Isospora suis, Sarcocystis sp., Eimeria sevilletensis e Theileria mutans
foram utilizados cOMO grupo eXterN0.........cccovviiivieeiiiieeee e e,
Estimativa das relagBes filogenéticas inferidas utilizando a analise
Bayesiana e o modelo evolutivo TVM+G+l, baseada em fragmentos de
1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de probabilidade posterior estédo
acima dos nodos relevantes acessados com 10° replicatas. As
sequéncias indicadas em negrito representam aquelas provenientes
deste estudo e as identificacbes 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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1. INTRODUCAO

Registros de hemoparasitas em répteis sdo frequentemente relacionados a
hemogregarinas e hemosporideos descritos em lacertideos, serpentes e testudines.
A classificacdo morfologica dos hemoparasitas, quando realizada isoladamente, ndo
€ suficiente para o diagnostico taxonémico. Para tanto, métodos moleculares se
fazem necessarios.

As pesquisas de deteccao de material gen6mico de hemogregarinas em
testudines sdo baseadas principalmente no gene 18S RNA ribossomal. Estudos
sobre inferéncias filogenéticas de hemogregarineos em testudines sul-americanos
ainda sao inexistentes, estdo disponiveis apenas deteccfes de material genémico
de hemogregarinas em testudines aquaticos sul-americanos cativos.

J4 as deteccdes moleculares de hemosporideos em testudines sao
predominantemente baseadas no gene mitocondrial Citocromo b. A caracterizacao
filogenética de hemosporideos em testudines sul-americanos foi realizada em
testudines de agua doce.

A caracterizacao filogenética mais robusta destes hemoparasitas em
testudines necessita de sequéncias provenientes de diferentes espécies de répteis,
oriundos de diversas localizacbes do globo. Tais informacdes possibilitariam
avaliacdes de diversidade e distribuicdo de gendtipos, associacfes de especificidade
de hospedeiros, relacdes evolutivas destes agentes em testudines e inferéncias
ecolégicas e ambientais. Tendo em vista este enfoque, o presente estudo visa
contribuir com novas sequéncias, para que tais relacbes sejam futuramente
caracterizadas.

As inferéncias filogenéticas de hemoparasitas do Filo Apicomplexa em
testudines, concentram-se em paises da Europa, Africa, Oriente Médio e Asia. As
caracterizacles realizadas em paises americanos (Canadéa, Nicaragua e Peru) sédo
escassas. A investigacdo morfoloégica e caracterizacdo filogenética de
hemogregarinas se justifica em espécies de testudines aquaticos que possuem
extensa distribuicdo geografica na América do Sul, como Phrynops geoffroanus

(cdgado-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Testudines Sul-Americanos (Chelidae e Podocnemididae)

Os testudineos (Reptilia: Testudines), tradicionalmente denominados de
quelbnios (DUTRA, 2014), sdo animais pecilotérmicos, com o0 corpo protegido por
um casco 0sseo e apresentam cranio anapsido (LEGLER; GEORGES, 1993;
ROSSI, 2006). Mundialmente, a ordem Testudines € constituida por 14 familias, 90
géneros, 442 taxons 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 agua doce (BERNILS; COSTA, 2012).

Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) € uma espécie de testudine de
agua doce bastante comum (MOLINA, 2001), que ocorre em biomas diversos como
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica e Pampa. Sua distribuicédo
geografica se estende nas cinco regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-oeste,
Sul e Sudeste) e em paises da América do Sul (Coldmbia, Equador, Peru, Bolivia,
Paraguai e Argentina) (RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VAN DIJK et al., 2014)
(Figura 1). Seu habitat sdo rios, corregos e lagos (RUEDA-ALMONACID et al.,
2007), ambientes calmos com grande quantidade de matéria organica no fundo
(SOUZA, 2004). Nao esta classificada como espécie ameacada pela International
Union for Conservation of Nature (IUCN), nem incluida 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).



Figura 1. Distribuicdo geografica de Phrynops geoffroanus (cdgado-de-barbicha) na

Ameérica 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 at¢é 35 cm de comprimento (CUBAS;
BAPTISTOTTE, 2007), sendo esta a maior medida atingida, geralmente, por fémeas
adultas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Possui habito onivoro (MOLINA, 2001) e
guando habita rios urbanos e poluidos com descargas orgéanicas, pode se alimentar
basicamente de larvas e pupas de moscas da Familia Chironomidae, residuos
domésticos, baratas, caramujos e restos de outros animais (SOUZA; ABE, 2000;
2001). Aspectos hematologicos (BRITES, 2002; FERRONATO et al., 2009; ZAGO et
al.,, 2010), imunolégicos (GENOY-PUERTO, 2008), efeitos metabdlicos por
contaminacao (VENANCIO et al. (2013) e deteccao de ectoparasitas e morfologia de
hemoparasitas (BRITES; RANTIN, 2004) ja foram pesquisados em P. geoffroanus de
vida livre. A deteccdo molecular sem caracterizacdo filogenética de hemogregarinas
foi realizada apenas em P. geoffroanus de cativeiro (PESSOA, 2015; PESSOA et al.,
2016).



Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) € a maior espécie de testudine
de agua doce da América do Sul (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Sua ocorréncia
se estende do Brasil, Guiana Francesa, Guiana, Venezuela, Coldmbia, Equador,
Peru, Bolivia e Trinidad (MOLINA, 2001; RUEDA-ALMONACID et al.,, 2007; VAN
DIJK et al., 2014). No Brasil, sua distribuicdo engloba as regides Norte e Centro-
oeste (VAN DIJK et al.,, 2014) (Figura 2). De acordo com Rueda-Almonacid e
colaboradores (2007), seu habitat abrange os biomas Amazénia e Cerrado,
habitando aguas das bacias do rio Amazonas, Essequibo e Orinoco e seus
afluentes. A espécie esta classificada como dependente de conservagdo para que
nao entre em risco de extin¢cdo pela IUCN e estd incluida no anexo Il da CITES.

g o

Figura 2. Distribuicdo geogréafica de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia),

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 alcancar 60 Kg, ultrapassando os 90 cm de comprimento e 60 cm de largura.
As fémeas adultas possuem dimensdes muito maiores que as de machos (CUBAS;
BAPTISTOTTE, 2007; RUEDA-ALMONACID et al., 2007). A dieta é onivora
(CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007), porém é predominantemente herbivora, constituida
por frutos, sementes, flores, folhas, caules tenros e esponjas de agua doce (RUEDA-
ALMONACID et al., 2007).



Quanto aos trabalhos publicados relacionados a P. expansa em cativeiro,
foram encontradas pesquisas sobre aspectos hematoldgicos (OLIVEIRA-JUNIOR;
TAVARES-DIAS; MARCON; 2009) de P. expansa com e sem hemogregarineos
(PESSOA, 2015; PESSOA et al., 2016). Em outro trabalho, Picelli e colaboradores
(2015), avaliaram a ocorréncia e intensidade de parasitemia por hemogregarinas em
P. expansa de vida livre e cativeiro. Na ocasido, nas P. expansa de vida livre (n 25)
foi relatada a auséncia de sanguessugas, supostamente relacionada ao periodo no
qual foram realizadas as amostragens (entre outubro a dezembro de 2013), periodo
das chuvas e elevagdo do leito d’agua no Rio Javaés no Tocantins, proxima ao
Parque Nacional do Araguaia (PICELLI et al., 2015). A deteccdo molecular de
hemogregarinas foi realizada em P. expansa de cativeiro, apenas por reagao de
amplificacdo e sem caracterizacdo molecular (PESSOA, 2015; PESSOA et al.,
2016). Inferéncias 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, sdo
hospedeiros de hemoparasitas esporozoarios intracelulares do Filo Apicomplexa,
como hemogregarinas (Subordem Adeleorina: Familias Haemogregarinidae e
Karyolysidae) e hemosporideos (Ordem Haemospororida: Familia Haemoproteidae)
(TELFORD JR., 2009).

O termo hemogregarina, € frequentemente usado em laudos de exames
hematoldgicos, considerando a observacdo das extensfes sanguineas. Nesta
técnica ndo é possivel, apenas pela morfologia, chegar a classificacdo precisa de
género (CAMPBELL, 2006b). As hemogregarinas comumente descritas em répteis
pertencem aos géneros Hepatozoon, Haemogregarina, Karyolysus e Hemolivia.
Haemogregarina spp. (Familia Haemogregarinidae) e ja foram descritos em
testudines de agua doce (cagados) (JAKES et al., 2001; TELFORD JR. et al., 2009;
DAVIS; STERRETT, 2011; PINEDA-CATALAN et al., 2013; ROSSOW et al., 2013;
DVORAKOVA et al., 2014; 2015; PICELLI et al., 2015; ARIZZA et al., 2016;



RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Hemolivia spp. (Familia
Karyolysidae) foram detectados em testudines aquéticos e terrestres (SIROKY;
KAMLER; MODRY, 2004; SIROKY et al., 2007; HARRIS et al., 2013; KVICEROVA et
al., 2014).

Os géneros dos hemosporideos, também conhecidos pelo termo malaria
parasite (MARTINSEN; PERKINS; SCHALL, 2008), sdo Plasmodium spp. (Familia
Plasmodiidae), = Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp. (Familia
Haemoproteidae). Haemoproteus spp. foi descrito em testudines de agua doce
(JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009) e terrestres (TELFORD JR., 2009; COOK;
SMIT; DAVIES, 2010; ORKUN; GUVEN, 2013; JAVANBAKHT et al., 2015); e
Haemocystidium spp. ja foram descritos em testudines de &gua doce
[Haemocystidium (Simondia) spp.; PINEDA-CATALAN et al., 2013].

Os hemoprotozodrios a serem investigados no presente trabalho
(Haemoproteus spp., Haemocystidium spp., Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.),
sao parasitas heteroxenos, possuem ciclo evolutivo tipico dos coccideos (TELFORD
JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013) e geralmente parasitam as
hemacias, e as vezes leucécitos, de répteis (JACOBSON, 2007). Os principais
hospedeiros invertebrados (vetores) de hemogregarinas nos répteis terrestres séao
acaros ixodides (carrapatos) (SIROKY; KAMLER; MODRY, 2004; SIROKY et al.,
2007; JACOBSON, 2007; VILCINS et al., 2009; HERBERT et al.; 2010; HARRIS et
al.,, 2013; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015), acaros mesostigmatas
(HAKLOVA-KOCIKOVA et al., 2014), mosquitos (TELFORD JR., WOZNIAK;
BUTLER, 2001), moscas e percevejos (CAMPBELL, 2006a; JACOBSON, 2007). Nos
répteis aquaticos os vetores de hemogregarinas parecem ser as sanguessugas
(BRITES; RANTIN, 2004; JACOBSON, 2007; DVORAKOVA et al., 2014; 2015;
ARIZZA et al., 2016). J4 para hemosporideos em répteis terrestres e aquaticos, 0s
vetores podem ser tabanideos hematofagos (TELFORD JR., 2009). A coincidéncia
de habitats dos hospedeiros e vetores é influenciado pelo inter-relacionamento de
relevo, solo, clima, agua, flora e fauna (NEVES, 2005).

A deteccdo de hemogregarinas em répteis ndo indica necessariamente que o
animal esteja doente, representando apenas um achado casual (ALMOSNY;
SANTOS, 2000; BRITES; RANTIN, 2004; ROSSOW et al., 2013). Nos exames



hematologicos de animais parasitados foram observadas diminuicdo das
concentracbes de proteinas séricas totais, globulinas e trombocitopenia em P.
geoffroanus parasitados por hemogregarinas (PESSOA, 2015; PESSOA et al.,
2016). As infeccdes por hemosporideos podem causar reducdo de hemoglobina da
hemécia infectada (CAMPBELL, 2006a; 2006b). A intensidade da afeccdo depende
de vérios fatores como: grau da resposta imune ou inflamatoria desencadeada
(NEVES, 2005), comprometimento do sistema imune (KNOTKOVA et al., 2005),
idade e estado nutricional do hospedeiro, os 6rgdos atingidos (NEVES, 2005),
estresse (ALMOSNY; SANTOS, 2000), numero de formas infectantes presentes,
viruléncia da amostra e associacao de outras espécies de parasitas (NEVES, 2005).

2.3. Ciclo biolégico de hemogregarinas e hemosporideos que parasitam

testudines

Durante o repasto sanguineo, o hospedeiro invertebrado (vetor) se infecta
com gametdcitos presentes nas hemacias (SIROKY et al., 2007; JACOBSON, 2007;
TELFORD JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013) (Figura 3, etapa “g”).

No intestino do vetor, os gametécitos se diferenciam em macro e
microgametas (gametogonia); que se fundem (fase sexuada do ciclo), formando o
zigoto (SIROKY et al., 2007; JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009).
Posteriormente, desenvolve-se o estagio esporogbénico (esporogonia) com formacéao
de oocistos contendo os esporocistos e dentro destes os esporozoitos (SIROKY et
al., 2007; JACOBSON, 2007; TELFORD JR., 2009; KARADJIAN; CHAVATTE;
LANDAU, 2015) (Figura 3, quadro preto e etapa “a”).



TESTUDINE

gametogonia
+

esporogonia

Figura 3. Representacdo das fases do ciclo biolégico de hemogregarinas. Onde (a)

ilustra esporocisto, (b) esporozoitos, (c) meronte ou esquizonte, (d)
merozoito pré-eritrocitico, (e) macromeronte, (f) merozoito e (g) gametocito

intra-eritrocitario (imagem adaptada de SIROKY et al., 2007).

O vetor inoculard nos hospedeiros vertebrados os esporozoitos por ocasido
do repasto sanguineo (Figura 3, etapa “b”). O hospedeiro vertebrado ao ingerir o
vetor também pode infectar-se com 0s esporozoitos, como ocorre na infeccdo por
Hemolivia mauritanica (SIROKY et al., 2007).

Os esporozoitos seguem por via sanguinea e penetram em células de tecidos
(pulmdes, figado, baco e rins) do hospedeiro vertebrado e se tornam trofozoitos. Nos
orgaos ocorre a fase de reproducédo assexuada (estagio merogdnico/esquizogonia)
(JACOBSON, 2007; SIROKY et al., 2007; TELFORD JR., 2009; NARDINI;
LEOPARDI; BIELLI, 2013; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015).

No estagio merogonico ha a formacao de merontes ou esquizontes (Figura 3,
etapa “c”
(SIROKY et al., 2007; TELFORD JR., 2009; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013).

Quando circulantes, os merozoitos (Figura 3, etapa “f”") invadem as hemacias e se

) que originam diversos merozoitos pré-eritrociticos (Figura 3, etapa “d”)

dividem em merontes eritrocitarios € macromerontes (Figura 3, etapa “e”), que
originam mais merozoitos (SIROKY et al., 2007; TELFORD JR.; 2009; ROSSOW et
al., 2013; KVICEROVA et al, 2014; RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI;




AHMADI, 2016). Quando ocorre a ruptura da hemacia, os merozoitos podem invadir
outras hemacias para a formacdo de mais merontes ou darem origem aos
gametocitos (Figura 3, etapa “g’) (SIROKY et al., 2007; TELFORD JR., 2009;
PICELLI et al.; 2015).

2.4, Testudines e pesquisa de hemogregarinas e hemosporideos

Hemogregarinas e hemosporideos de testudines podem ser observados em
extensfes sanguineas (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007), coradas com corante do tipo
Romanowsky. A presenca intracitoplasmética de gametocitos (CAMPBELL, 2006a;
2006b; SIROKY et al., 2007; SLOBODA et al.,2007; O'DWYER et al., 2013; PINEDA-
CATALAN et al.,, 2013; PICELLI et al.; 2015) € observada, geralmente um
gametdcito por hemécia. Os gametoécitos de hemogregarinas ndo possuem granulos
pigmentados e sdo em “formato de banana” (SIROKY; KAMLER; MODRY, 2004;
CAMPBELL, 2006a; 2006b), jA os de hemosporideos apresentam granulos de
pigmentos refringentes (CAMPBELL, 2006a; 2006b; COOK; SMIT; DAVIES, 2010).
As heméacias infectadas geralmente tém sua morfologia afetada, pois o gametécito
ocasiona uma protuberancia no citoplasma e pode ocorrer deslocamento do nucleo
(JAKES et al., 2001; SIROKY et al., 2007; ROSSOW et al., 2013; DAVIS;
STERRETT, 2011; PESSOA, 2015; PESSOA et al., 2016).

Nos cortes histolégicos de érgdos corados com hematoxilina e eosina podem
ser identificadas formas sugestivas de merozoitos e merontes (TELFORD JR.,
WOZNIAK; BUTLER, 2001; SIROKY et al., 2007; TELFORD JR., 2009). Apesar de
répteis serem comumente parasitados por hemogregarinas e hemosporideos,
raramente sdo encontradas lesées em 6rgdos (JACOBSON, 2007). Em estudo de
infeccdo experimental de H. mauritanica em Testudo marginata (tartaruga-de-
esporas-africana), Siroky e colaboradores (2007) observaram merontes em células
do sistema reticulo endotelial e heméacias, a maioria observada em dérgdos
parenquimatosos. Adicionalmente, descreveram as alteracbes patoldgicas
atribuiveis a H. mauritanica como brandas e limitadas ao figado e rins.

A avaliagcdo taxondmica morfologica € realizada pela combinacdo da

morfologia de gametdcitos em hemacias dos testudines com a avaliagdo de estagios
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do desenvolvimento parasitario ou fases esporogdnicas no vetor (SIROKY;
KAMLER; MODRY, 2004; JACOBSON, 2007). Esta técnica colaborou na elaborag&o
de ciclos bioldgicos préprios de testudines (SIROKY et al., 2007) e na identificacdo
de vetores participantes do ciclo (SIROKY; KAMLER; MODRY, 2004; SIROKY 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 util, esta metodologia ndo € confiavel (BRITES, 2002; TELFORD JR. et al., 2009)
e nem suficiente para o diagndéstico taxonémico (PINEDA-CATALAN et al., 2013;
HAKLOVA-KOCIKOVA et al., 2014), sendo necesséria a utilizacdo de métodos
moleculares (UJVARI; MADSEN; OLSSON, 2004; PINEDA-CATALAN et al., 2013),
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de tecidos oriundos de biépsia ou
necropsia e amostras de sangue (JOHNSON; ORIGGI; WELLEHAN JR., 2007).

2.4.1. Testudines e pesquisa de hemogregarinas

InvestigacBes moleculares de hemogregarinas em répteis sdo 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, caracterizacdes 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 caracterizacdes filogenéticas de hemogregarinas foram obtidas de
amostras de testudines e vetores (HARRIS et al., 2013; DVORAKOVA et al., 2014;
2015; KVICEROVA et al., 2014; ARIZZA et al., 2016; RAKHSHANDEHROO;
SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Hemolivia spp. foram caracterizadas
filogeneticamente a partir de amostras de testudines de agua doce na Nicaragua,
testudines terrestres na Grécia e em paises no Oriente Médio (Turquia, Siria e
Iraque) (KVICEROVA et al, 2014); e em carrapatos colhidos em testudines
terrestres da Argélia (HARRIS et al, 2013). Foram realizadas inferéncias
filogenéticas de Haemogregarina spp. em testudines de agua doce no Canada
(BARTA et al, 2012), em paises no Oriente Médio (Turquia, Siria e Ird)
(DVORAKOVA et al., 2014; RAKHSHANDEHROO; SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016),
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no norte da Africa (Marrocos, Argélia) (DVORAKOVA et al., 2014), no Sudeste da
Asia (Vietnam, Indonésia, Tailandia e China) (DVORAKOVA et al., 2015) e alguns
paises europeus (Bulgaria e Italia) (DVORAKOVA et al., 2014; ARIZZA et al., 2016).
Pesquisas foram realizadas sobre inferéncias filogenéticas de hemogregarineos em
testudines no continente americano apenas em testudines de agua doce cativos
provenientes da Nicaragua (KVICEROVA et al., 2014) e de vida livre oriundos do
Canada (BARTA et al., 2012).

No que diz respeito a filogenia de hemogregarineos em testudines na
América do Sul, nada ainda foi estabelecido, apenas a detec¢cdo de material
gendmico de hemogregarinas, por fotodocumentacdo em gel de agarose, em
amostras de testudines de agua doce de cativeiro no Brasil (PESSOA, 2015;
PESSOA et al., 2016). Pessoa e colaboradores (2016) observaram prevaléncia de
67,52% (52/77) em P. geoffroanus e de 63,63% (14/22) em P. expansa de
hemogregarinas nas extensées sanguineas; e amplificacao 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 hemosporideos

A deteccdo de material gendmico de hemosporideos, 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; WALDENSTROM; BENSCH, 2004) e
lagartos (PERKINS; SCHALL, 2002; VARDO; WARGO; SCHALL, 2005). Inferéncias
filogenéticas de hemosporideos em répteis oriundos do continente Americano ainda
sao 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 classificagao
morfolégica e filogenética para Haemocystidium (Simondia) pacayae e H. (S.)
peltocephali encontrados em extensdes sanguineas de 9,56% (13/136) de

Podocnemis unifilis (tracaja) e 12,5% (12/96) de P. expansa de vida livre no Peru.
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Quanto as andlises por técnicas moleculares, observaram-se infec¢cfes isoladas e
mistas de Haemocystidium (Simondia) spp.. Javanbakht e demais pesquisadores
(2015) relataram que tanto na técnica morfologica, quanto na molecular, 19,73%
(160/811) das amostras sanguineas de testudines terrestres (Testudo graeca e T.
horsfieldii) de vida livre (oriundos do Afeganistdo, Republica da Georgia, Ird e
Turquia) apresentaram positividade para Haemoproteus anatolicum e H. caucasica.
Orkun e Given (2013) caracterizaram morfolégica e molecularmente de H.
anatolicum em T. graeca de vida livre oriundos da Anatdlia, na Turquia.

Apesar de ja existrem algumas caracterizacdes filogenéticas de
hemosporideos em testudines aquaticos e terrestres de vida livie (ORKUN; GUVEN,
2013; PINEDA-CATALAN et al., 2013; JAVANBAKHT et al., 2015), ainda séo raras
as contribuices sobre inferéncias filogenéticas de hemosporideos em testudines
sul-americanos (PINEDA-CATALAN et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este estudo foi proposto com objetivo de investigar a presenca de
hemogregarinas e hemosporideos em Phrynops geoffroanus (cagados-de-barbicha)
e Podocnemis expansa (tartarugas-da-Amazonia) de vida livre de dois ambientes

diversos, utilizando métodos morfoldgicos e moleculares.

3.2. Objetivos especificos

A partir das amostras biologicas (sangue e tecidos) de P. geoffroanus e P.
expansa de vida livre:

o Verificar a presencga e intensidade de hemoparasitas nas extensdes
sanguineas coradas e em cortes histoldgicos de figado, baco, pulméo e coracéo (de
animais que vieram a 6bito);

o Investigar a presenca DNA e tragar inferéncias filogenéticas de
hemogregarinas (Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.) e hemosporideos

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

4.1. Animais e locais do estudo

4.1.1. Phrynops geoffroanus (cadgados-de-barbicha)

A captura ativa dos 83 animais foi realizada com pucés, no periodo de
fevereiro a maio de 2012, no Cérrego Cerradinho (Figura 4), no municipio de
Jaboticabal (21°15'22“S e 48°18’58“W), nordeste do Estado de S&o Paulo (IBGE,
2017) em area de transicdo entre os biomas Cerrado e mata atlantica. O Corrego
Cerradinho, possui sua nascente na zona rural e possui um percurso de
aproximadamente 11 Km (BORGES, GALBIATTI, FERRAUDO, 2003). Inicialmente,
na regido rural ele é tangenciado por propriedades rurais e praticamente nao
apresenta mata ciliar. No trecho urbano o corrego é parcialmente contido nas suas

laterais por meio de mureta formada por pedras.
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Figura 4. Regido da captura de Phrynops geoffroanus. Representacdo cartogréafica,

by

no detalhe no topo a esquerda a localizacdo do estado de S&o Paulo
(verde) no Brasil e no topo a direita em laranja o0 municipio de Jaboticabal e
em azul o Cérrego Cerradinho. Imagem de satélite do municipio de
Jaboticabal-SP, com destaque em azul para o percurso do Corrego
Cerradinho (A - C) e o trecho considerado para o estudo (B - C), que
representa 1,9 Km do corrego [software ArcGIS versdo 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 plasticas até a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, da Universidade Estadual
Paulista (FCAV/Unesp), para seu manejo, que constituiu em: colheita de material

biolégico, marcacéo individual com microchip subcuténeo e identificacdo externa ndo
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invasiva (placa plastica numerada colada na carapaca). Posteriormente, foram
recolocados no Cérrego, no mesmo local de origem.

No decorrer da etapa de capturas dos P. geoffroanus observou-se, no més de
abril de 2012, alta mortalidade de peixes e testudines e algumas aves. Amostras de
figado de P. geoffroanus que vieram a O6bito foram avaliadas pelo CEATOX-
FMVZ/Unesp, Campus de Botucatu-SP, o qual identificou composto de carbamatos
como causa da intoxicacdo e mortalidade. Na mesma ocasido em que foram
encontrados 0s animais mortos, ndo se observou insetos, geralmente presentes em
abundéancia no local. Dos animais que vieram a 0bito, foram colhidas amostras de
orgdos (figado, baco, pulmdo e coracdo) que foram utilizadas para o presente
estudo.

A obtencdo das amostras bioldégicas e demais procedimentos em P.
geoffroanus foram devidamente autorizadas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCAV-Unesp n° 2935/17 (paginas iX) e do Sistema de
Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente n° 28440-1

(paginas x e xi).

4.1.2. Podocnemis expansa (Tartarugas-da-Amazénia)

A captura dos sete animais foi realizada em outubro de 2014 na Area de
Protecdo Ambiental (APA) Meandros do Araguaia (13°17'49.0"S 50°36'16.5"W a
13°30'00.0"S 50°43'29.51"W), em uma das bases do Centro Nacional de Manejo e
Conservacdo de Répteis e Anfibios (RAN) do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) (13°13'02.1"S 50°34'37.8"W). Esta area do
bioma Cerrado, esta localizada no noroeste de estado de Goias, préxima ao Distrito
de Luiz Alves, Municipio de Sdo Miguel do Araguaia-GO, Brasil (Figura 5) e inclui o
Rio Araguaia com seus lagos (bracos do rio) e a abundante mata ciliar ao redor. Os
animais foram capturados por meio de “cambuins”, que é um sistema de
iscas/anzois presas em pedaco de isopor, técnica amplamente utilizada na regiao
para captura de testudines aquéaticos (ALVES JUNIOR, 2013).
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Figura 5. Representacdo cartografica do local de captura. Detalhe no topo a
esquerda a localizacdo do estado de Goias no Brasil e abaixo o contorno
do municipio de Sdo Miguel do Araguaia e o Rio Araguaia. Figura Principal:
Imagem de satélite da area entre Mato Grosso (MT) e Goias (GO). Em
vermelho a extensdo do Rio Araguaia que foi percorrida, a estrela branca
corresponde a localizacdo da Base do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) no Distrito de Luiz Alves
[software ArcGIS versao 10.4 (Esri, 2016). ESRI. 2016. ArcGIS for Desktop.
Ver. 10.1. Redlands (CA): Environmental System Research Institute, Inc.].

A obtencao das amostras bioldgicas e demais procedimentos em P. expansa,
foram devidamente autorizadas, pela CEUA da FCAV-Unesp n°® 2935/17 (pagina ix)
e SISBIO do ICMBIio do Ministério do Meio Ambiente n°® 13447-6 (paginas Xii e Xiii).
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4.2. Inspecao de ectoparasitas e colheita de amostras biolégicas

Os 83 P. geoffroanus e os sete P. expansa foram contidos manualmente e
submetidos ao exame fisico, de acordo com Werther (2014), para verificar a
presenca de ectoparasitas.

Posteriormente foram colhidas amostras de sangue de no maximo, 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 descartaveis, acopladas a seringas descartaveis
de 1 ou 3 mL, dependendo do tamanho do individuo. Em P. geoffroanus as
amostras de sangue foram obtidas por puncédo do seio venoso vertebral cervical
(AVILA JUNIOR; SANTOS; PACHALY, 2007), posicionada dorso-caudalmente ao
cranio (Figura 6). Em P. expansa, o acesso foi pela veia coccigea dorsal (NARDINI;
LEOPARDI; BIELLI, 2013), na regiao do terco médio da cauda.

Figura 6. Puncdo do seio venoso vertebral cervical de Phrynops geoffroanus
(cdgado-de-barbicha), com o uso de agulha 25 x 0,8 mm acoplada a
seringa de 3 mL, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012 (OLIVEIRA et al.,
2016).

Foram colhidas aliquotas de sangue com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) para realizacdo de técnicas moleculares, que foram
armazenadas em microtubos plasticos a -80°C. Adicionalmente, foram colhidas

amostras sem anticoagulante que foram utilizadas para confeccdo de extensdes
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sanguineas, que apos 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 Obito ap0s acidente
ambiental e foram necropsiados nas instalacbes do Departamento de Patologia
Veterinaria (DPVe) da FCAV/Unesp, seguindo os protocolos de Matushima (2007) e
Terrell e Stacy (2007). Durante a necropsia foram colhidos fragmentos de figado,
baco, pulméo e coracdo, armazenados individualmente em microtubos plasticos de 2
mL e mantidos a -20°C, para posterior extracdo do DNA e investigacdo de material
gendmico dos hemoparasitas. Paralelamente foram colhidas amostras dos 6rgaos,
fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10%, para posterior processamento
histopatologico. Por fim, o restante do figado foi reservado a -20°C para futuras
pesquisas toxicologicas, uma vez que houve mortalidade em decorréncia da

contaminacao ambiental.

4.3. Processamento das amostras

A extensdes sanguineas foram coradas no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV-Unesp.

A confeccdo de laminas histopatolégicas e as técnicas moleculares
relacionadas a reacdo em cadeia da polimerase qualitativa (cCPCR) foram realizadas
no Laboratério de Histopatologia e Imunoparasitologia, respectivamente, localizados
no DPVe da FCAV-Unesp.

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado no Centro de
Recursos Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO) do Departamento de
Tecnologia da FCAV/Unesp.

4.3.1. Avaliagéo da parasitemia e morfologia de hemoparasitas

As extensbes sanguineas sem anticoagulante coradas pelo método tipo
Rosenfeld (CAMPBELL, 2006a) foram avaliadas em microscépio de luz (Olympus
BX-43) acoplado a uma camera (Olympus DP73). A parasitemia foi realizada pela
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inspecdo de 2 x10% hemacias sob magnificacdo de 400x (PICELLI et al., 2015). Em
caso de nenhum hemoparasita ser observado, foi conduzida a avaliagdo de um total
de 5 x10° hemécias (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011; RAKHSHANDEHROO;
SHARIFIYAZDI; AHMADI, 2016). Quando, ainda assim, nenhum parasita era
detectado por essa metodologia, a extensdo sanguinea era considerada negativa.

A avaliagdo morfologica de hemoparasitas foi realizada seguindo as
caracteristicas morfolégicas de hemoparasitas descritas por Telford Jr. (2009), pela
avaliacdo de 20 campos, sob objetiva de imersdo. O registro fotografico e a
morfometria [média de tamanho (um), comprimento versus largura e desvio padrao]
das células parasitadas e gametocitos, assim como a descricdo das alteracdes
causadas pelos parasitas nas células infectadas foram analisadas por sistema
computadorizado de andlise e mensuracdo de imagem utilizando o software

Olympus cellSens™ microscope imaging Standard.

4.3.2. Exames histopatoldgicos

A partir dos fragmentos dos 6rgéos de P. geoffroanus, fixados em formol 10%
por 24 horas, foram confeccionadas as laminas histolégicas, que foram
posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (JECKEL NETO, 2007). As
laminas foram analisadas em microscépio de luz (Olympus BX-43) acoplado a uma
camera (Olympus DP73), em aumento de 100x e 400x. Durante a analise
histopatoldgica foram consideradas a localizac&o, a distribuicdo e a intensidade das
alteracbes em figado, baco, pulmdo e coracdo. Concomitantemente, foram
investigadas estruturas sugestivas de merontes e merozoitos nos tecidos e
gametoécitos em hemacias; e quando presentes, seria realizada a morfologia
(TELFORD JR.; WOZNIAK; BUTLER, 2001; TELFORD JR., 2009), o registro
fotografico em objetiva de imersdo e mensuracado utilizando o software Olympus

cellSens™ microscope imaging Standard.
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4.3.3. Deteccéo de material gendmico de hemoparasitas

A fim de evitar possivel contaminagdo por amplicons, 0s processos de
extracdo de DNA, preparacdo da reacdo, amplificacdo e eletroforese foram

realizados em diferentes salas.

4.3.3.1. Extragéo de DNA e controle de qualidade do material gendémico

A extracdo de DNA das amostras de sangue em EDTA (10 pL) e de tecidos
congelados (10 mg de baco e 25 mg dos demais 6rgaos) foi realizada
individualmente, com o QIAmp DNeasy Blood & Tissue Kit (50) (protocolos la e 1c
do cat. n° 69504; QIAGEN®, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Cada aliguota de DNA extraido foi identificada e mantida a -20°C até realizar a
cPCR.

Com o intuito de checar a qualidade da extracdo de DNA e estimar a
presenca de inibidores, as aliqguotas de DNA gendmico tiveram sua concentracao e
a absorbancia (relacbes 260/280 e 260/230nm) mensuradas em aparelho
espectrofotdometro (Nanodrop®, Thermo Scientific, EUA).

Também a fim de verificar a qualidade do material genébmico extraido, foram
realizadas reacdes de cPCR que amplificam um fragmento de aproximadamente 1,2
kb do intron nuclear R35 (oriundo da impressao digital do RNA da proteina 35), que
identifica a Familia Chelidae (FUJITA et al., 2004), como controle endégeno da
cPCR. Os ensaios de amplificacdo foram realizados utilizando uma reagcdo de
volume total de 25 yL, contendo uma mistura de 5 pL do DNA-amostra, tampéo da
PCR 1x (PCR Buffer 10x - 100 nM Tris-Cl, pH 9,0, 500 mM KCI), 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo (dNTP) (Life Technologies®, USA), 2 mM Cloreto de Magnésio
(MgClz), 0,4 pM de cada oligonucleotideo iniciador [R35EX1 (5-
ACGATTCTCGCTGATTCTTGC -3’) e R35EX2 (5-
GCAGAAAACTGAATGTCTCAAAGG -3')] (Sintese Biotecnologia, Belo Horizonte-
MG), 1 U Taqg Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e
agua ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®, USA) esterilizada q.s.p.. A reacdo

de amplificacdo foi conduzida em termociclador (T100 ™ Thermal Cycler, BioRad®,
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USA) e os ciclos de amplificacdo foram realizados conforme Fujita et al. (2004):
desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos, 36 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 60°C por 90 segundos e extensdo a 72°C por dois
minutos; seguidos por extensado final a 72°C por 10 minutos. Foram utilizados
controle positivo (P. expansa) e negativo em cada reacdo (agua ultra-pura

esterilizada).

4.3.3.2. Deteccéao e caracterizacdo molecular de hemoparasitas

As amostras de DNA positivas nos ensaios de reacdo de cPCR de controle
enddgeno da reacdo foram submetidas a reacdo de amplificacdo para

hemosporideos e hemogregarinas.

4.3.3.2.1. Reacdes de amplificacdo para Hemosporideos (gene Citocromo b)

Para a analise molecular de hemosporideos (Haemoproteus spp. e
Haemocystidium spp.) baseada no gene mitocondrial Citocromo b, foram utilizados
protocolos de nested PCR com poucas modificacdes (HELLGREN;
WALDENSTROM; BENSCH, 2004; VARDO; WARGO; SCHALL, 2005;
JAVANBAKHT et al.,, 2015). Os oligonucleotideos iniciadores empregados nas
reacOes de amplificacdo de fragmentos de DNA de hemosporideos se basearam na
porcdo 5 terminal do gene mitocondrial Citocromo b (CREASEY et al.,, 1993;
ESCALANTE et al.,, 1998; BENSCH et al., 2000; PERKINS; SCHALL, 2002;
HELLGREN; WALDENSTROM; BENSCH, 2004) (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacdo de oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacfes de

amplificacdo de fragmentos de DNA de hemosporideos com base no

gene mitocondrial Citocromo b, referéncias e o tamanho de fragmentos

que flanqueiam.

cPCR Oligonucleotideos iniciadores Referéncias Fragmento
~  HaemNFI 5-CAT ATA TTA AGA GAA ITATGG AG-3 Hellgren,
Reacéo .
A Waldenstrém e
HaemNR3 5-ATA GAA AGA TAA GAAATACCATTC-3 Bensch (2004)
Nested HAEMF 5-ATG GTC CTT TCG ATA TAT GCATG-3’
Reaco Bensch etal. ~480 pb

(2000)

A HAEMR2 &5-GCATTATCT GGA TGT GAT AAT GGT-3

Dw2 5-TAATGC CTAGAC GTATTC CTG ATT ATC CAG-3’

Reacéo Perkins e

B DW4  5-TGT TTG CTT GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3  >cnall (2002)
Nested DW1 5-TCAACAATG ACT TTA TTT GG-3' .
~ Perkins e
Reacdo Schall (2002) 12 Kp
B DW6 5-GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3’
N DW2  5-TAA TGC CTA GAC GTA TTC CTG ATT ATC CAG-3' .
Reacéo Perkins e
c DW4  5-TGT TTG CTT GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG-3  >cnall (2002)
Nested DW1 5-TCAACAATG ACT TTA TTT GG-3' .
~ Perkins e
Reacao Schall (2002) ~673PDb
C DW3  5-TGC TGT ATC ATA CCC TAA AG-3’

Os ensaios de amplificacdo foram realizados utilizando uma reacédo de
volume total de 25 pL (Apéndice A), contendo uma mistura de 5 L do DNA-amostra
para a cPCR inicial e 1 pL do produto da amplificacdo na cPCR seguinte (Nested).
Na “Reacdo A” e “Nested da Reagao A” foram utilizados: tampéo da PCR 1x, 0,2
mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA), 1,5 mM de MgClz, 0,5 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Sintese Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 0,75 U de
Tag Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e agua
ultra-pura esterilizada g.s.p.. Ja nas reagbes de amplificacdo das “Reacdo B”,
“‘Nested da Reacao B”, “Reagéo C” e “Nested da Reagao C” foram utilizados tampéo
da PCR 1x; 0,2 mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA); 2 mM de Cloreto de
Magnésio, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (primer) (Sintese Biotecnologia,
Belo Horizonte-MG), 1 U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen® TM
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Life Technologies, USA) e agua ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®, USA)
esterilizada g.s.p..

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador (T100 ™
Thermal Cycler, BioRad®, USA), programado para realizar os ciclos conforme
descritos na Tabela 2. Em cada reacdo foram utilizados controle negativo (dgua
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. Condi¢cdes térmicas de ciclagem das reacdes de amplificacdo de

fragmentos de DNA de hemosporideos com base no gene mitocondrial

Citocromo b.
Identificacdo Protocolo de amplificac&o
Condicdes
cPCR Primers*  ~pegnaturacéo N° de ciclos (Desnaturacao, Extensdo Referéncia
inicial anelamento, extensao) final
x HaemNFI 0 . 20 ciclos (94°C/30 seg, 50°C/30 72°C/ Hellaren
Reagao A HaemNR3 94°C/3 min seg, 72°C/45 seg) 10min Walde?lstrdm
Nested HAEMF 94°C/3 min 35 ciclos (94°C/30 seg, 50°C/30 72°Cl e Bensch
Reacdo A HAEMR2 seg, 72°C/45 seg) 10min (2004)
= DW?2 o . 35 ciclos (94°C/20 seg, 60°C/20 72°C/
Reagao B DW4 95°C/5 min seg, 72°C/90 seg) 5min Javanbakht
Nested DW1 o5°c/s min 40 ciclos (94°C/20 seg, 50°C/20  72°C/ etal. (2015)
Reacéo B DW6 seg, 72°C/60 seq) 7 min
. Dw2 R . 35 ciclos (94°C/20 seg, 60°C/20 72°C/
Reagdo C DW4 957C/5 min seg, 72°C/90 seg) 5 min V?//afdo,
argo e
Nested DwW1 94°C/5 min 40 ciclos (94°C/20 seg, 50°C/20 72°C/ Schall g(]2005)
Reacdo C DW3 seg, 72°C/90 seq) 7 min

* oligonucleotideos iniciadores

4.3.3.2.2. Reacdes de amplificacdo para Hemogregarinas (gene 18S rRNA)

As amostras de DNA extraido foram submetidas & duas reacdes de cPCR
distintas, baseados na sequéncia do gene 18S rRNA para identificar
hemogregarinas.

O primeiro par de oligonucleotideos 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 amplificagdo foram realizados utilizando uma
reacao de volume total de 25 pL, contendo uma mistura de 5 pL do DNA-amostra,
tampdo da PCR 1x, 0,2 mM de cada dNTP (Life Technologies®, USA), 1,5 mM
MgCl2, 0,6 pM de cada oligonucleotideo iniciador (HepF300/HepR900) (Sintese
Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 1 U Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen®
TM Life Technologies, USA) e agua ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega®,
USA) esterilizada g.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 amplificagéo
foram realizados utilizando uma reacdo de volume total de 25 uL, contendo uma
mistura de 5 pL do DNA-amostra, tampé&o da PCR 1%, 0,2 mM de cada dNTP (Life
Technologies®, USA), 2,5 mM MgClz, 0,3 uM de cada oligonucleotideo iniciador
(HEMO1/ HEMO?2) (Sintese Biotecnologia, Belo Horizonte-MG), 1,5 U Taq Platinum
DNA Polymerase (Invitrogen® TM Life Technologies, USA) e &agua ultra-pura
(Nuclease-Free Water, Promega®, USA) esterilizada q.s.p..

A reacdo de amplificacdo foi conduzida em termociclador (T100 ™ Thermal
Cycler, BioRad®, USA) e as condicdes térmicas de ciclagem de amplificacdo e
referéncias estdo descritas na Tabela 3. Em cada ensaio de cPCR foram utilizados
controles negativo (Agua ultra-pura esterilizada) (Nuclease-Free Water, Promega®,
USA) e positivo conhecido (Hepatozoon sp.; ANDRE et al., 2010).

Tabela 3. Relacdo de oligonucleotideos iniciadores dos protocolos de reacdes de
amplificacdo de fragmentos de DNA de hemogregarinas baseadas no
gene 18S rRNA.

Identificacdo Protocolo de amplificacéo
Condicdes
Cper Primers* Desnaturacdo  N° de ciclos (Desnaturacdo, Extenséo Referéncia
inicial anelamento, extenséo) final

Reacdo HepF300 94°C/3 min 35 ciclos (94°C/45 seg, 72°C/ O'Dwyer et al.
1 HepR900 56°C/60 seg, 72°C/60 seq) 10min (2013)

Reacéo HEMO1 94°C/3 min 35 ciclos (94°C/45 seq, Igm(l:r/] Harris, Maia e
2 HEMO2 56°C/60 seg, 72°C/60 seq) Perera (2011)

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

Os produtos da amplificacdo da cPCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1% em tampao de corrida TEB 1x pH 8,0 (44,58 M
Tris-base; 0,44 M acido bdrico; 12, 49 mM EDTA), corado com brometo de etidio
(0,04 pL/mL). A eletroforese foi realizada a 100V/150mA durante 70 minutos.

Para a determinacao 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 fotodocumentagéo por meio de um transiluminador de luz
ultravioleta acoplado a um programa computacional de analise de imagens
(ChemiDoc™ XRS+ System with Image Lab™ Software, BioRad®, USA).

4.3.3.4. Reacao de reamplificacéo

Os produtos da cPCR, referentes as amostras que apresentaram bandas
visiveis na fotodocumentacédo, foram submetidos a reacdo de reamplificacao.

As reacdes de reamplificacdo foram realizadas utilizando uma reagéo de
volume total de 100 uL e seguiram a proporgcéao de 4 x o volume dos ingredientes a
reacdo de cPCR que a originou, com excec¢do do volume do DNA (produto da
amplificacdo) que foi de 2 pL. As temperaturas e tempos de ciclagem foram
mantidos.

4.3.4. Reacao de sequenciamento
4.3.4.1. Purificagdo dos amplimeros
Apoés a reacdo de reamplificacdo, foi realizada a purificacdo dos produtos da

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

acordo com as recomendacdes do fabricante.
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4.3.4.2. Quantificacdo de DNA dos amplimeros

A quantificacdo do material gendmico total do produto purificado foi realizada
em aparelho espectrofotémetro (Nanodrop®, Thermo Scientific, EUA), por meio da

mensuragao da absorbéncia de cada amostra.

4.3.4.3. Reagao de sequenciamento

O sequenciamento dos produtos amplificados purificados foi realizado por
meio de técnica automatizada baseada no método da terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), no CREBIO da
FCAV/Unesp.

Para o0 sequenciamento dos produtos foram utilizados o0s mesmos
oligonucleotideos iniciadores empregados na reacao de amplificacdo. O protocolo da
reacao de sequenciamento foi realizado com algumas modificacdes a partir daquele
descrito pelo fabricante do Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Perkin-Elmer Applied Biosystems®). Foram utilizados 3,5 pL do Tampéo
2,5 x (200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5 mM MgCl2), 0,5 uL de Big Dye, 5 pmoles de cada
oligonucleotideo, 2,5 puL de agua ultrapura e 1,5 pL de DNA. As amplificacdes foram
realizadas inicialmente em termociclador (MJ Research-Inc) a 96°C por 2 minutos e
35 ciclos de desnaturacdo 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 oligonucleotideo iniciador) e extensao 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 pL de
isopropanol 75% em cada amostra. A placa foi selada com aluminio e, apos
incubagéo por 15 minutos em local escuro a temperatura ambiente, foi centrifugada
a 4.000g por 30 minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e 200 pL 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 (aceleracéo

e desaceleracdo) e em seguida colocada na bomba de vacuo 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 direcdes

(forward e reverse).

4.3.5. Analise das sequéncias

A qualidade dos eletroferogramas de ambas as direcdes obtidos por meio do
sequenciamento dos produtos amplificados purificados foi visualmente analisada no
programa BioEdit versao 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 sequéncia
consenso foi obtida utilizando o programa PhredPhrap (EWING et al., 1998).

A fim de adquirir fragmento com maior extensdo de pares de bases nas
sequéncias com base no gene 18S rRNA, foram combinadas as sequéncias
consenso obtidas a partir dos oligonucleotideos 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 proposito de analisar a identidade das sequéncias consenso obtidas,
estas foram confrontadas com fragmentos génicos previamente depositados no
GenBank, com o] auxilio da ferramenta BLASTNn
<https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>. Posteriormente, as sequéncias do presente
estudo salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras sequéncias
homologas do mesmo gene sequenciado retiradas do Genbank, utilizando o
software  MAFFT  alinhamento  mdultiplo de  sequéncias versao 7
<http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html> (KATOH; STANDLEY, 2013, 2016;
YAMADA; TOMII; KATOH, 2016). Eimeria sevilletensis (numero de acesso do
Genbank AF311644), Isospora suis (U97523), Sarcocystis sp. (U97524) e Theileria
mutans (FJ213586) foram incluidos como grupo externo proximo disponivel para


http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
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hemogregarinas. As sequéncias alinhadas foram editadas manualmente no
programa BioEdit verséao 7.0.5.3 (HALL, 1999).

A escolha do modelo evolutivo e de substituicdo foi realizado utilizando o
software IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE (TRIFINOPOULOS et
al., 2016), e a opcao Akaike Information Criterion (AIC) a fim de selecionar o modelo
evolutivo best of fit. As inferéncias filogenéticas por maxima verossimilhanca (MV)
foram realizadas, para sequéncias do gene 18S rRNA, utilizando o software 1Q-
TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE (TRIFINOPOULOS et al., 2016), com
modelo de substituicdo TVM, taxa de heterogeneidade foi Gama (G) e proporcéo de
sitios invariaveis (l), utilizando 1.000 replicatas de suporte de clado. A andlise
Bayesiana foi realizada para sequéncias 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 10° geracdes e numeros
de classes de substituicdo variando conforme o modelo evolutivo TVM+GH+l,
encontrado utilizando o software IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015) pelo W-IQ-TREE
(TRIFINOPOULOS et al., 2016). A edicdo das arvores filogenéticas, assim como o
enraizamento (via grupo externo), foi realizada utilizando o software Treegraph
2.0.56-381 beta (STOVER; MULLER, 2010). Os suportes dos clados para a analise
de MV foi estimado utilizando a andlise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) e a
analise Bayesiana pela probabilidade posterior (HUELSENBECK et al., 2001).

4.4. Andlise estatistica

Para a comparacédo entre as proporcdes de resultados obtidos de hemacias
normais e parasitadas foi utilizado o Teste t ou Mann Whitney, de acordo com a
distribuicdo dos dados. As variaveis comprimento, largura e area de célula e nacleo
das hemacias foram estudadas conjuntamente, com emprego de analise
multivariada, pelo teste de Andlise de Componentes Principais (PCA). As andlises
foram realizadas no programa estatistico SAS (versédo 9.1; SAS Instiute, Cary, NC,

EUA). Adotou-se o nivel de significancia (p) de 5%.
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Os achados dos diversos procedimentos (inspecdo de ectoparasita, exame

microscoépico das extensdes e cortes histologicos 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 biolégicas de

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

(tartaruga-da-Amazobnia) quanto a investigacdo de hemogregarinas (HG)

e hemosporideos (HP).

Metodologias Amostras de hospedeiros vertebrados

P. geoffroanus (n 129)

P. expansa (n 7)

Inspecao de ectoparasitas Ausente Ausente

Extensdo sanguinea Negativo para HP e HG Negativo para HP
Positivo (n 7) para HG

Histopatologia Negativo para HP e HG -

Amplificou DNA (n 9) para HP

Amplificou DNA (n 7)

cPCR ~ “‘Nested Reagao B” (n 6)
“‘Nested Reacgao B” (n 9) B
“‘Nested Reacdao C” (n 1)
-~ Amplificou DNA (n 7)
Molecular Amplificou DNA (n 61) para HG
HepF300/HepR900 (n 7)
HepF300/HepR900 (n 61)
HEMO1/HEMO2 (n 6)
_ . Sem sequéncias uteis Sem sequéncias uteis de HP
Filogenia

de HP e HG

Caracterizacao (n 5) de HG

5.1. Avaliagdo de parasitemia e exames histopatologicos

5.1.1. Andlise de extensdes sanguineas e cortes histolégicos de Phrynops

geoffroanus
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Das extensfes sanguineas dos 83 P. geoffroanus nenhuma estrutura
semelhante a gametocitos foi observada, tampouco nos eritrécitos de vasos nos
cortes histoldgicos dos 31 P. geoffroanus que vieram a obito.

Na avaliacdo histologica de figado, baco, pulmdo e coracdo dos 31 P.
geoffroanus necropsiados, nao foram detectadas estruturas sugestivas de merontes

OuU Merozoitos.
5.1.2. Andlise de extensdes sanguineas de Podocnemis expansa

Foram observados gametdcitos de hemogregarinas pela analise de extensdes
sanguineas nas sete P. expansa (100%) avaliadas (Figura 7).

e

Figura 7. Fotomicrografia de extensdo sanguinea de Podocnemis expansa
(tartaruga-da-Amazénia), corada pelo método de Rosenfeld, observada
em objetiva de imersdo. Presenca de gametécitos de hemogregarinas

intracelulares em hemacias (setas).
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A parasitemia média entre as P. expansa foi de 1,62% (variando de <1 a 3%)
por hemacia contada. Observou-se que 0s gametocitos intracelulares encontrados
apresentavam comprimento médio de 7,82 um com desvio padrdo de +0,57 (7,33
um minimo e 9,81 um maximo de comprimento), largura de 4,43 um +0,53(2,73-
5,21) e area de 31,07 um +12,4(22,31-39,84).

Raramente uma hemacia albergava dois ou trés gametdécitos. Foi observado
nenhum aumento ou distor¢cao das células hospedeiras, causados pelos parasitas (p
> 0,05). O nucleo das hemécias parasitadas poderia ou ndo estar deslocado lateral
ou terminalmente. As caracteristicas morfométricas das células parasitadas foram
detalhadas na Tabela 5. Nao houve diferenca significativa entre os dados

morfométricos das hemacias normais e parasitadas (p > 0,05).

Tabela 5. Analise morfométrica (Médias, desvio padrédo e intervalo de valores das
dimensdes) das células parasitadas e ndo parasitadas por gametdcitos de
hemogregarinas, observados nos sete individuos de Podocnemis expansa

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

Parametros Hemacias
morfométricos (um) Parasitadas N&ao parasitadas
Comprimento 23,98+1,56(21,62-24,14) 22,26+1,12(20,17-23,84)
Célula Largura 15,65+1,82(14,84-16,67) 15,33+0,99(13,65-17,31)
Area 275,91+16,11(264,51-287,3) 272,89+21,09(227,48-317,73)
Comprimento 5,56+0,61(5,1-5,6) 5,48+0,45(4,16-6,31)
Nucleo Largura 4,92+0,73(4,4-5,44) 4,9+0,37(4,14-5,49)
Area 20,65+2,35(18,99-22,31) 23,35+2,13(18,99-26,82)

5.2. Controle de qualidade da extragdo de DNA

5.2.1. Controle enddgeno da reacdo e quantificacdo do material genémico extraido

de amostras de Phrynops geoffroanus

Na afericdo da qualidade do material gendmico extraido das amostras de P.

geoffroanus, verificou-se a amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb
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em 100% (n 83) das amostras de sangue. Dos 6rgaos colhidos dos 31 animais que
vieram a 0Obito, observou-se amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb
em 45,16% (14/31) de figado, 32,26% (10/31) de baco, 41,93% (13/31) de pulméo e
29,03% (9/31) de coracdo. Os valores referentes a avaliacdo da qualidade da

extracdo de DNA e estimativa da presenca de contaminantes constam na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de concentracdo (ng/pL) e absorbancia obtidos na mensuracéo
por espectrofotometria de material gendmico extraido de amostras de
Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) que mostraram-se positivas

no controle enddgeno da cPCR (intron nuclear R35).

Amostras que Quantificacdo do DNA extraido

amplificaram 1,2 kb [Média £Desvio padrao (Mediana)]

do intron nuclear Concentracao (ng/pL) Relacdo 260/280 Relagao 260/230

Sangue n 83 32,4+38,7(18,7) 2,2+153(1,87)  1,770,82(1,85)
Figado n 14 35,2+79,9(8,5) 1,6620,24(1,74)  0,89+0,48(0,78)

Baco n 10 121,4+236,79(5,7)  3,51+4,42(1,87)  1,3620,68(1,34)
Pulmao n 13 8,5+6,9(6,6) 2,21+0,93(2,04)  0,92+0,57(0,82)
Corago no 29,6+27,9(21,2) 1,75+0,19(1,84)  1,44+0,79(1,84)

5.2.2. Controle enddgeno da reacao e quantificacdo do material genémico extraido

de amostras sangue de Podocnemis expansa

Do DNA extraido das amostras de sangue de P. expansa observou-se 100%
(n 7) de amplificacdo correspondente ao controle endégeno da PCR (1,2 kb). Os
valores da mensuracdo por espectrofotometria de material genémico extraido
[médiatdesvio padrao(mediana)] corresponderam a: concentracdo [28,1+8,39(26,0)]
e relagdo 260/280 [1,93+0,09(1,93)] e relagcéo 260/230 [1,81+0,29(1,91)].

5.3. Pesquisa de material genémico e caracterizacdo de hemoparasitas

5.3.1. Reacdes de amplificagédo para hemosporideos
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5.3.1.1. Amplificacdo baseada no gene Citocromo b — amostras biolégicas de

Phrynops geoffroanus

As amostras de DNA de P. geoffroanus submetidas aos protocolos “Reagao
A” (HaemNFI/HaemNR3) + “Nested da Reacdo A” (HAEMF/HAEMR?2) e “Reagao C”
(DW2/DW4) + “Nested da Reagao C” (DW1/DW3) nao apresentaram amplificacao
para hemosporideos.

Ja das amostras de P. geoffroanus submetidas “Reagdo B” (DW2/DW4) +
“‘Nested da Reacao B” (DW1/DW6) observou-se amplificacdo 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 cardiaco, todas de individuos distintos.

Todavia, ndo foi possivel obter nenhuma sequéncia util.

5.3.1.2. Amplificacdo baseada no gene Citocromo b — amostras biolégicas de

Podocnemis expansa

As amostras de P. expansa submetidas ao protocolo “Reacdo A’
(HaemNFI/HaemNR3) + “Nested da Reacdo A’ (HAEMF/HAEMR2) nao
apresentaram amplificagdo para hemosporideos.

Ja aquelas submetidas a “Reacédo B” (DW2/DW4) + “Nested da Reagéo B’
(DW1/DW6) mostraram amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb em
85,71% (6/7). Porém, nao foi possivel obter nenhuma sequéncia (til.

Em apenas uma das amostras submetidas ao “Reacdo C” (DW2/DW4) +
“‘Nested da Reagao C” (DW1/DW3) foi obtida amplificacdo de aproximadamente 670
pb, que correspondeu ao unico animal negativo na “Reagao B”. Entretanto, ndo foi

possivel obter sequéncia util.

5.3.2. Reacgdes de amplificacado para hemogregarinas

5.3.2.1. Amplificacdo baseada no gene 18S rRNA - amostras biolégicas de

Phrynops geoffroanus
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Na cPCR que empregou o par de oligonucleotideos iniciadores
HepR300/HepR900, 47,29% (61/129) das amostras amplificaram fragmentos de
aproximadamente 581 pb (Tabela 7). Quanto utilizados os oligonucleotideos

iniciadores HEMO1/HEMO2, nenhuma amplificacéo foi obtida.

Tabela 7. Relacdo de material genébmico extraido de amostras de sangue e tecidos
de Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) que amplificaram
fragmento de aproximadamente 581 pb, em protocolo baseado no gene

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

Oligonucleotideos Identificagdo amostras Total
iniciadores Sangue Figado Baco Pulmao Coracdo amplificagdo
HepR300/HepR900 54,22% 35,71% 20,0% 53,85% 22,22% 47,29%
(581 pb) (45/83) (5/14) (2/10) (7/13) (2/19) (61/129)

Verificou-se positividade na cPCR (HepR300/HepR900) para amostras
biol6gicas de um mesmo animal, sendo duas amostras do mesmo individuo em oito
P. geoffroanus (sangue e figado n 3; sangue e pulméao n 4; sangue e corac¢ao n 1) ou
trés amostras de um mesmo testudine, fato observado em dois P. geoffroanus

(sangue, baco e figado). Todavia, ndo possivel obter nenhuma sequéncia util.

5.3.2.2. Amplificacdo baseada no gene 18S rRNA - amostras biolégicas de

Podocnemis expansa

Foi verificada a amplificacdo de fragmentos baseados no gene 18S rRNA em
DNA extraido de todas as sete (100%) amostras de sangue de P. expansa
submetido aos protocolos de cPCR, que utilizaram os oligonucleotideos iniciadores
HepR300/HepR900 (581 pb) e HEMO1/HEMO2 (900 pb). As informacdes
detalhadas da positividade na cPCR e valores de quantificacdo dos amplimeros

purificados foram dispostas na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados de material gendbmico extraido de amostras de sangue de
tartarugas-da-Amazonia (Podocnemis expansa) que amplificaram
fragmentos baseados no gene 18S rRNA, amplimeros purificados
correspondentes (% e n) e mensuracdo em espectrofotdmetro

[MédiatDesvio padrao (Mediana)].

Oligonucleotideos Amplificados Quantificacdo dos amplimeros purificados
Iniciadores e purificados Concentracgdo (ng/uL) Relacdo 260/280 Relagdo 260/230
HepR300/HepR900  100% (7/7) 197,3+42,62(195,0) 1,87+0,01(1,87) 0,4520,15(0,45)
HEMO1/HEMO2  85,71% (6/7) 118,5+1,79(0,46) 1,79+0,16(1,84) 0,4620,23(0,37)

As sequéncias consenso obtidas dos oligonucleotideos iniciadores
HepR300/HepR900 e HEMO1/HEMO2 foram combinadas, obtendo-se assim cinco
sequéncias de aproximadamente 1.100 pb. Sequéncias provenientes de dois P.
expansa possuiam a uma das duas sequéncias consenso, impossibilitando a
combinacdo de HepR300/HepR900 e HEMOI1/HEMOZ2, e foram retiradas das
analises filogenéticas.

As sequéncias combinadas (HepR300/HepR900 e HEMO1/HEMO2) foram
confrontadas com sequéncias previamente depositadas no GenBank (BLASTN).
Observou-se que as sequéncias do presente estudo apresentaram 98% de
identidade: Haemogregarina pellegrini [KM887508 e KM887509], de Malayemys
subtrijuga (Snail-eating Turtle) e Platysternon megacephalum (tartaruga-de-cabeca-
grande), respectivamente; e Haemogregarina sacaliae [KM887507] de Sacalia
quadriocellata (Four-eyed Turtle).

Na inferéncia filogenética de méxima verossimilhanca (MV) foram
encontrados cinco genodtipos proximamente relacionados (em negrito na Figura 8),
0s quais formaram um grupo monofilético. Foi observado um grupo irméo a linhagem
encontrada com suporte de clado de 85%, constituido por Haemogregarina spp. de
testudines de agua doce, incluindo H. stepanowi, H. balli, H. sacaliae, H. pellegrini.
Separadamente relacionados outros clados formados por Hepatozoon spp.
caracterizados em mamiferos e lagartos e por Hemolivia spp. encontrados em

lagartos, testudines terrestres e aquaticos (de agua doce).
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T1 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T2 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T4 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T5 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T3 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
Haemogregarina stepanowi (KX691418) Italia - hospedeiro Emys trinacris Testudines de agua
Haemogregarina balli (HQ224959) Canada - hospedeiro Chelydra serpentina serpentina doce
Haemogregarina sacaliae (KM887507) Vietna - hospedeiro Sacalia quadriocellata
Haemogregarina sp. (KF257924) Gabao - hospedeiro Pelusios marani
Haemogregarina sp. (KF257923) Quénia - hospedeiro Pelusios williamsi
Haemogregarina sp. (KF257925) Mogambique - hospedeiro Pelusios subniger
Haemogregarina pellegrini (KM887508) Vietna - hospedeiro Malayemys subtrijuga
Haemogregarina pellegrini (KM887509) China - hospedeiro Platysternon megacephalum
Hepatozoon sp. (JX531920) Espanha - hospedeiro Podarcis lilfordi
Hepatozoon sp. (HQ734796) Marrocos - hospedeiro Eumeces algeriensis | Lagartos
Hepatozoon sp. (JX531948) Espanha - hospedeiro Algyroides marchi
Hepatozoon felis (AY620232) Espanha - hospedeiro Felis catus )
Hepatozoon canis (LC169075) Jap&o - hospedeiro Haemaphysalis longicornis | Mamiferos
Hepatozoon americanum (AF176836) EUA - hospedeiro Amblyomma maculatum de Canis familiaris
Hemolivia sp. (KF992714) Nicaragua - hospedeiro Rhinoclemmys pulcherrima manni ] Testudines de agua doce
Hemolivia parvula (KR069082) Africa do Sul - hospedeiro Kinixys zombensis
Hemolivia mauritanica (KF992700) Iraque - hospedeiro Testudo graeca Testudines
Hemolivia mauritanica (KF992710) Grécia - hospedeiro Testudo marginata terrestres
Hemolivia sp. (KC512766) Argélia - hospedeiro Hyalomma aegyptium de Testudo graeca

93 — Hemolivia mariae (KF992712) Australia - hospedeiro Egernia stokesii

L Hemolivia mariae (KF992711) Australia - hospedeiro Egernia stokesii
96 — Isospora suis (U97523 )
. (EE Sarcocystis sp. (U97524 )
Eimeria sevilletensis (AF311644)

; Theileria mutans (FJ213586)

63

I Lagartos

0.0 0.04

Figura 8. Estimativa das relacbes filogenéticas inferidas utilizando o método de
Maxima Verossimilhanca (MV) e o modelo evolutivo TVM+G+l, baseada
em fragmentos de 1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de suporte de
clado para MV (250%) acessados com 1.000 replicatas estdo acima dos
nodos relevantes. As sequéncias indicadas em negrito representam
aguelas amplificadas no presente estudo e as identificacdes originais das
amostras foram designadas (T1 a T5). Isospora suis, Sarcocystis sp.,
Eimeria sevilletensis e Theileria mutans foram utilizados como grupo

externo.

Na analise probabilistica bayesiana, as sequéncias de P. expansa (em negrito
na Figura 9) agruparam-se em um grupo monofilético, porém, quatro sequéncias
apresentaram uma politomia. Foi observada uma topologia semelhante a encontrada
na inferéncia de MV, com um grupo irmédo a linhagem encontrada, constituido por
Haemogregarina spp. de testudines de &gua doce, apresentando probabilidade

posterior de 74%.
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T1 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T2 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T4 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T5 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
T3 HepHEMO Brasil - hospedeiro Podocnemis expansa
Haemogregarina stepanowi (KX691418) Italia - hospedeiro Emys trinacris Testudines de agua
Haemogregarina balli (HQ224959) Canada - hospedeiro Chelydra serpentina serpentina doce
Haemogregarina sacaliae (KM887507) Vietna - hospedeiro Sacalia quadriocellata
Haemogregarina sp. (KF257924) Gabao - hospedeiro Pelusios marani

Haemogregarina sp. (KF257923) Quénia - hospedeiro Pelusios williamsi
Haemogregarina sp. (KF257925) Mogambique - hospedeiro Pelusios subniger
Haemogregarina pellegrini (KM887508) Vietna - hospedeiro Malayemys subtrijuga
Haemogregarina pellegrini (KM887509) China - hospedeiro Platysternon megacephalum
59 — Hepatozoon sp. (JX531920) Espanha - hospedeiro Podarcis lilfordi

& 100 Hepatozoon sp. (HQ734796) Marrocos - hospedeiro Eumeces algeriensis Lagartos
98 Hepatozoon sp. (JX531948) Espanha - hospedeiro Algyroides marchi
08 Hepatozoon felis (AY620232) Espanha - hospedeiro Felis catus ,
100 — Hepatozoon canis (LC169075) Jap&o - hospedeiro Haemaphysalis longicornis Mamiferos

Hepatozoon americanum (AF176836) EUA - hospedeiro Amblyomma maculatum de Canis familiaris
Hemolivia sp. (KF992714) Nicaragua - hospedeiro Rhinoclemmys pulcherrima mannill Testudines de dgua doce
(— Hemolivia parvula (KR069082) Africa do Sul - hospedeiro Kinixys zombensis

i E Hemolivia mauritanica (KF992700) Iraque - hospedeiro Testudo graeca Testudines

100

Hemolivia mauritanica (KF992710) Grécia - hospedeiro Testudo marginata terrestres

Hemolivia sp. (KC512766) Argélia - hospedeiro Hyalomma aegyptium de Testudo graeca
100 — Hemolivia mariae (KF992712) Australia - hospedeiro Egernia stokesii
L Hemolivia mariae (KF992711) Australia - hospedeiro Egernia stokesii

100 — Isospora suis (U97523 )
10 ESarcocystis sp. (U97524 )
o Eimeria sevilletensis (AF311644)

;Theileria mutans (FJ213586)

I Lagartos

00 0.03

Figura 9. Estimativa das relacbes filogenéticas inferidas utilizando a andlise
Bayesiana e o modelo evolutivo TVM+G+l, baseada em fragmentos de
1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de probabilidade posterior estdo
acima dos nodos relevantes acessados com 106 replicatas. As sequéncias
indicadas em negrito representam aquelas provenientes deste estudo e
as identificagcdes 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. DISCUSSAO

6.1. Ectoparasitas: hospedeiros definitivos

6.1.1. Investigacdo de ectoparasitas (vetores) em Phrynops geoffroanus

Em P. geoffroanus de vida livre de area antropizada do presente estudo, ndo
foi observada a presenca de sanguessugas, nem outros possiveis vetores, durante o
exame fisico, assim como ndo foi possivel a deteccdo de hemoparasitas nestes
testudines. A contaminacao do Corrego Cerradinho com produto do grupo quimico
dos carbamatos, que causou a grande mortalidade de animais, deve ter ocorrido
devido a lavagem de equipamentos de pulverizacdo de agrotdxicos, diretamente em
curso d’agua. O Cérrego Cerradinho recebe impacto da ag¢édo antrépica, tanto por
influéncia rural de pratica agricola e criacdo de animais, quanto da influéncia urbana
de esgoto doméstico, entulhos, escoamento superficial, produtos quimicos 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 degradacédo ambiental pode ter ocasionado impacto sobre a biodiversidade de
vertebrados, vetores e parasitas, influenciando a fauna parasitaria destes testudines.
A pesquisa de agentes etiologicos em testudines de agua doce de ambiente
antrépico é considerada uma relevante acao para melhor conhecimento dos animais
e de seu habitat (BRITES, 2002).

Como sentinela ambiental, Phrynops geoffroanus pode sofrer importante
influéncia da contaminacdo de efluentes industriais e domésticos, com impacto na
saude e na condicdo fisiologica (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 organicos no
ambiente aquatico (METCALFE; FOX; CAREY, 1988).
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6.1.2. Investigacdo de ectoparasitas (vetores) em Podocnemis expansa

A detecgdo de hemoparasitas em P. expansa de vida livre do presente
estudo, foi possivel, tanto pelo método de extensdo sanguinea, quanto da
caracterizacdo molecular de Hemogregarina sp.. Apesar de ter sido possivel verificar
a presenca de hemoparasitas, a presenca de ectoparasitas no momento da colheita
nao foi verificada. Em dados de campo, ja foram observadas pequenas
sanguessugas em P. expansa capturadas, entre dezembro a abril, que corresponde
ao periodo de elevagao do leito d’agua do Rio Araguaia (LUSTOSA, 2017)*. A
auséncia de sanguessugas em P. expansa e presenca de hemoparasitas ja foi
observada por Picelli e colaboradores (2015), que sugeriram que a presenca de
ectoparasitas esteja relacionada a influéncia climatica, sazonalidade do ano e nivel
do leito do rio, etc. A captura de P. expansa coincidiu, com o fim da época de seca e
inicio da estacdo de chuvas (PICELLI et al., 2015).

A presenca de hemogregarinas em testudines aquaticos esta intimamente
relacionada aos vetores hospedeiros definitivos — as sanguessugas (DVORAKOVA
et al., 2014). Estudos que buscam a compreensdo das etapas do ciclo de
desenvolvimento e manutencdo de hemoparasitas em testudines hospedeiros ainda
sdo raros. Todavia ja foi detectada presenca de hemogregarinas, como Hemolivia
mauritanica, em testudines terrestres mesmo apdés longos periodos sem
ectoparasitas. Como no estudo em que foi detectado H. mauritanica em T. marginata
originérias de vida livre na Grécia, porém h& oito anos cativas e sem contato com
vetores (carrapato Hyalomma aegyptium), foi proposto que a liberacdo consecutiva
de merozoitos latentes nos 6rgaos e sua transformacdo em gametocitos, poderia
explicar o longo periodo de parasitemia, devido a continua e duradoura merogonia
ciclica da hemogregarina nos 0rgdos parenquimatosos de T. marginata. Tal
fendbmeno colaboraria para que o hemoparasita supere o0 carater sazonal na
atividade do testudine e do vetor (SIROKY; KAMLER; MODRY, 2004).

* LUSTOSA, A. P. G. (Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade,
Centro Nacional de Pesquisa e Conservagado de Répteis e Anfibios, Goiania, GO).
Comunicagéao pessoal, 2017.
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6.2. Investigacdo de hemosporideos em testudines: por métodos morfoldgicos

e moleculares

Neste estudo, ndo foi detectada a presenca de hemosporideos pelo método
morfolégico a partir das amostras biologicas (sangue e tecidos) de nenhuma das
espécies de testudines estudadas; tampouco foi possivel confirmar por inferéncias
filogenéticas. Pineda-Catalan et al. (2013) relataram que infeccbfes mistas de
Haemoproteus (Simondia) spp. prejudicaram a obtencdo de sequéncias
provenientes de quatro testudines aquaticos, 0 que resultou na exclusdo de tais

sequéncias das analises filogenéticas.

6.3. Investigacdo de hemogregarinas em testudines: por métodos morfolégicos

e moleculares

Dos individuos de P. geoffroanus de vida livre amostrados ndo foram
observadas estruturas sugestivas de hemogregarinas por método morfolégico, nem
foi possivel fazer a confirmacao filogenética do DNA de hemogregarinas.

Quanto as amostras de P. expansa de vida livre, foi possivel averiguar-se
por métodos morfolégicos e moleculares presenca de hemogregarinas. Foi
verificada uma maior ocorréncia de amplificacdo para o par de oligonucleotideos
HepR300/HepR900 frente ao par HEMO1/HEMO2. Em outras pesquisas também
observadas tal situacdo de ocorréncia (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 néo foi possivel obter
a combinacdo das sequéncias de ambos os pares (HepR300/HepR900 +
HEMO1/HEMO2) conduta foi a exclusdo da amostra das analises filogenética. Pois a
extensdo das sequéncias consenso isoladamente € considerada curta pode
comprometer as inferéncias (HARRIS; MAIA; PERERA, 2011).

Amplicons de 18S rRNA de hemogregarinas provenientes de P. expansa de
vida livre geraram sequéncias que possibilitaram a caracterizacdo filogenética.
Observaram-se hemoparasitas Apicomplexa do género Hemogregarina. As

sequéncias 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%) as obtidas no presente estudo, empregando a
ferramenta Blastn, provenientes de testudines de 4gua doce do Vietna [KM887507 e
KM887508] e China [KM887509] (DVORAKOVA et al.,2015). Tanto na inferéncia de
méaxima verossimilhanca (MV) quanto na andlise Bayesiana, as sequéncias de P.
expansa se posicionaram proximamente (cluster) a Haemogregarina spp. de
testudines de agua doce de vida livre e cativeiro, provenientes da Canada, Italia,
Vietna, China, Gabdo, Quénia e Mocambique (BARTA et al., 2012; DVORAKOVA et
al., 2014; 2015; ARIZZA et al., 2016).

Foi possivel observar que em ambas as analises de probabilidade
filogenéticas, as sequéncias obtidas no presente estudo se posicionaram em clado
distinto da Unica sequéncia de Hemolivia sp. obtida de testudine de agua doce
oriundo da América Central, Rhinoclemmys pulcherrima manni (Painted wood Turtle)
[KF992714], por KviCerova e colaboradores (2014). Tais autores relatam que apesar
deste animal ser proveniente da Nicaragua, no periodo em que foram obtidas as
amostras, o testudine estava em cativeiro, como animal de estimacédo, na Republica
Checa. O que enfatiza a necessidade de mais pesquisas em testudines de vida livre,
pois sdo poucos os estudos de hemoparasitismo em populacfes de répteis de vida
livre (READEL; PHILLIPS; WETZEL, 2008). Tal situacdo instiga a investigagcao
molecular de mais sequéncias de hemogregarinas, provenientes de testudines
aguaticos de vida livre, de paises Sul-Americanos geograficamente proximos, a fim
de colaborar na afirmacdo mais robusta do surgimento de uma nova espécie do

género Hemogregarina.
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7. CONCLUSAO

Nas condicdes em que foram realizadas esta pesquisa, propde-se que:

e Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) de vida livre estavam
parasitadas por um novo genétipo do género Hemogregarina,

e Hemosporideos e hemogregarinas ndo sao frequentes em Phrynops
geoffroanus (cagado-de-barbicha) na regido deste Cdérrego sob as
condic¢Bes locais daquele periodo;

e A qualidade e preservacdo ambiental pode influenciar diretamente na

diversidade animal, parasitaria e de vetores.
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Apéndice A: Descricao das propor¢des dos ingredientes das reacdes de cPCR de fragmentos de DNA de hemosporideos

com base no gene mitocondrial Citocromo b.

Mix de cada reacdo de Amplificacéo

(PCR Buffer 10x - 100 nM
Tris-Cl, pH 9,0, 500 mM KCI)

Ingredientes da Mix da Nested Nested

Reacéo 5 O
¢ Reacao A Nested A Reacbes Be C Reacdo B Reaco C
. A 5 pL do DNA- 1 pL do produto 5 uL do DNA- 1 pL do produto | 1 pL do produto
Material gendmico L LA A
amostra da amplificacéao amostra da amplificacdo | da amplificacido
Tampéo da PCR
1x 1x 1x 1x 1x

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

Deoxinucleotideo (ANTP)

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

Olinonucleotideo iniciador | 05 WM HaemNFI | 0,5 uM HAEMF 0,4 uM DW2 0,4 uM DW1 0,4 uM DW1
g 0,5 uM HaemNR3 | 0,5 uM HAEMR2 0,4 uM DW4 0,4 uM DW6 0,4 uM DW3

Tag Platinum DNA

Polymerase (Invitrogen® TM 0,75 U 0,75 U 1U 1U 1U
Life Technologies, USA)

Agua ultra-pura esterilizada g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p.

Total 25 pL 25 pL 25 uL 25 uL 25 uL




