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RESUMO

Anfibios sdo hospedeiros de uma grande variedade de organismos, desde
hemoparasitas intracelulares, como bactérias, virus e protozoarios intraeritrocitarios,
até protozoarios flagelados e nematdédeos extracelulares. Além da abundéncia,
comportamento e condicdo de vida de hospedeiros e vetores, a incidéncia de
parasitas pode ser modulada por fatores filogenéticos, morfoldgicos,
comportamentais e relativos ao modo de vida das espécies. A ocorréncia e grau de
infestacdo causada por parasitas em comunidades naturais pode variar de acordo
com a riqueza e complexidade das comunidades, de modo que a perda de
biodiversidade pode gerar quadros epidemiolégicos inéditos. Anfibios anuros tém
sofrido declinios populacionais importantes desde a década de oitenta, e um dos
potenciais fatores responsaveis € a infecgdo por um fungo. Entender quais sao os
patdbgenos presentes em comunidades naturais, como interagem e quais sdo os
grupos de hospedeiros mais suscetiveis fornece informagdes uteis para discutir
declinios pretéritos e potenciais no futuro, bem como tracar estratégias de
conservacgao. Para tanto, realizamos analises parasitoldgicas e moleculares em 93
espécimes de anuros de quatro riachos da regido de Paranapiacaba (SP), a fim de
detectar a incidéncia de quatro grupos de hemoparasitas (Filarioidea, Hepatozoon,
Rickettsia e Trypanosoma). Do total de individuos avaliados, 76,3% deram positivo
para Trypanosoma, 5,4% para Filarioidea, 16,1% para Hepatozoon e 69,9% para
Rickettsia. As frequéncias com que ocorreram mostraram-se diferentes do esperado
em um cenario ao acaso, sugerindo diferenciagdo na ocorréncia de hemoparasitas
entre riachos e familias de anuros. Tais diferengas podem estar relacionadas a maior
densidade de vetores e/ou prevaléncia de determinadas linhagens de parasitas
dentro destes grupos, indicando diferentes graus de susceptibilidade em diferentes

especies.
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INTRODUGAO

Nos dultimos 540 milhdes de anos, cinco extingbes em massa foram
identificadas, nas quais ao menos trés quartos da biodiversidade desapareceram
completamente (Hallam & Wignall, 1997). Estimativas recentes tém revelado uma
perda rapida da biodiversidade nos ultimos séculos, muito provavelmente devido a
intensa pressao de atividades antropogénicas sobre os ecossistemas (Barnosky et
al., 2011; Ceballos et al., 2015). Tais taxas de declinios de espécies apontam para
uma sexta extingdo em curso.

Além de afetar o fornecimento de servigos ecossistémicos, a reducdo da
biodiversidade leva a outras alteragcdes ecoldgicas importantes, como a transmissao
e prevaléncia de doencas infecciosas (Keesing et al., 2010). A principio, areas
preservadas podem servir como base para o aparecimento de novos patdégenos
(Ostfeld & Keesing, 2012), por usualmente abrigarem um grande numero de
espécies hospedeiras. Quanto maior a diversidade de espécies hospedeiras,
maiores as possibilidades para diversificacdo de parasitas. Por outro lado,
constata-se paralelamente que quanto menos diverso o ecossistema, maiores as
chances de transmissao de doencas em diversos grupos taxondmicos (e.g. Ostfeld &
Keesing, 2000, Schmidt & Ostfeld, 2001; Keesing et al., 2010). Essa chance
aumenta devido a alteragcbes na abundancia, comportamento e condicdo de vida de
hospedeiros, vetores e parasitas.

Hospedeiros podem variar quanto a sua capacidade em manter e transmitir
parasitas (Ostfeld & Keesing, 2012). Algumas espécies, chamadas de “hospedeiros
de alta qualidade”, configuram como importantes reservatérios, por serem ideais
para determinados parasitas e/ou vetores. Ao mesmo tempo, outras espécies
hospedeiras (hospedeiros de baixa qualidade) sdo preteridas, tanto por vetores
quanto por parasitas. A preferéncia de parasitas e vetores por distintos organismos
demonstra que a contribuicdo para epidemiologia varia entre diferentes hospedeiros
na comunidade.

Ambientes muito diversos podem, por vezes, abrigar grande numero de

hospedeiros de baixa qualidade, restringindo por competicao interespecifica a



abundancia daquelas espécies que desempenham papel mais importante na
disseminagao de doencgas (Ostfeld & Keesing, 2012). Este fendmeno é conhecido
como “efeito de diluigdo” (Keesing et al., 2006; Johnson et al., 2013). Quanto maior a
biodiversidade, menores as chances de disseminagdo de parasitas.
Consequentemente, a perda de espécies pode aumentar o risco de doencas em
populacdes selvagens, além da possibilidade de transmissao para humanos.

De modo complementar, a atuacdo de parasitas tém sido associada a eventos
de alteragdes populacionais (van Riper et al., 1986; Gulland, 1995; Skerratt et al.,
2007), inclusive em espécies ameagadas (McCallum & Dobson, 1995), o que
despertou maior atengcdo da comunidade académica aos parasitas e patdégenos de
animais selvagens. Este € um cenario em que se enquadram os anfibios, grupo de
vertebrados para o qual severos declinios foram registrados em ambiente natural da
década de 1970 até hoje (Czechura & Ingram, 1990; Sherman & Morton, 1993;
Burrowes et al.,, 2004). Boa parte desses eventos de mortalidades em massa
(Skerratt et al., 2007; Murray & Skerratt, 2012) foram associados a quitridiomicose
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (Berger et al., 1998),
possivelmente o mais notdério patégeno de anfibios na atualidade. Trata-se de um
fungo que acomete as estruturas queratinizadas destes animais, alterando o controle
osmotico em um nivel que pode levar a parada cardiaca (Voyles et al., 2007).
Entretanto, anfibios sdo hospedeiros de uma grande variedade de organismos
(Stenberg et al., 2008; du Preez & Carruthers, 2009; Leal et al., 2009), desde
hemoparasitas intracelulares, como bactérias, virus e protozoarios intraeritrocitarios,
até protozoarios flagelados e nematdédeos extracelulares (Baker, 2008; Leal et al.,
2009).

No nivel intra hospedeiro, a hipotese do efeito de diluigdo sugere uma relagao
negativa entre a riqueza de parasitas e o sucesso da infecgdo por ele provocada
(Johnson & Hoverman, 2012), agindo diretamente sobre mecanismos que modulam
sua viruléncia (Rigaud et al., 2010). Neste cenario, os efeitos da parasitose sobre o
fitness do hospedeiro dependem do contexto. Caso o incremento de novos parasitas
diminua a populacao de espécies muito virulentas por competigdo, havera um efeito
positivo. No entanto, maior riqueza de parasitas pode também levar a efeitos

negativos, quando a incorporagdo de novas populagdes de patdgenos nao



necessariamente diminui aquelas responsaveis por infecgdes mais graves (Johnson
& Hoverman, 2012).

A compreensdo dessa dindmica envolve buscar quais fatores podem tornar
expostos a atuagado de parasitas distintos subconjuntos de individuos dentro de um
grupo. De modo geral, fatores morfolégicos, comportamentais e relacionados ao
modo de vida das espécies podem indicar maior ou menor grau de susceptibilidade
a infeccbes parasitarias (Edman & Kale, 1971; Dobson et al.,, 2008). Entre os
vertebrados, parametros relativos aos hospedeiros podem predizer taxas de infecgao
por determinados parasitas. Individuos adultos apresentam maior riqueza de
parasitas do que juvenis, por maior tempo de exposi¢ao a parasitas e vetores, bem
como por possiveis alteragdes imunolégicas (Erkenswick et al., 2017). Em quelénios,
0 sexo parece modular os niveis de parasitismo, pela maior incidéncia de vetores em
fémeas (Davis & Sterrett, 2011). Tamanho da ninhada e massa corporal, em
associagao a alteragcbes de temperatura, podem alterar a abundancia de parasitas
em aves (Mgller et al., 2013). Netherlands e colaboradores (2015) demonstram que
0 modo de vida de anuros e seu local de ocorréncia influenciam na prevaléncia de
hemoparasitas. Por estarem expostos tanto a vetores terrestres quanto aquaticos,
animais semi-aquaticos e semi-terrestres tendem a apresentar maior parasitemia,
comparados a animais estritamente aquaticos ou terrestres. Paralelamente,
populacdes de diferentes localidades apresentaram neste mesmo estudo distintas
taxas de infecgéo por parasitas sanguineos, demonstrando a variagdo geografica na
incidéncia de parasitas. O taxon ao qual as espécies pertencem esta associado a
diferencas ecoldgicas e relativas a imunidade (Quillfeldt et al., 2011), o que pode
influenciar tanto na exposi¢cao, quanto na capacidade de lidar com parasitas. Local
de nidificagdo (Lutz et al., 2015), altitude de ocorréncia, tipo de floresta (Umida ou
seca) e habitat em que sdo encontrados (Savage et al., 2009) configuram como
outros exemplos de fatores capazes de predizer taxas de parasitismo em diferentes
grupos.

No Brasil, foram documentadas reducbdes populacionais severas em areas
protegidas da Mata Atlantica, nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Espirito
Santo (e.g. Heyer et al., 1988; Weygoldt, 1989). De modo geral, as espécies mais

afetadas foram aquelas com maior biomassa e modos reprodutivos especializados,



com girinos que habitam riachos no interior de florestas em regides altas (; Lips et
al., 2006; Catenazzi et al.,, 2011; Grundler et al.,, 2012). Ainda ndo existem
evidéncias robustas sobre as causas de tais declinios. Embora Carvalho e
colaboradores (2017) afirmem que a quitridiomicose possa explica-las, a
superexploragdo das espécies, alteragcdes climaticas e poluicdo sdo algumas das
possiveis causas que podem agir em sinergia (Verdade et al., 2011).

Devido sua histéria natural, anfibios tendem a se agrupar no entorno de
ambientes onde ha maior disponibilidade de agua (Duellman & Trueb, 1994). O fato
de muitos anuros neotropicais procriarem na estagdo chuvosa, na época em que ha
maior exposicdo de individuos a corpos d’agua, contribui para a proliferagao e
transmissao de doencas. Além disso, o contato entre individuos em situagdes de
combate entre machos e durante o amplexo também pode amplificar a proliferacao
de parasitas (Rachowicz & Vredenburg, 2004).

Reconhecer se e como fatores filogenéticos, morfoldgicos e ecoldgicos estao
relacionados com infestacbes parasitarias na area de Mata Atlantica estudada,
considerando-se diferentes sitios, tipos de parasitas e grau de infestagédo, contribui
para a compreensao da epidemiologia geral destas parasitoses (Dobson, 2004) e
otimiza a capacidade de detecgao e prevengao de doengas emergentes.

Partindo destes pressupostos, este trabalho teve como objetivos especificos: 1)
Detectar a presenca e prevaléncia de quatro grupos de hemoparasitas (Rickettsia,
Hepatozoon, Trypanosoma e Filarioidea) em anuros da Mata Atlantica; 2) Identificar
se fatores temporais (estagdo seca ou umida), geograficos (riacho onde os animais
foram coletados), ecoldgicos (tipo de habito de vida), filogenéticos (familia a qual
fazem parte) e morfolégicos (massa e comprimento rostro-cloacal) sdo capazes de

modular a presenca e prevaléncia de hemoparasitas em seus hospedeiros.

METODOLOGIA

Os espécimes utilizados neste estudo foram coletados no Parque Natural
Municipal Nascentes de Paranapiacaba (PNMNP), ao longo de oito viagens a

campo, realizadas entre os meses de maio e novembro de 2015, como parte do



projeto de mestrado Almeida-Silva (2016). No total, quatro riachos foram visitados a
cada viagem: Agua Fria (long. = -23.767382; lat = -46.288862), Bica dos Namorados
(long. = -23.772339; lat. = -46.290920), Caixa do Gustavo (long. = -23.769289; lat. =
-46.294414) e Pontinha (long. = -23.772851; lat. = -46.302398) (Figura 1). A
realizacdo de ensaios parasitolégicos na época e a preservacdo de amostras de
tecido congeladas em ultrafreezer permitiram o desenvolvimento deste trabalho,

como uma extensao do projeto de mestrado supracitado.

Area de estudo e coleta de anfibios

O PNMNP localiza-se em Santo André, municipio do Grande ABC, na borda do
Planalto Atlantico paulista (Ferreira et al., 2009), em meio a maior area de protegao
dos remanescentes de Mata Atlantica do estado: a Reserva da Biosfera do Cinturdo
Verde de Sédo Paulo (RBMA) (Costa, 1997). O PNMNP conta com 426 hectares de
vegetacdo predominantemente composta por Floresta Ombréfila Densa, em
diferentes estagios de regeneracéo (PMSA, 2013) e apresenta altitudes variando de
850 m a 1.174 m (PMSA, 2008). O verdo € umido, com média de temperatura por
volta de 21°C, e o inverno mais seco, com temperatura média por volta de 15°C. A
precipitagdo acumulada na regido € uma das mais altas do Dominio Morfoclimatico
Tropical Atlantico, atingindo 4.000mm anuais.

Dados climaticos para a regido de Paranapiacaba referentes ao periodo de
amostragem foram obtidos a partir do Sistema de Alerta a Inundagdes de Sao Paulo
(SAISP) (precipitagdo) e Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (temperatura)
(Figura 1). Como o INMET nao realiza medi¢cdes na area, os valores foram obtidos
através da interpolacdo pelo inverso da distancia a partir da rede de estacbes

existente no estado de Sao Paulo (Mandel et al., 2016).
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Figura 1: Localizagdo dos riachos nos quais foram realizadas as coletas de
espécimes (Agua Fria [AFr], Bica dos Namorados [BNa], Caixa do Gustavo [CxG] e
Pontinha [Pon]), na regido do PNMNP (c), em relacdo ao municipio de Santo André
(b) e o bioma Mata Atlantica (a). As regides destacadas por diferentes cores
representam as 4 sub-bacias do PNMNP (Retirado com autorizagdo de
Almeida-Silva, 2016).
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Figura 2: Variagdo na temperatura minima e maxima (linhas pontilhadas inferior e
superior, respectivamente) e precipitagdo (linha continua) na regido de
Paranapiacaba no periodo de estudo, entre os meses de maio e novembro de 2015.
(Adaptado de Almeida-Silva, 2016)
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Levantamento de hemoparasitas

Os animais capturados em campo foram transportados para o laboratério em
sacos plasticos e entdo anestesiados e eutanasiados com aplicagao de pomada
xilocaina 5% em regides de ampla vascularizagéo (e.g. regido gular, cloacal ou
bucal). Foram coletadas imediatamente apds eutanasia amostras de sangue através
de pungao cardiaca (apos assepsia da area utilizando algodao e etanol 70%) e
amostras de figado. Apds coleta, as amostras de sangue foram inoculadas em tubos
Vacutainer contendo meio bifasico formado por uma fase sdlida base de 15% de
sangue de ovelha desfibrinado que é recoberta por meio L.I.T. liquido, suplementado
com soro fetal bovino (SFB) a 20% em temperatura ambiente (25-30°C) (Marcili et
al., 2013). Posteriormente, amostras do material inoculado nos tubos foram tomadas
para elaborar laminas por esfregago, para inspe¢ado por microscopio de luz da
presenca ou nao de tripanossomas e microfilarias.

As amostras de figado foram mantidas congeladas em ultrafreezer e foram
posteriormente utilizadas para inspecdo de parasitas através de ferramentas
moleculares. O material genético foi extraido das amostras teciduais utilizando
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as instrugbes do
fabricante. Trata-se de um método rapido de extragcdo, que dispensa o uso do
fenol-cloroférmio e a precipitacédo alcodlica, o que permite minimizar a manipulagao e
que fornece DNA relativamente livre de inibidores para a reagédo em cadeia da
polimerase (PCR). Uma vez extraido, o material foi submetido a etapa de
purificacdo, a partir dos materiais, reagentes e informagdes presentes no GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). O processo de
purificacdo permite a extragao eficiente de primers, nucleotideos, enzimas, sais e
outras impurezas, tornando a amostra disponivel para diversas aplicacbes. As
amostras resultantes foram preparadas em volume de 20uL juntamente com os
primers (iniciador e reverso), desoxinucleotideos (DNTPs), enzima DNA-polimerase
(Taq) e agua estéril, sendo, a seguir, submetidas a uma bateria de ensaios de PCR,
buscando identificar bactérias do género Rickeftsia e os eucariontes Trypanosoma,
Hepatozoon e Filarioidea. Controles positivos e negativos acompanharam as

amostras em cada um dos ensaios, realizados num termociclador. As sequéncias de
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primers, 0os genes para os quais foram desenhados e a referéncia para os
programas de amplificagdo utilizados sdo apresentadas na Tabela 1. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (a 150V em 30
minutos), para posterior observagcdo e documentagcdo com o auxilio de
fotodocumentador e camera digital.

Para deteccdo dos parasitas sanguineos, as amostras foram submetidos a um
ensaio por PCR cada, com excecgao de Trypanosoma. Este passou por dois testes,
nos quais foram amplificadas duas regides distintas do genoma. No primeiro teste,
foi amplificada a regido referente ao gene que codifica a enzima
gliceraldeido-3-fosfato, que € amplamente utilizada na avaliagdo destes parasitas
(Hamilton et al., 2004). O segundo teste foi referente ao gene que codifica a enzima
quitinase em tripanossomatideos, ainda nao teve sua sequéncia publicada pelos

autores.

Anélises estatisticas

Para obter um panorama geral dos resultados encontrados, testamos se as
frequéncias de positivos se encontravam fora do esperado de acordo com diferentes
fatores: o geografico (para verificar se os espécimes de algum dos riachos se
encontram mais propensos a infecgédo), o temporal (testando se a frequéncia de
hemoparasitoses seria maior na estagdo seca ou umida — as quais foram divididas
com o inicio da primavera), o ecologico (buscando se existe maior propenséo a
infeccdo em animais que compartilham determinado habito de vida — para os quais
foram categorizados de acordo com Haddad et al., 2013) e o filogenético (para testar
se a frequéncia de ocorréncia das hemoparasitoses identificadas difere entre as
familias dos hospedeiros). Este primeiro levantamento foi realizado através de testes
de chi quadrado por aderéncia, uma metodologia que compara se a diferenga entre
resultados observados e esperados é grande o suficiente para ser considerada
como além do acaso.

A atuacao de fatores ecologicos e filogenéticos da maneira como foi sugerida
pode sofrer efeito de caracteristicas morfoldgicas intrinsecas as espécies estudadas.
Por exemplo, se as espécies que compdem determinada familia apresentarem maior

comprimento rostro cloacal (CRC), podem estar expostas com maior frequéncia a
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insetos vetores. Além disso, sabe-se que o tamanho (CRC) e a massa do individuo
podem ser determinantes na incidéncia e riqueza de parasitas (e.g. Poulin, 1997),
inclusive em anfibios (e.g. Campiao et al., 2015). Por esse motivo, a ocorréncia e a
quantidade de espécies de hemoparasitas foi testada em fungao (ao mesmo tempo)
do tamanho (CRC) dos anuros coletados e dos agrupamentos supracitados, atraves
de analises de covariancia (ANCOVA) realizadas no software R seguindo o modelo
abaixo:
Hemoparasitas = Fator*(Massa + Tamanho)

No qual “Hemoparasitas” representa tanto ocorréncia quanto riqueza, “Fator”
descreve os niveis de agrupamento citados e os valores de massa e comprimento
rostro-cloacal (CRC) sdo as variaveis alométricas. Para isso, o CRC dos animais
coletados foi tomado (com o auxilio de um paquimetro) e a massa dos individuos foi

estimada a partir das equagdes de regressao sugeridas por Santini et al. (2017).

RESULTADOS

Um total de 93 individuos de distintas espécies de anuros coletados na regiao
do PNMNP foram estudados, somando as duas metodologias de deteccao (teste
parasitologico e molecular). Destes, 87 apresentaram resultados positivos para
infecgdes com ao menos um dos quatro grupos de hemoparasitas testados. Os
testes moleculares mostraram-se eficientes para todos os hemoparasitas avaliados,
de modo que complementaram os resultados oriundos do teste soroldgico para os
protozoarios extracelulares (Trypanosoma e Filarioidea). Dentre os 87 individuos
parasitados, 71 foram positivos para Trypanosoma e 65 para Rickettsia, o que
demonstra grande incidéncia nos anuros inspecionados. No total, constatamos ainda
15 individuos positivos para Hepatozoon e 5 para nematddeos do taxon Filarioidea.
Como essas quantidades sao relativamente baixas para estes dois ultimos grupos
de organismos, os testes estatisticos foram realizados considerando as frequéncias
de infecgdo por Trypanosoma, Rickettsia ou a riqueza total de hemoparasitas. O

panorama geral dos resultados € apresentado na Tabela 2.
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Dentre os fatores testados, os resultados apontam que as frequéncias de
positivos para os hemoparasitas estudados diferiram do esperado entre as familias,
em relacdo a ocorréncia (x? = 2340,97; g.l. = 6; p < 0,01). Neste caso, a ocorréncia
de Craugastoridae, Hylidae, Hylodidae e Leptodactylidae como hospedeiros foi muito
superior ao cenario “ao acaso”. O mesmo foi observado em relagao a ocorréncia de
Trypanosoma (x? = 1299,5; g.l. = 6; p < 0,01) e Rickettsia (x?=1479,66; g.l. =6;p <
0,01), com excegao da ocorréncia de Rickettsia em Leptodactylidae, que foi similar
ao esperado aleatoriamente. Padrao similar foi encontrado entre os riachos em
relagdo a ocorréncia de qualquer hemoparasita (x* = 916,2; g.l. = 3; p < 0,01),
ocorréncia de Rickettsia (x?=756,42; g.l. = 3; p < 0,01) e Trypanosoma (x?= 611,17;
g.l. = 3; p = 0,01). Nas trés analises, os positivos encontrados no riacho Caixa do
Gustavo nao correspondem ao esperado, dada a quantidade amostrada.

Os valores encontrados para estes fatores mostram-se consistentemente
diferentes daquelas que ocorreriam ao acaso, o que seria atingido caso nao
houvesse nenhuma divergéncia importante entre as categorias. Isso sugere a
atuacao de dois efeitos sobre o panorama encontrado: o geografico e o filogenético,
respectivamente. O papel destes efeitos ndo variou de acordo com medidas
alométricas (massa e CRC), alguns dos mais tradicionais preditores para presenca
ou auséncia de parasitas (Tabelas 3 e 6). Mesmo analisando a incidéncia das
parasitoses uma a uma para habitos de vida, familias, espécies e localidades, nao

houve variagdo alométrica para as ocorréncias de hemoparasitoses (Tabelas 3 a 6).

DISCUSSAO

O uso integrado das metodologias de microscopia e técnicas moleculares
para deteccdo de tripanossomos e microfilarias nos forneceu maior nivel de
detalhamento para o grau de infeccdo em cada espécime. Os dois casos positivos
(100%) para Filarioidea por teste microscopico deram negativo em analise por PCR.
Como o primer escolhido foi efetivo em outros estudos (e.g. Dailey, 2009;
Tranbenkova & Spiridonov, 2017), acreditamos que estas diferengas podem estar

relacionadas a problemas com a qualidade da amostra, quantidade de parasitas
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abaixo da sensibilidade da andlise molecular ou ambos. J& no caso dos
tripanossomos, situacdo oposta foi observada devido a dois resultados moleculares
positivos nos quais n&o se pdde observar parasitas em lamina, provavelmente
devido a baixa quantidade desses organismos nas amostras. Apesar de ter sido
encontrada certa discordancia entre as metodologias de detecgdo, o emprego de
ambas teve um interessante carater complementar, permitindo maior amplitude de
analise.

Por suas dimensdes continentais e configurar como o pais mais biodiverso do
mundo para anuros (Segalla et al., 2014; Frost, 2018), o Brasil apresenta
consideraveis diferencas latitudinais e entre biomas no padrdao de distribuicdo de
espécies (Toledo & Batista, 2012). Diferenga similar a encontrada nos padrdes de
distribuicdo de hospedeiros anuros € apresentada por linhagens de parasitas
(Ferreira et al., 2015), o que sugere a necessidade de atengdo a escala geografica
na realizagdo de comparagdes. Estudos como o aqui realizado ainda séao
infrequentes em areas de Mata Atlantica, o que dificulta a comparacgao entre taxas
de ocorréncia.

Nossos resultados demonstram alta prevaléncia de hemoparasitas (~ 93%),
principalmente dos géneros Trypanosoma e Rickettsia, em uma localidade de
floresta tropical, a qual apresenta grande incidéncia de chuvas durante todo o ano.
Considerando este panorama, podemos supor que a ocorréncia de Trypanosoma
encontrada foi relativamente alta (~80% de individuos positivos), comparativamente
a outros estudos com taxas que variam de 15,6% a 44,4% de individuos parasitados
(e.g. Woo & Bogart 1984; Werner et al., 1988). E valido ressaltar que estes estudos
foram realizados em florestas temperadas, muito distintas da regidao aqui estudada,
tanto no que diz respeito a fatores abidticos, como temperatura média anual e indice
de pluviosidade, quanto a fatores bidticos, como riqueza e diversidade de espécies.
Comparando os resultados obtidos com estudos realizados em territério nacional,
indice distinto do nosso foi encontrado por Ferreira et al. (2015), no qual 7% dos
anuros submetidos a testes moleculares apresentaram resultados positivos para
Trypanosoma. Paralelamente, 20% de individuos positivos para tripanossomos
foram encontrados em outro estudo envolvendo anuros da regidao centro-sul do

Brasil (Leal et al., 2009). E importante ressaltar que ambos os trabalhos foram
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desenvolvidos no bioma Cerrado ou em regides de transicdo Cerrado-Mata Atlantica,
as quais apresentam caracteristicas climaticas distintas do PNMNP, como maior
temperatura meédia anual e menor indice pluviométrico. Na Mata Atlantica, os poucos
trabalhos realizados indicam maiores indices de infec¢do dos aqui encontrados,
além de grande diversidade de linhagens de tripanossomos na regiéo (Ferreira et al.,
2008). indice de 45% de individuos positivos foi encontrado por Ferreira et al. (2007)
em regides da Mata Atlantica, Amazénia e Pantanal. Especificamente na Mata
Atlantica, 30% dos anuros avaliados deram positivo em testes parasitoldgicos e
moleculares. Apesar da grande diferenga na prevaléncia, assim como neste
trabalho, foram submetidos a testes animais dos géneros Aplastodiscus,
Bokermannohyla, Hylodes, Physalaemus e Scinax, todos coletados no estado de
Sao Paulo. A maior parte dos individuos infectados foram coletados durante as
estacbes chuvosas, quando ha maior indice de insetos vetores e exposi¢cao a
ambientes aquaticos, onde estao sujeitos a serem parasitados por sanguessugas.

A incidéncia de infecgbes por Rickettsia (72% dos espécimes) foi
consideravelmente mais alta do que em outros estudos (Barta & Desser, 1984;
Desser, 2001; Roldan, 2015). Barta & Desser (1984), ao avaliarem 329 anuros,
encontraram somente 3,5% de individuos infectados. No entanto, o estudo foi
realizado em uma floresta boreal da regido de Ontario (Canada). Desser (2001)
encontrou uma taxa de 9,7% de individuos positivos em uma regido de floresta
tropical na Costa Rica. Neste mesmo estudo, 23% dos individuos também
apresentaram infecgbes por protozoarios do género Hepatozoon, demonstrando
pequena divergéncia dos 16% de individuos positivos deste trabalho. Infec¢des por
microfilarideos somaram aproximadamente 13% dos individuos, em oposi¢cao aos
5,4% encontrados nos anfibios do PNMNP. Anuros da familia Leptodactylidae da
regido do Pantanal apresentaram 29% de espécimes positivos para Hepatozoon e
83% para Trypanosoma (Leal, 2012), demonstrando congruéncia com os resultados
aqui obtidos.

Considerando a diversidade de espécies reofilicas encontradas e o pico de
reproducdo associado ao inverno, quando ha menos chuvas e mais sitios de
vocalizagao (Narvaes & Rodrigues, 2005), era de se esperar modulagao sazonal nos

indices de parasitoses. No entanto, tal resultado n&o foi encontrado, talvez pela
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modulacdo oposta, oriunda da relagcdo positiva entre maior densidade de corpos
d’agua em periodos de chuva e transmissao de parasitas por vetores (Ruggeri et al.,
2018). A transmissao destes parasitas sanguineos se da através de vetores
invertebrados, como acaros, pulgas, piolhos, carrapatos, sanguessugas € mosquitos
hematofagos (Parola et al., 2005; Sato, 2015). Roldan (2015) reforca o papel de
acaros como ectoparasitas da herpetofauna, estando associados a uma série de
doencas em anfibios de diferentes regides de Sao Paulo, inclusive parasitoses
causadas por individuos dos géneros Rickettsia e Hepatozoon. Paralelamente,
tripanossomos e outros parasitas de anuros s&o transmitidos por sanguessugas e
mosquitos hematofagos (Hamilton et al., 2005; Simpson et al., 2006), como os do
taxon Phlebotominae (Ferreira et al., 2008). E possivel que a relagdo observada
entre incidéncia de parasitas e regiao geografica se dé por uma maior densidade de
vetores infectados em determinados riachos em relagao a outros, hipotese que seria
fortalecida com um levantamento dos vetores carregando estes parasitas.

Diversas espécies e linhagens destes grupos de hemoparasitas foram
identificadas parasitando distintas familias de anuros em diferentes localidades (e.g.
Smith, 1996; Ferreira et al., 2008). Apesar da maior parte das investigacdes com
hemoparasitas de anfibios terem sido feitas em localidades distintas do fragmento de
Mata Atlantica aqui avaliado (e.g. Barta & Desser 1984; Desser 2001; Werner et al.,
1988), muitas das espécies de anuros destes trabalhos pertencem a familias
presentes no PNMNP, o que permitiia que relagcbes fossem feitas quanto a
prevaléncia de hemoparasitas e o0 modo de vida dos membros destes taxons. De
modo geral, o habito de vida das espécies encontradas € homogéneo em cada
familia (Haddad et al., 2013), variando pouco somente entre os membros de
Brachycephalidae e Bufonidae, nos quais ha espécies arboricolas e terrestres, ou
criptozdicas. Nossos resultados ndo apontam para uma modulacdo nas taxas de
infeccdes entre individuos de habitos ecoldgicos distintos (quando consideramos a
riqueza de hemoparasitas por espécime), o que poderia estar relacionado a
prevaléncia de infeccdes em cada uma das familias. Apesar da massa e CRC serem
variaveis entre os membros das familias encontradas, ndo ha efeito alométrico, nem

tampouco ecoldgico, modulando a ocorréncia de hemoparasitas nesta localidade, ao
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contrario do que sugerem outros trabalhos (e.g. Brooks et al., 2006; Hamann et al.,
2006; Mgller et al., 2013).

A especificidade na relagédo parasita-hospedeiro (Brooks et al., 2006; Ferreira
et al., 2007) demonstra que diferentes linhagens de parasitas devem ser
encontradas em localidades e familias distintas, o que pode explicar tanto o efeito
geogréfico quanto o filogenético na prevaléncia de parasitas sanguineos. E possivel
que determinadas linhagens parasitarias sejam mais prevalentes na regidao do
PNMNP, porém sem distribuicdo uniforme entre os riachos. Linhagens com maior
densidade populacional na regido podem ser responsaveis por maiores taxas de
parasitismo nas espécies das familias mais susceptiveis. O sequenciamento dos
fragmentos encontrados na analise molecular deve trazer importante contribuicao
sobre a diversidade de espécies e linhagens de parasitas dentro de cada um dos
grupos taxonémicos analisados. Considerando a ampla distribuicdo geografica e
prevaléncia entre diferentes hospedeiros (Smith, 1996; Barrett et al., 2003), inclusive
em estudo realizado em florestas tropicais brasileiras (Ferreira et al., 2007), é
possivel que encontremos espécies distintas, inclusive espécies novas.

Sabe-se que diversas espécies parasitas dos grupos encontrados nao sao
patogénicas (Klaphake, 2009). No entanto, algumas estdo associadas a doengas em
uma ampla variedade de vertebrados (Barrett et al., 2003; Kiel et al., 2008; Smith,
1996), inclusive em anfibios. Das mais de 60 espécies de Trypanosoma
documentadas em anuros, algumas destas foram relacionadas a morte em
diferentes espécies, podendo se acumular em rins, causar eritemas, hemorragia,
inchago de glandulas linfaticas, anemia e esplenomegalia (Klaphake, 2009). Em
cativeiro, muitas destas infecgdes estao relacionadas a alimentagao por alimentos
vivos. Niveis altos de parasitemia por espécies de Nematdédeos no figado, olho,
epiderme, corrente sanguinea e pulmdes de anuros foram associados a problemas
de crescimento, aptiddo e sobrevivéncia, podendo levar individuos a morte
(Klaphake, 2009).

No ambito natural, eventos historicos de mortalidade em massa de diferentes
populacgdes de anfibios foram associados ao fungo Batrachochytrium dendrobatidis
(Carvalho et al., 2017). Apesar do PNMNP fazer parte da suposta area de ocorréncia

do fungo (Carnaval et al., 2006) e deste ter sido encontrado associado a anuros de
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regides da Mata Atlantica préximas a localidade de coleta (Ruggeri et al., 2015), um
trabalho recente com os mesmos individuos aqui analisados n&o acusou a presenca
do Bd em nenhuma amostra nos quatro riachos do PNMNP (Almeida-Silva, 2016).
Neste mesmo trabalho, Almeida-Silva (2016) encontrou diversas lesées nos rins e
figados destes individuos. Sabe-se que poluentes de origem antropica, como
pesticidas e metais pesados, podem causar danos nestes 6rgdos (Loumbourdis,
2005; Cooley et al., 2000), além de problemas de imunidade que comprometem a
capacidade de defesa contra parasitas em anuros (Christin et al., 2003). Por estar
localizado proximo ao Polo Industrial de Cubatéo, regido conhecida mundialmente
pelo impacto ambiental devido a emissdo de poluentes nas décadas de 70 e 80
(Alonso & Godinho, 1992), a prevaléncia de hemoparasitas e de lesbdes renais e
hepaticas encontradas em anfibios do PNMNP pode estar associada a concentragao
de poluentes industriais. O processo de bioacumulagao de poluentes em plantas da
regiao (Gutberlet, 1996; Klumpp et al., 1998) fortalece a hipotese de que estes
fatores ainda estdo atuantes sobre a biodiversidade no local.

Ainda que o Bd tenha sido majoritariamente associado a eventos de
diminuicdo populacional em anfibios, nossos resultados sugerem que outros fatores
podem estar envolvidos na problematica, como hemoparasitas patogénicos,
possivelmente associados a diversidade de vetores e atuacdo de poluentes na
regido. Diagnésticos mais detalhados devem ser feitos a fim de se levantar com
fidelidade os fatores envolvidos nos eventos de mortalidade de anfibios,
principalmente em regides nas quais o fungo ndo foi encontrado. Estudos
posteriores deverao elucidar a influéncia destes parasitas no desenvolvimento e
capacidade reprodutiva destes anfibios, a fim de auxiliar no dificil trabalho de
conservagao do grupo. Como parte destes proximos passos, espera-se sequenciar
parte das amostras a fim de estabelecer com clareza a diversidade de
hemoparasitas, principalmente dos géneros Trypanosoma e Rickettsia, que

apresentaram grande incidéncia nos individuos analisados.
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TABELAS

Tabela 1: Primers utilizados neste trabalho, indicando o hemoparasita e o gene ou

regido de interesse para identificagdo. Os programas de amplificacdo especificos
para cada caso estao disponiveis nas referéncias apontadas.

Alvo

Hemoparasita Gene/Regiéao

Sequéncia do primer (5—3’)

Referéncia

. . GCAAGTATCGGTGAGGAT Labruna et al.,
Rickettsia CS-62F GTAAT 2004
GCTTCCTTAAAATTCAATAA Labruna et al.,
CS-462R ATCAGGAT 2004
) GTTCCACTACGAGGCCTTC Dados nao
Trypanosoma Quit224F TTCAA publicados
. CAGATCATTATCCCAGACA Dados nao
Quit1182R AGTT publicados
Hamilton et al.
GAP3F GTGAAGGCGCAGCGCAAC 2004
Hamilton et al.
GAP5R CCGAGGATGYCCTTCATG 2004
Hepatozoon HEP1 CGCGAAATTACCCAATTCT Almeida et al.,
A 2012
HEP4 TAAGGTGCTGAAGGAGTC Almeida et al.,
GTTTAT 20129
Filarioidea COX1 GCTTTRTCTTTTTGGKTTAC To et al., 2012

TTTT
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Tabela 2: Razédo entre animais infectados com hemoparasitas (Rick. = Rickettsia,
Tryp. = Trypanosoma, Hept. = Hepatozoon e Filr = Filarioidea) e totais para cada
fator em cada nivel (temporal, geografico, ecologico e filogenético). Classificagdo
segundo Frost (2018).

Hemoparasita

Nivel Fator
Rick. Tryp. Hept. Filr.
Temporal Estacao seca 40/57 55/57 6/57 4/57
Estacdo umida 25/36 16/36 9/36 1/36
Geografico  Agua Fria 20/35 29/35 11/35 0/35
Bica dos Namorados 14/19 11/19 0/19 2/19
Caixa do Gustavo 10/12 9/12 1/12 0/12
Pontinha 21/27 22/27 3/27 3/27
Ecoldgico Arboricola 24/32 25/32 5/32 4/32
Terrestre/Criptozdico 33/46 36/46 7146 1/46
Aquatico/Semi-aquatico 8/15 10/15 3/15 0/15
Filogenético Brachycephalidae 33/47 38/47 8/47 1/47
Bufonidae 7/8 7/8 0/8 0/8
Centrolenidae 417 57 117 0/7
Craugastoridae 2/2 1/2 1/2 0/2
Hylidae 11/12 9/12 2/12 4/12
Hylodidae 8/15 10/15 3/15 0/15
Leptodactylidae 0/2 1/2 0/2 0/2




Tabela 3: Resultado da analise ANCOVA dos dados de familias, massa e CRC.

Fator g.l MS F p valor
Massa 1 0,19 0,1856 0,318

CRC 1 0,10 0,1011 0,173

Familia 6 7,62 1,2692 2,171

Massa x 6 0,91 0,1519 0,260

Familia

CRC x Familia 4 0,25 0,0633 0,108

Res 74 43 0,5845

Tabela 4: Resultado da analise ANCOVA dos dados de espécies, massa e CRC.

Fator g.l. MS F p valor
Massa 1 0,19 0,1856 0,320

CRC 1 0,10 0,1011 0,174

Familia 15 11,52 0,7678 1,324

Massa x 9 2,02 0,2249 0,388

Familia

CRC x Familia 8 4,86 0,6073 1,047

Res 58 33,64 0,5799




Tabela 5: Resultado da analise ANCOVA dos dados de habitos de vida, massa e

31

CRC.
Fator g.l MS F p valor
Massa 1 0,19 0,1856 0,318
CRC 1 0,10 0,1011 0,173
Familia 3 2,73 0,9114 1,561
Massa x 2 0,35 0,1734 0,297
Familia
CRC x Familia 2 0,49 0,2448 0,419
Res 83 48,47 0,5839

Tabela 6: Resultados da analise ANCOVA dos dados de riachos, massa e CRC.

Fator g.l MS F p valor
Massa 1 0,19 0,1856 0,330

CRC 1 0,10 0,1011 0,180

Familia 3 1,89 0,6313 1,123

Massa x 3 1,08 0,3592 0,3592
Familia

CRC x Familia 3 3,52 1,1732 2,087

Res 81 45,54 0,5623




