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RESUMO

O Cerrado apresenta-se como a maior savana do mundo em biodiversidade, com uma
herpetofauna abundante e rica em endemismo, porém carente de informacGes sobre
microorganismos que parasitam sua fauna. O filo Apicomplexa, alberga as principais
familias de hemoparasitos que realizam infec¢do em répteis, dentre elas destacam-se 0s
grupos das hemogregarinas e dos hemosporideos. Com o objetivo de determinar a
ocorréncia de hemoprotozoarios em lagartos de vida livre do Cerrado brasileiro, por meio
da abordagem taxonémica integrativa, o presente estudo analisou por meio microscopico
e analise molecular amostras de sangue de 302 lagartos oriundos do Distrito Federal e
dos estados Piaui e Mato Grosso. O DNA extraido das amostras de sangue foi submetido
a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) buscando amplificar um fragmento dos genes
18S rRNA e citochrome b para deteccdo de parasitos pertencentes as hemogregarinas e
hemosporideos, respectivamente. Foram identificadas 27 amostras positivas na PCR com
8 laminas positivas na microscopia éptica para hemogregarinas e 61 amostras foram
positivas na PCR, incluindo 18 com resultado concordante na microscopia para 0 grupo
dos hemosporideos. No total, 22 amostras foram sequenciadas, incluindo 6 amostras de
hemogregarinas e 16 de hemosporideos. As analises moleculares e filogenéticas
demonstraram a deteccdo de pelo menos uma nova espécie de Hepatozoon sp. infectando
Tropidurus semitaeniatus, com o primeiro relato nessa espécie. Novos isolados de
Hepatozoon ameivae em Ameiva ameiva e a obtengdo da primeira rede de haplotipos
entre sequéncias de Hepatozoon spp. de roedores e répteis, apontam a possibilidade de
fluxo génico entre populacdes de diferentes unidades federativas e validam a existéncia
de diferenciacdo genética entre essas ordens. Para o género Plasmodium foi observada
uma notavel diversidade de espécies infectando lagartos do Cerrado, com a identificacdo
de novos isolados de Plasmodium ouropretensis, Plasmodium tropiduri tropiduri,
Plasmodium Kentropyxi, Plasmodium carmelinoi e Plasmodium azurophilum com
presenca de marcada diversidade interespecifica também observada para algumas
especies. Inclui-se neste estudo a descricdo de uma nova espécie de Plasmodium sp. a
partir de uma anélise robusta abrangendo seis isolados e duas espécies hospedeiras. Este
estudo € o primeiro e 0 mais extenso levantamento de hemoprotozoarios em lagartos
realizado no bioma Cerrado. O trabalho documenta parte da diversidade de parasitos da
regido, novos dados sobre espécies, distribuicdo geogréafica, fluxo génico e hospedeiros,
trazendo importantes contribuigcdes para a sociedade cientifica e fomento para estudos

futuros, no intuito de elucidar lacunas existentes e melhor entendimento deste hioma.



Palavras-chave: Cerrado, hemoparasitos, répteis, taxonomia integrativa.



ABSTRACT

The Cerrado presents itself as the largest savanna in the world in terms of biodiversity,
with an abundant herpetofauna and rich in endemism, but with careful information on
microorganisms that parasitize its fauna. The Apicomplexa phylum is home to the main
hemoparasites that participate in reptiles, among them the hemogregarines and
hemosporidia groups. With the objective of determining the occurrence of hemoprotozoa
in free-living lizards of the Brazilian Cerrado, through an integrative taxonomic approach,
the present study by means of microscopic and molecular analysis of samples of 302
lizards or bloodsuckers from the Federal District and the states Piaui and Mato Thick.
DNA extracted from blood samples was selected by Polymerase Chain Reaction (PCR)
seeking to amplify one of the 18S genes and cytochrome b for parasite detection. We
identified 27 positive proposals in the PCR with 8 positive optical slides in the blood
microscopy and 61 positive proposals in the PCR, including 18 with a concordant result
in the microscopy for the group of hemosporidia. In total, 22 samples were sequenced,
including 6 samples of hemogregarins and 16 of hemosporidia. New molecular and
phylogenetic research detecting at least one species of Hepatozoon sp. infecting
Tropidurus semitaeniatus, with the first report in this species. New isolates of
Hepatozoon Ameivae in Ameiva Ameiva and the reserve of the first haplotype network
between sequences of Hepatozoon spp. of reptile rodents, point to a possibility of flow
between different federative units and validate the existence of genetics between these
orders. For the genus Plasmodium, a remarkable diversity of infecting Cerrado lizards
was observed, with the identification of new isolates of Plasmodium ouropretensis,
Plasmodium tropiduri tropiduri, Plasmodium Kentropyxi, Plasmodium carmelinoi and
Plasmodium azurophilum with the presence of some marked interspecific diversity also
observed for the species. Included in this study is the description of a new species of
Plasmodium sp. from a robust analysis covering six isolates and two host species. This
study is the first and most extensive survey of hemoprotozoa in lizards carried out in the
Cerrado biome. The work documents part of the diversity of parasites in the region, on
species, geographic distribution, genetics and hosts, contributing important data to the
scientific society and flow for new future studies, in order to elucidate these existing gaps

and understanding of the biome.

Keywords: Cerrado, Hemoparasites, integrative taxonomy, reptiles.
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file:///C:/Users/izabe/Desktop/Doutorado%20Iza/Tese%20Good%20vibes/VERSÃO%20FINAL!!/Tese%20Estudo%20de%20Hemoprotozoários%20em%20lagartos%20de%20Cerrado%20-%2019.09.22%20%20VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc117760092
file:///C:/Users/izabe/Desktop/Doutorado%20Iza/Tese%20Good%20vibes/VERSÃO%20FINAL!!/Tese%20Estudo%20de%20Hemoprotozoários%20em%20lagartos%20de%20Cerrado%20-%2019.09.22%20%20VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc117760092
file:///C:/Users/izabe/Desktop/Doutorado%20Iza/Tese%20Good%20vibes/VERSÃO%20FINAL!!/Tese%20Estudo%20de%20Hemoprotozoários%20em%20lagartos%20de%20Cerrado%20-%2019.09.22%20%20VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc117760092
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O Cerrado é o bioma brasileiro considerado como a maior savana do mundo em
biodiversidade, perdendo em extensdo apenas para a Amazonia. Esta regido foi por
muitos anos considerada pobre em riqueza faunistica, em funcdo de grandes parcelas de
sua area serem pouco estudadas. O crescimento significativo de estudos nesta regido,
demonstraram abundancia em sua diversidade de répteis, com uma riqueza de endemismo
alcancando 45% para essas espécies (Colli et al., 2002; Nogueira et al., 2010; Nogueira
et al.,, 2011; Colli et al., 2020). Contudo, o desmatamento provocado pela crescente
expansao agricola da regido e a¢bes antropicas como queimadas, ameagam a diversidade
de sua flora e fauna, tornando o Cerrado um hotspot de biodiversidade global, sendo
iminente acOes de conservacao de suas areas e espécies (Norman, 2003; Colli et al., 2020).

Os hemoparasitos predominantes em répteis estdo relacionados, principalmente
ao filo Apicomplexa, podendo se apresentar apenas como um achado acidental na rotina
laboratorial, sem alteracdo clinica do animal, bem como, sdo capazes de apresentar com
grande potencial patogénico.Este ultimo esta relacionado a espécie do agente envolvido
e fatores predisponentes, como impactos ambientais provocados de forma natural ou
antrdpica, coinfeccdes, estresse e condicbes de cativeiro, que podem atenuar direta e/ou
indiretamente a suscetibilidade desses animais para 0 surgimento ou agravamento de
doencas que geralmente ocorrem de forma assintomatica (Telford Jr, 1984; O'dwyer et
al., 2003; Jacobson, 2007; Campbell, 2015). Para as espécies mais comumente
encontradas em reptilianos, destacam-se os grupos dos hemosporideos, seguidos por
hemogregarinas (Campbell, 2015; Picelli et al., 2020a). Muitas espécies desses grupos
possuem grande interesse cientifico por causarem doencgas importantes em humanos e
animais, como a malaria.

A escassez de estudos sobre hemoparasitos em lagartos no Brasil e no mundo,
mesmo nos dias atuais, é realmente surpreendente (Maia et al. 2016; Ferreira et al., 2020;
Picelli etal., 2020a; Picelli et al., 2020b). No Cerrado, os poucos estudos que contemplam
aregido, sdo bastante pontuais e muitos apresentam apenas dados morfoldgicos. A maior
parte das informacdes de classificacdo de espécies obtidas até o presente sdo baseadas

apenas em elementos morfologicos. Esses dados sdo fundamentais ainda na atualidade,
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mas a utilizacdo restrita dessas informacdes, geram classificagdes taxondmicas
conflitantes (Pineda-Catalan et al., 2013; Van As et al., 2016).

A instituicdo da biologia molecular na ciéncia, trouxe a oportunidade de novas
descobertas e o preenchimento de muitas lacunas ainda incertas. Sua utilizagdo em
conjunto com informagdes morfoldgicas, filogenéticas e ecoldgicas trazem elementos
substanciais para o esclarecimento de suas classifica¢fes, possivelmente subestimadas,
tendo a taxonomia integrativa, papel relevante na elucidacdo da historia evolutiva desses
agentes (Maia et al., 2016; Gonzalez et al., 2019).

Este estudo € o primeiro e 0 mais extenso levantamento de hemoprotozoarios
em lagartos realizado no bioma Cerrado brasileiro. Por meio da utilizacdo da taxonomia
integrativa, o trabalho documenta parte da diversidade de parasitos da regido, novos dados
sobre hospedeiros e impactos ecoldgicos, gerando inclinacGes de suscetibilidade ao
parasitismo. Assim, nosso estudo traz importantes contribuicdes sobre biodiversidade de
parasitos e hospedeiros para a sociedade cientifica de modo que sirva de incentivo para
estudos futuros, principalmente voltados para vetores e ciclos de vida para melhor

entendimento deste bioma.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Determinar a ocorréncia de hemoprotozoarios em lagartos de vida livre do

Cerrado brasileiro, por meio da abordagem taxonémica integrativa.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar molecularmente os principais hemoprotozoarios dos grupos

hemosporideos e hemogregarinas de lagartos do bioma Cerrado;

e Identificar por meio da microscopia éptica amostras positivas para hemoparasitos,

com posterior analise morfoldgica dos agentes detectados;

e Unir dados moleculares e morfoldgicos, direcionados a determinacdo de espécies

com base na taxonomia integrativa.

e Comparar as sequéncias obtidas com dados de hemoprotozoérios ja depositados
no GenBank, possibilitando a expansdo de informacbes sobre as relacGes
filogenéticas entre esses agentes em hospedeiros brasileiros da ordem Squamata

e sua distribuicdo geografica conhecida.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bioma Cerrado

O Brasil em sua vasta expansao e ecossistemas tem seu territorio ocupado por seis
tipos de biomas: Amazonia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal. O
bioma Cerrado possui uma paisagem altamente heterogénea, com um mosaico
fisiondmico que varia de campos gramados sem arvores a matas de galeria relativamente
densas, com predominancia de fisionomias de vegetacdo aberta. Apresenta acentuada
sazonalidade, com periodos bem definidos de seca e chuva, sendo essa sua forte
caracteristica. Perde em extensdo apenas para as florestas amazOnicas quando
relacionadas aos biomas da América do Sul (Colli et al., 2002; Colli et al., 2020).

A herpetofauna do Cerrado foi por muitos anos considerada pobre em riqueza
faunistica e em nimero de espécies endémicas (Colli et al., 2002; Nogueira et al., 2010;
Ledo, 2010). Essa teoria inicial estava intimamente associada a pequenas localidades
estudadas e dentro dessas, uma amostragem insuficiente de animais coletados, com
grandes parcelas do Cerrado ainda inventariadas, contrastando com resultados obtidos
nas faunas da Caatinga e Amazonia (Colli et al., 2002; Nogueira et al., 2010).

Novos estudos foram implementados, obtendo principalmente nos Gltimos anos,
um crescimento exponencial em quantidade e qualidade de dados sobre diversidade de
répteis no Cerrado (Nogueira et al., 2010; Colli et al., 2020). Esses estudos demonstram
que o bioma foi por muito tempo mal amostrado e que na realidade, ele apresenta grande
riqueza e endemismo de anfibios e répteis, comparavel a riqueza da Amazonia. Os niveis
de endemismo alcancam 45 % em lagartos, sendo 74 espécies atualmente conhecidas e
33 endémicas (Ribeiro, 2011; Nogueira et al., 2011).

O alto grau de espécies endémicas no grupo dos repteis Squamata conseguem
ultrapassar a soma de endemismos de aves e mamiferos, estes dois tltimos grupos citados,
sdo apontados como 0s grupos taxondémicos mais bem estudados na fauna do Cerrado
(Nogueira et al., 2010). O grupo de reptilianos endémicos, também sdo o0s mais
ameacados de extingdo. Essa concluséo esta intimamente relacionada a perda de habitat
dessas espécies, em decorréncia da rapida expansdo da agricultura e da pecuéria e a
intensa colheita florestal local, associada a falta de locais alternativos para a
sobrevivéncia destas espécies (Nogueira et al., 2010; Colli et al., 2020; Nogueira et al.,
2011).
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A elevada riqueza natural e biodiversidade do Cerrado, atuando como lar para
inimeras espécies endémicas e sob constante ameaca da expansdo agricola, torna-o um
hotspot de biodiversidade global (Norman, 2003; Colli et al., 2020). Estes fatos
demonstram a urgéncia da necessidade de implementacéo de agOes de conservagédo para
a regido do Cerrado e suas espéecies em vulnerabilidade.

A crescente marcha para a compreensao da situacdo atual da herpetofauna no
Cerrado, gerou um acimulo de inventarios com a contribuicdo de novos dados tocante a
distribuicdo e taxonomia. No entanto, ainda existem grandes localidades do Cerrado que
se apresentam sem amostragem adequada para vertebrados, incluindo-se o grupo
Squamata (Silva & Bates, 2002). Observa-se uma falta de homogeneidade na distribuicao
de &reas amostradas para répteis no Cerrado, com uma concentracdo maior de inventarios

nas regides sul-sudeste da extensdo do bioma (Nogueira et al., 2010).

3.2 Hemoparasitos em Répteis

Os répteis, assim como os anfibios, pertencem coletivamente a herpetofauna, um
grupo extremamente variado de animais com caracteristicas anatémicas e fisiologicas
diferentes (Colville, 2011), onde o Brasil ocupa posi¢do de destague mundial quanto a
essa diversidade (Ribeiro, 2011). Destacam-se entre essas variacGes, suas hemaécias,
distintas dos mamiferos em sua forma e tamanho, bem como a presenca de ndcleo. Os
eritrocitos maduros sdo maiores do que de aves e mamiferos, com formato oval e margens
nucleares irregulares. Os imaturos se apresentam com um tamanho reduzido,
arredondados, citoplasma mais basofilico e cromatina menos densa (Thrall, 2007;
Colville, 2011).

O estudo voltado ao conhecimento de parasitos € relevante ndo apenas para a
compreensdo de sua diversidade biolégica, mas também para investigar respostas para
questdes mais complexas relacionadas a especificidade do hospedeiro e coevolugédo
(Maia et al., 2012). A maioria dos estudos seguem a tendéncia na concentragdo de
pesquisas para parasitos considerados de grande importancia veterinaria, médica e saude
publica. Dessa forma, o maior nimero de dados obtidos no meio cientifico esta
relacionado a parasitos que atingem os animais domésticos e 0 homem (Maia et al., 2012;
Gonzalez et al., 2019). Referéncias para animais selvagens, incluindo os répteis, ainda
sd0 escassas e pouco se sabe sobre o potencial patogénico desses agentes (Maia et al.,
2012; Matta et al., 2018; Ungari et al., 2018a; Ungari et al., 2018b; Gonzalez et al., 2019;
Picelli et al., 2020b; Ferreira et al., 2020; Ungari et al., 2021; Ungari et al., 2022).
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A presenca de hemoparasitos é um achado comum em répteis, sua deteccéo €
frequentemente observada de forma acidental e sem relacdo com patologias. Contudo,
alguns hemoparasitos possuem um grande potencial de causar doengas, levando na
maioria dos casos, ao desenvolvimento de anemias hemoliticas. Alguns fatores
predisponentes, como estresse, erros de manejo, condi¢Bes de cativeiro e a presenca de
outros patdogenos podem eventualmente aumentar seu potencial patogénico (O’dwyer et
al., 2003; Jacobson, 2007; Campbell, 2015).

Os répteis de vida livre do Cerrado estdo sujeitos a impactos ecoldgicos, sejam
eles consequentes de atividades antropicas ou até mesmo naturais. Esses efeitos, levam a
uma perturbacdo ambiental, gerando uma queda significativa em abundancia dessas
espécies (Fiedler et al., 2004; Branddo; Araujo, 2008; Ribeiro, 2011) e possivelmente
deixando-os susceptiveis ao surgimento ou agravamento de enfermidades antes presente
de forma assintomatica, como na maioria dos casos de infec¢Ges por hemoprotozoarios.

Parasitos unicelulares pertencentes ao reino Protista, sub-reino Protozoa, 0s
hemoprotozodrios sdo organismos que possuem um ciclo de vida elaborado, alternam seu
desenvolvimento infectando células sanguineas e tecidos dos hospedeiros vertebrados,
como também o intestino e tecidos de uma gama de vetores invertebrados hemat6fagos
(O’Donoghue, 2017). O filo Apicomplexa, alberga as principais familias de
hemoparasitos que realizam infeccdo em répteis, em que geralmente sdo necessarios
vetores invertebrados para a sua transmissdo, como artrépodes e anelideos (Telford Jr,
1984; Fortes, 2004). Os hemoprotozoarios ja listados na classe reptilia incluem as
hemogregarinas, 0s Trypanosoma, Plasmodium, Leishmania, Saurocytozoon,
Haemoproteus e Schellakia, listados assim em ordem de frequéncia (Campbell, 2015).

Segundo Pineda-Catalan et al. 2013, a descoberta e identificacdo de espécies de
parasitos € urgente, diante do seu potencial de causar zoonoses, especialmente em
espécies ameacadas de extingdo e animais selvagens que apresentam um declinio rapido
em ecossistemas altamente perturbados. Em recente estudo sobre biodiversidade e
conservacao do Cerrado, Colli et al. (2020), abordam a persisténcia de alguns antigos
desafios para esse bioma, como a escassa ocorréncia de areas protegidas no Cerrado e a
escassez de estudos envolvendo micro-organismos, fungos e invertebrados. Evidenciando

anseio por mais informacdes sobre parasitos, em especial no bioma Cerrado.

3.3 Hemosporideos
A ordem Haemosporida (Danilewsky, 1885) é compreendida por quatro familias:

Garniidae, Haemoproteidae, Leucocytozoidae e Plasmodiidae (Valkitnas, 2005; Maia et
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al., 2016). Caracteristicas do Filo Apicomplexa sdo observadas, apresentando-se como
parasitos intracelulares obrigatorios, unicelulares, eucaridticos, sem organelas
locomotoras e com um complexo apical, cuja funcédo é a penetracdo na célula hospedeira.
Esses hematozoarios possuem distribuicdo cosmopolita, tendo sido descritos em todos 0s
continentes, exceto Antartida, e, embora sejam frequentemente relatados em aves,
também parasitam mamiferos, répteis e anfibios, (Kreier, 1993; Valkiunas, 2005; Sehgal,
2010; Matoso, 2017). Nos répteis, possuem relatos de infecgdo em lagartos, quel6nios e
serpentes (Thrall, 2007). No entanto, as espécies mais frequentemente descritas nessa
ordem pertencem as familias Haemoproteidae, Leucocytozoidae e Plasmodiidae
(Valkitinas, 2005; Maia et al., 2016).

O ciclo de vida dos hemosporideos é heteroxeno e complexo (Figura 1). Até os
dias atuais, o ciclo mais bem estudado em animais é oriundo de hospedeiros aviarios e
seus vetores dipteros. De forma geral o ciclo possui dois tipos de hospedeiros, 0s
hospedeiros intermediarios (vertebrados), onde ocorre a fase assexual e 0s hospedeiros
definitivos (Insecta: Diptera), ocorrendo a formacdo sexual de esporozoitos. Durante o
repasto sanguineo, os vetores inoculam os esporozoitos nos hospedeiros vertebrados,
onde iniciam-se 0s estagios agamicos, realizando divisdo assexuada nos tecidos
(merogonia) dos animais infectados, com a obtencéo de merontes exoeritrociticos. Esses
merontes sdo constituidos por uma gama de merozoitos unicelulares. Com o rompimento
dos merontes, 0s merozoitos se distribuem pelo organismo animal, esses podem gerar o
desenvolvimento de novos merontes teciduais e/ou induzir o desenvolvimento de estagios
sexuais nas células sanguineas (gametocitos). Os gametocitos possuem potencial sexual,
pois realizam a producdo dos gametas e sdo divididos em dois tipos, 0s
macrogametocitos, que produzem os macrogametas e 0s microgametdcitos, produzindo
0s microgametas. Sendo os gametocitos a fase infectante para os hospedeiros
invertebrados (vetores) (Valkitinas, 2005). Nos répteis pouco se sabe sobre ciclos
evolutivos e seus possiveis vetores.

Em aves sdo observadas geralmente cinco fases de infeccdo: Pré-patente — com a
invasdo do agente no organismo e sua divisdo tecidual. Aguda — se caracteriza pelo
aparecimento dos parasitos no sangue e um aumento acentuado nas parasitemias. Critica
— quando € alcancado o pico de parasitemia. Crbnica e Latente — observa-se uma
diminuicdo dréastica da parasitemia com posterior eliminacdo dos parasitos pela resposta
imune do hospedeiro. As aves se tornam persistentemente infectadas, mantendo os
parasitos por muitos anos ou até por toda a vida, servindo como fonte de infec¢do para os

vetores. Podem ocorrer recidivas de parasitemia principalmente no periodo de reproducédo



22

dos hospedeiros vertebrados, facilitando e aumentando as taxas de infec¢cdo de vetores e
posteriormente, da populagdo de vertebrados (Valkitinas, 2005).

Apos a realizacdo do repasto sanguineo do vetor em um hospedeiro infectado, os
gametocitos iniciam o processo de reproducdo sexuada por gametogénese.
Macrogametdcitos produzem macrogametas arredondados e microgametocitos sofrem
exflagelacdo, originando oito microgametas flagelares. Extracelularmente ocorre a
fertilizacdo do macrogameta pelo microgameta flagelar, originando o zigoto, este,
diferencia-se em oocineto, uma forma mdvel e alongada, que atravessa a membrana
peritrofica e a camada epitelial do intestino médio, alojando-se na ldamina basal, onde se
arredonda e desenvolve-se em oocisto no processo de esporogonia. Apds a maturacdo do
oocisto, 0s esporozoitos movimentam-se para a hemocele, penetrando posteriormente nas
glandulas salivares do vetor. Os esporozoitos sao a forma infectante para os hospedeiros
vertebrados. Sendo estes, injetados pelo vetor, atravées da secrecao das glandulas salivares
durante o repasto sanguineo no hospedeiro. Existem ainda, particularidades entre e
interespécies como, a auséncia de merontes eritrociticos na familia Haemoproteidae,
divisdo da merogonia exoeritrocitica em priméria e secundarias na familia Plasmodidae
e auséncia de hemozoina em qualquer fase de desenvolvimento da familia Garniidae
(Lainson, Landau e Shaw, 1971; Valkitinas, 2005).
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Flgura 1. Ciclo biologico geral da ordem Haemosporida no hospedeiro
vertebrado e invertebrado: 1 - esporozoitos em células endoteliais; 2, 3 - merontes exo-
eritrociticos primérios; 4 - merozoitos em células endoteliais; 5, 6 - crescimento e
megalomerontes maduros nos musculos esqueléticos, respectivamente; 7 - merozoitos em
eritrocitos; 8 - gametocitos maduros; 9 - merozoitos na célula reticulo endotelial no baco;
10, 11 - crescimento e merontes maduros no baco, respectivamente; 12 - merozoitos em
eritrécitos; 13 - gametécitos maduros; 14 - macrogameta; 15 - exflagelacdo de
microgametas; 16 - fertilizacdo do macrogameta; 17 - oocineto penetrando na membrana
peritrofica; 18 - oocisto jovem; 19, 20 - esporogonia; 21 - esporozoitos nas glandulas
salivares do vetor. (Valkitinas, 2005).

O género Plasmodium foi o primeiro a ser descrito dentro da ordem
Haemosporida (Marchiafava & Celli, 1885). A familia Plasmodiidae é sem divida o
grupo mais estudado entre os membros que englobam os hemosporideos em todo o
mundo, uma vez que, podem gerar alerta epidemiologico e exercer grandes custos
econbmicos para a saude animal e publica, diante de seu envolvimento como agente
causador da malaria, implicando em sérios problemas de salde, podendo levar o
hospedeiro a 6bito (Valkitinas, 2005; Matoso, 2017). A ameagca vai além da satde humana
uma vez que esses parasitos também sdo preocupantes para conservagdo, pois podem
levar & extingdo de espécies ameacgadas (Maia et al., 2016).

As primeiras espécies de Plasmodium Sauria foram descritas em lagartos Agama
agama e Trachylepis quinquetaeniata, identificadas como Plasmodium agamae e P.

mabuiae, respectivamente por Weynon (1909), na Africa. Em um pardmetro mundial, as
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descricOes desse agente permaneceram escassas até a década de 1960, onde teve um
aumento significativo (Van As et al., 2016).

No inicio dos estudos, todas as classificacbes taxonémicas eram feitas
principalmente com base em achados morfolégicos do parasito, visualizados por
microscopia oOptica. As espécies eram nomeadas de acordo com novos registros de
infeccdo, observando alteracdes de hospedeiros, vetores, regibes, caracteristicas na
historia de vida, como a existéncia ou ndo da hemozoina e a presenca ou auséncia de
merogonia. Esses critérios até hoje ainda sdo Uteis, porém, causaram e geram até os dias
atuais, muitos dados subestimados de espécies e classificacdes conflitantes (Pineda-
Catalan et al., 2013; Van As et al., 2016; Matoso, 2017;). Essa realidade, também ¢é
encontrada na maioria dos parasitos sanguineos do filo Apicomplexa (Van As et al.,
2016).

Com advento da biologia molecular, questdes de filogenia e classificacdo dentro
da ordem Haemosporida comecaram a ser esclarecidas. Os dados obtidos sdo de extrema
relevancia para compreensdo de muitas lacunas, como nas espécies cripticas e/ou quando
ndo é possivel observar todos os estagios do ciclo de vida do parasito. Além disso, 0 uso
da taxonomia integrativa, com a unido de informagdes morfologicas, moleculares,
filogenéticas e ecoldgicas possuem grande importancia para melhoria dos parametros
utilizados para definicao de espécies, agregando melhoria ao estudo taxonémico do grupo
e sua classificacdo, lancando uma nova luz a histéria evolutiva dos hemosporideos
(Perkins et al., 2014; Maia et al., 2016; Matoso, 2017; Gonzalez et al., 2019).

Mesmo em casos em gue sao observadas pela analise morfoldgica duas espécies
potencialmente distintas, € importante realizar a analise molecular, pois de acordo com
Perkins et al. (2000), as condic¢des de processamento das laminas podem acabar gerando
alteracdes na morfologia dos parasitos, independente da plasticidade potencial das
caracteristicas tradicionais usadas para diferenciar esses organismos. Caracteristicas
morfometricas do parasito também ja mostraram-se variar de acordo com o hospedeiro.
No entanto, estudos que utilizam apenas ferramentas moleculares acabam perdendo
valiosas informagdes como achados falso positivos e caracteres morfoldgicos (Gonzélez
et al., 2019), evidenciando que a integragdo de todas essas informacbes produzira
resultados essenciais para descricéo e classificacdo das espécies.

O gene mitocondrial do citocromo b (cyt b) é o mais amplamente utilizado para
fins taxondmicos e andlise da histdria evolutiva da ordem Haemosporida (Maia et al.,
2016). As informacBes obtidas através de estudos comparativos entre caracteres

morfoldgicos, genes mitocondriais e nucleares, estima que a diversidade encontrada no
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cyt b e representativa a nivel de diferencial em todo o genoma (Bensch et al., 2004;
Hellgren et al., 2007; Maia et al., 2016).

Nos ultimos anos é perceptivel o grande esfor¢o dos pesquisadores no intuito de
gerar informagdes relacionadas a diversidade e distribuicdo dos hemosporideos (Maia et
al., 2016; Gonzalez et al., 2019). Nota-se uma grande demanda de estudos voltados
principalmente para essa diversidade, prevaléncia, intensidade e relacdes filogenéticas
em hospedeiros aviarios, em que ja foi observado que era altamente subestimada somente
pela classificacdo morfologica (Gonzalez et al., 2019). No entanto, estudos sobre
Haemosporida em répteis ainda sdo escassos e quando falamos de lagartos da América
do Sul, esses dados séo ainda menores e sua taxonomia ainda € incerta (Maia et al., 2016;
Ferreira et al., 2020). Estudos baseados no gene cyt b propdem o ressurgimento do género
Haemocystidium para espécies de Haemoproteus de répteis (Pineda-Catalan et al., 2013;
Maia et al., 2016; Gonzéalez et al., 2019), evidéncias moleculares demonstram a existéncia
de um grupo monofilético que corresponde ao género Haemocystidium (Pineda-Catalan
et al., 2013; Maia et al., 2016; Gonzélez et al., 2019); propondo ainda, a classificacdo
subgenérica de Haemocystidium (Simondi) para parasitos de quelbnios e
Haemocystidium para isolados de Squamata (Pineda-Catalan et al., 2013).

E particularmente surpreendente que com todos os avancos da ciéncia, tenhamos
em nossos bancos de dados moleculares pouco mais de 22 sequéncias geradas de
Plasmodium em lagartos, onde globalmente existem mais de 100 espécies
morfologicamente descritas infectando répteis (Matta et al., 2018; Ferreira et al., 2020).
A escassez de dados demonstra que € urgente a utilizacdo da taxonomia classica associada

a biologia molecular para o estudo e compreensdo da malaria em lagartos.

3.4 Hemogregarinas

As hemogregarinas estdo incluidas dentro da estrutura taxonémica: Filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida, subordem Adeleina (Levine et al.,
1980), constituidas por trés familias atualmente conhecidas Haemogregarinidae,
Hepatozoidae e Karyolysidae, cada familia é morfologicamente diferenciada de acordo
com as distingOes de desenvolvimento que ocorrem no hospedeiro invertebrado durante
a esporogonia (Telford, 2009). Possuem ciclo de vida heteroxeno, com uma vasta
quantidade de hospedeiros vertebrados (fase assexuada), que vdo desde mamiferos,

répteis a peixes, infectando nesses animais suas células sanguineas.
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Para vetores invertebrados (fase sexuada) a infeccdo ocorre na hemocele, epitélio
intestinal e trato reprodutivo, que incluem sanguessugas, acaros, carrapatos, pulgas e
mosquitos, podendo ocorrer também hospedeiros paraténicos que auxiliam na
disseminacéo do agente (Kreier, 1993), resultando em uma variedade complexa de ciclos
de vida e para muitas espécies descritas, ainda pouco se sabe sobre os ciclos evolutivos,
vetores ou meios de transmissdo (Kreier, 1993; Desser et al., 1995).

E o caso de hospedeiros reptilianos, com poucos ciclos elucidados, e 0s que ja
foram descritos apresentam geralmente sua transmissao através da ingestdo do vetor ou
por predacdo de hospedeiros vertebrados paraténicos, como anuros, lagartos e roedores
(Telford, 2009; Picelli et al., 2020b). Através da deteccdo de oocistos esporulados na
glandula salivar de mosquitos que realizaram repasto sanguineo em serpentes infectadas
por Hepatozoon, Telford et al., (2008), sugerem a presenca de transmissao salivar direta
desse agente para serpentes, sem a presenca de hospedeiros intermediarios no ciclo de
vida para as espécies estudadas.

As espécies de hemogregarinas foram por muitos anos erroneamente identificadas
com base apenas nas caracteristicas morfologicas de seus gamontes, encontrados nas
células sanguineas dos hospedeiros vertebrados (Telford, 2009). A vasta quantidade de
hospedeiros vertebrados, esta intimamente relacionada a similaridade morfologica de
gamontes identificadas nas diferentes espécies. A presenca de um novo hospedeiro muitas
vezes justificou a descricdo de uma nova espécie de parasito (Kreier, 1993; Desser et al.,
1995). Para uma identificacdo unicamente morfoldgica aceitavel, é necessario incluir
dados sobre esporogonia do hospedeiro invertebrado competente, pois 0s gamontes
encontrados nas células sanguineas dos hospedeiros vertebrados possuem um altissimo
grau de similaridade entre todas as espécies desse grupo (Telford, 2009).

Os parasitos pertencentes ao grupo das hemogregarinas, sao 0s hemoparasitos
mais comuns e amplamente distribuidos que infectam os répteis (Telford, 2009; Maia et
al., 2012), estudos experimentais no Sul da Franca, mostraram que seu parasitismo em
lagartos pode causar danos como, diminuicdo da concentragdo de hemoglobina, queda na
velocidade de locomocdo e até reducdo da taxa de regeneracdo da cauda (Oppliger;
Celerier e Clobert, 1996; Oppliger; Clobert, 1997).

A incluséo da biologia molecular trouxe novos horizontes para a classificacéo
questionavel dos agentes inclusos no grupo das hemogregarinas. No entanto, dados
moleculares encontrados em base de dados de sequéncias publicamente disponiveis para
as hemogregarinas sdo mais abundantes para mamiferos domésticos e selvagens,

possuindo dados escassos para 0s hospedeiros reptilianos (Maia et al., 2012). Tendo como
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exemplo, das cinguenta especies de Hepatozoon descritas em répteis no Brasil, apenas
10% possuem dados moleculares inclusos (Picelli et al., 2020b). Dados mais espantosos
sdo encontrados para as espécies de lagartos. Das seis espécies de Hepatozoon atualmente
descritas: Hepatozoon tupinambis (Laveran e Salimbeni, 1909), Hepatozoon missoni
(Carini, 1909), Hepatozoon ameivae (Carini e Rudolph, 1912), Hepatozoon goianense
(Carini, 1941), Hepatozoon cnemidophori (Carini, 1941) e Hepatozoon sinimbui (Carini,
1942), somente H. ameivae apresenta dados moleculares, identificado por Picelli et al.
em (2020b) na Amazonia. Outras sequéncias de Hepatozoon sp. em lagartos depositadas
no banco de dados moleculares ndo estao identificadas a nivel de espécie, como descrito

em geckos (Harris et al., 2015) e em Pogona vitticeps (Mendoza-Roldan et al., 2021).



28

REFERENCIAS

BRANDAO, Reuber A.; ARAUJO, Alexandre FB. Changes in anuran species
richness and abundance resulting from hydroelectric dam flooding in Central Brazil.
Biotropica, v. 40, n. 2, p. 263-266, 2008.

BENSCH, Staffan et al. Linkage between nuclear and mitochondrial DNA
sequences in avian malaria parasites: multiple cases of cryptic speciation?. Evolution, v.
58,n.7,p. 1617-1621, 2004.

CAMPBELL, T. Exotic animal hematology and cytology. John Wiley & Sons,
2015. ISBN 1118611160.

CARINI, A. Sobre duas hemogregarines do Tupinambis teguixin. Rev Soc Scient
Séo Paulo, v. 4, p. 1-3, 1909.

CARINI, A.; RUDOLPH, M. Sur quelques hématozoaires de lézards au
Brésil. Bull Soc Pathol Exot, v. 5, p. 592-595, 1912.

CARINI, A. Sobre uma hemogregarina dos globulos vermelhos do lagarto

Cnemidophorus lemniscatus lemniscatus. Arq Biol, v. 25, p. 293-294, 1941.

CARINI, A. Sobre uma haemogregarina e um Plasmodium da Iguana
iguana. Arg Biol Sao Paulo, v. 26, p. 6-7, 1942.

COLLI, Guarino R.; BASTOS, Rogério P.; ARAUJO, Alexandre FB. The
character and dynamics of the Cerrado herpetofauna. The Cerrados of Brazil: ecology

and natural history of a Neotropical savanna, p. 223-241, 2002.

COLLI, Guarino R.; VIEIRA, Cecilia R.; DIANESE, José Carmine. Biodiversity

and conservation of the Cerrado: recent advances and old challenges. 2020.

COLVILLE, T. Anatomia e fisiologia clinica para medicina veterinaria.
Elsevier Health Sciences, 2011. ISBN 8535254722.



29

DESSER, S. S.; HONG, H.; MARTIN, D. S. The life history, ultrastructure, and
experimental transmission of Hepatozoon catesbianae n. comb., an apicomplexan
parasite of the bullfrog, Rana catesbeiana and the mosquito, Culex territans in Algonquin
Park, Ontario. The Journal of parasitology, p. 212-222, 1995. ISSN 0022-3395.

FERREIRA, Francisco C. et al. Molecular and pathological investigations of
Plasmodium parasites infecting striped forest whiptail lizards (Kentropyx calcarata) in
Brazil. Parasitology Research, v. 119, n. 8, p. 2631-2640, 2020.

FIEDLER, Nilton Cezar et al. Incéndios florestais no Parque Nacional da Serra
da Canastra: desafios para a conservacgéo da biodiversidade. Ciéncia Florestal, v. 14, n.
2, 2004.

FORTES, E. Parasitologia veterinaria. In: (Ed.). Parasitologia veterinéria:
icone, 2004.

GONZALEZ, Leydy P. et al. Haemocystidium spp., a species complex infecting
ancient aquatic turtles of the family Podocnemididae: First report of these parasites in
Podocnemis vogli from the Orinoquia. International Journal for Parasitology:
Parasites and Wildlife, v. 10, p. 299-309, 2019.

HELLGREN, Olof et al. Diversity and phylogeny of mitochondrial cytochrome
B lineages from six morphospecies of avian Haemoproteus (Haemosporida:

Haemoproteidae). Journal of Parasitology, v. 93, n. 4, p. 889-896, 2007.

HARRIS, David James; BORGES-NOJOSA, Diva Maria; MAIA, Jodo Pedro.
Prevalence and diversity of Hepatozoon in native and exotic geckos from Brazil. The
Journal of Parasitology, v. 101, n. 1, p. 80-85, 2015.

JACOBSON, E. R. Infectious diseases and pathology of reptiles: color atlas
and text. CRC Press, 2007. ISBN 1420004034.



30

KREIER, J. Parasitic Protozoa, vol. 4, Gregarines, Haemogregarines,
Coccidia, Plasmodia, and Haemoproteids: Academic Press, New York, San Francisco,
and London 1993.

LAINSON, R.; LANDAU, Irene; SHAW, J. J. On a new family of non-pigmented
parasites in the blood of reptiles: Garniidae fam. nov.,(Coccidiida: Haemosporidiidea).
Some species of the new genus Garnia. International Journal for Parasitology, v. 1, n.
3-4, p. 241-250, 1971.

LAVERAN A, Salimbeni AT (1909) Sur une hémogrégarin de Tupinambis
teguixin. C R Acad Sci 148:132

LEDO, Roger Maia Dias. Estrutura de comunidades e biogeografia de lagartos

em matas de galeria do cerrado. 2010.

LEVINE, N. et al. A newly revised classification of the protozoa. Journal of
Eukaryotic Microbiology, v. 27, n. 1, p. 37-58, 1980. ISSN 1550-7408.

MAIA, Jodo PMC; PERERA, Ana; HARRIS, D. James. Molecular survey and
microscopic examination of Hepatozoon Miller, 1908 (Apicomplexa: Adeleorina) in
lacertid lizards from the western Mediterranean. Folia Parasitologica, v. 59, n. 4, p. 241,
2012,

MAIA, Jodo P.; HARRIS, D. James; CARRANZA, Salvador. Reconstruction of
the evolutionary history of Haemosporida (Apicomplexa) based on the cyt b gene with
characterization of Haemocystidium in geckos (Squamata: Gekkota) from

Oman. Parasitology International, v. 65, n. 1, p. 5-11, 2016.

MARCHIAFAVA, Ettore; CELLI, Angelo. Weitere Untersuchungen tber die

Malaria infection. Fischer's medicinischer Buchhandlung, H. Kornfeld, 1885.

MATQOSO, R. V. Caracterizacdo morfologica e molecular de Haemoproteus
paramultipigmentatus (Apicomplexa: Haemosporida: Haemoproteidae) em aves
Columbiformes na Mata Atlantica, Brasil. 2017. Tese de Doutorado. Dissertation,

Universidade Federal de Juiz de Fora.



31

MATTA, Nubia E. et al. Plasmodium parasites in reptiles from the Colombia
Orinoco-Amazon basin: a re-description of Plasmodium kentropyxi Lainson R, Landau I,
Paperna I, 2001 and Plasmodium carmelinoi Lainson R, Franco CM, da Matta R,
2010. Parasitology research, v. 117, n. 5, p. 1357-1370, 2018.

MENDOZA-ROLDAN, Jairo Alfonso et al. Molecular detection of vector-borne
agents in ectoparasites and reptiles from Brazil. Ticks and tick-borne diseases, v. 12, n.
1, p. 101585, 2021.

NORMAN, Myers. Biodiversity hotspots revisited. BioScience, v. 53, n. 10, p.
916-917, 2003.

NOGUEIRA, Cristiano et al. Diversidade de répteis Squamata e evolucdo do
conhecimento faunistico no Cerrado. Cerrado: conhecimento cientifico quantitativo

como subsidio para acles de conservacao, p. 333-375, 2010

NOGUEIRA, Cristiano et al. Vicariance and endemism in a Neotropical savanna
hotspot: distribution patterns of Cerrado squamate reptiles. Journal of Biogeography, v.
38, n. 10, p. 1907-1922, 2011.

O'DONOGHUE, Peter. Haemoprotozoa: Making biological sense of molecular
phylogenies. International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife,
V. 6, n. 3, p. 241-256, 2017.

O'DWYER, L. H. et al. Prevalence of Hepatozoon spp. (Apicomplexa,
Hepatozoidae) among recently captured Brazilian snakes. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 55, n. 3, p. 309-314, 2003.

OPPLIGER, A.; CELERIER, M. L.; CLOBERT, J. Physiological and behaviour
changes in common lizards parasitized by haemogregarines. Parasitology, v. 113, n. 5,
p. 433-438, 1996.

OPPLIGER, A.; CLOBERT, J. Reduced tail regeneration in the common lizard,
Lacerta vivipara, parasitized by blood parasites. Functional Ecology, v. 11, n. 5, p. 652-



32

655, 1997.

PICELLI, Amanda M. et al. Under the light: high prevalence of haemoparasites
in lizards (Reptilia: Squamata) from Central Amazonia revealed by microscopy. Anais

da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 92, n. 2, 2020a.

PICELLI, Amanda Maria et al. Redescription of Hepatozoon ameivae (Carini and
Rudolph, 1912) from the lizard Ameiva ameiva (Linnaeus, 1758). Parasitology
Research, v. 119, n. 8, p. 2659-2666, 2020b.

PINEDA-CATALAN, Oscar et al. Revision of hemoproteid genera and
description and redescription of two species of chelonian hemoproteid parasites. The
Journal of parasitology, v. 99, n. 6, p. 1089-1098, 2013.

PERKINS, Susan L. Species concepts and malaria parasites: detecting a cryptic
species of Plasmodium. Proceedings of the Royal Society of London. Series B:
Biological Sciences, v. 267, n. 1459, p. 2345-2350, 2000.

PERKINS, Susan L. Malaria's many mates: past, present, and future of the
systematics of the order Haemosporida. Journal of Parasitology, v. 100, n. 1, p. 11-25,
2014.

RIBEIRO, Mauro Lambert. Reserva ecoldgica do IBGE: biodiversidade terrestre.
Rio de Janeiro: Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica—IBGE,
2011.

SEHGAL, R. Deforestation and avian infectious diseases. Journal of
experimental biology, v. 213, n. 6, p. 955-960, 2010. ISSN 0022-0949.

SILVA M, J.,; C.; BATES, J. M. Biogeographic Patterns and Conservation in the
South American Cerrado: A Tropical Savannah Hotspot. Bioscience, v. 52, n. 3, p. 225-
233, 2002.

TELFORD JR, S. R. Haemoparasites of reptiles. In: (Ed.). Diseases of
amphibians and reptiles: Springer, 1984. p. 385-517.



33

TELFORD JR, Sam R.; MOLER, Paul E.; BUTLER, J. F. Hepatozoon species of
the timber rattlesnake in northern Florida: Description of a new species, evidence of
salivary gland oocysts, and a natural cross-familial transmission of an Hepatozoon

species. Journal of Parasitology, v. 94, n. 2, p. 520-523, 2008.

TELFORD SR Jr (2009) Hemoparasites of the Reptilia: color atlas and text. CRC
Press, Boca Raton.

THRALL, M. A. Hematologia e bioquimica clinica veterinaria. Editora Roca,
2007. ISBN 8572416684.

UNGARI, Leticia Pereira et al. Molecular characterization and identification of
Hepatozoon species Miller, 1908 (Apicomplexa: Adeleina: Hepatozoidae) in captive

snakes from Brazil. Parasitology research, v. 117, n. 12, p. 3857-3865, 2018a.

UNGARI, Leticia Pereira et al. Haemogregarina podocnemis sp. nov.: description
of a new species of Haemogregarina Danilewsky 1885 (Adeleina: Haemogregarinaidae)
in free-living and captive yellow-spotted river turtles Podocnemis unifilis (Testudines:
Podocnemididae) from Brazil. Parasitology research, v. 117, n. 5, p. 1535-1548, 2018b.

UNGARI, Leticia Pereira et al. Description of a new species Hepatozoon
quagliattus sp. nov.(Apicomplexa: Adeleorina: Hepatozoidae), infecting the sleep snake,
Dipsas mikanii (Squamata: Colubridae: Dipsadinae) from Goias State, Brazil. Acta
Parasitologica, v. 66, n. 3, p. 871-880, 2021.

UNGARI, Leticia Pereira et al. Diversity of haemogregarine parasites infecting
Brazilian snakes from the Midwest and Southeast regions with a description of two new
species of Hepatozoon (Apicomplexa: Adeleorina: Hepatozoidae). Parasitology
International, v. 89, p. 102587, 2022.

VALKIUNAS, Gediminas. Avian malaria parasites and other haemosporidia.
CRC press, 2005.



34

VAN AS, Johann et al. A new lizard malaria parasite Plasmodium intabazwe n.
sp.(Apicomplexa: Haemospororida: Plasmodiidae) in the Afromontane Pseudocordylus
melanotus (Sauria: Cordylidae) with a review of African saurian malaria

parasites. Parasites & vectors, v. 9, n. 1, p. 1-15, 2016.

WENYON, C. M. Report of travelling pathologist and protozoologist. 3rd
Bep. Wellcome Trop. Bes. Lab. Khartoum, p. 141, 1909.



35

CAPITULO 2

New specie and insights of Hepatozoon (Apicomplexa: Adeleorina:
Hepatozoidae) in lizards from the Brazilian Midwest.

Resumo

O bioma Cerrado € a maior savana do mundo quando se fala em biodiversidade,
apresentando uma herpetofauna rica e com altos niveis de endemismo. No Brasil, 0s
estudos envolvendo Hepatozoon de répteis sdo bastante escassos €, mesmo nos dias
atuais, a maioria das espécies descritas apresentam somente dados morfoldgicos, trazendo
classificagbes taxondmicas um tanto conflitantes. Esse estudo avaliou por meio de
técnicas moleculares e de microscopia Optica, a ocorréncia da infeccdo por Hepatozoon
spp. em lagartos de vida livre do Cerrado e sua diversidade genética incluindo sequéncias
de répteis e roedores de todo territorio brasileiro. Foram coletadas 302 amostras de
sangue, de 19 espécies de lagartos, em trés locais do Cerrado, incluindo areas de transi¢do
Cerrado-Caatinga e Cerrado-Amazonia. Vinte sete amostras apresentaram positividade
na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e 8 tiveram resultado concordante na
microscopia Optica, destas, seis amostras positivas na microscopia e PCR, foram
selecionadas para sequenciamento. Foram realizadas PCRs com quatro conjuntos de
oligonucleotideos, visando diferentes regiGes do gene 18S rRNA de parasitos
Apicomplexa para formacdo de sequéncias consenso de ~ 683 a 1.550 pb. Anélises
moleculares e filogenéticas demonstram a deteccdo de pelo menos uma nova espécie de
Hepatozoon spp. infectando Tropidurus semitaeniatus, sendo o primeiro relato nessa
espécie. Novos isolados de Hepatozoon ameivae em Ameiva ameiva, apontam possivel
fluxo génico entre populacdes de diferentes unidades federativas. A rede de haplétipos
entre as ordens Rodentia e Squamata associada com analises estatisticas mostrou
separacao entre grupos, gerando evidéncias significativas para a pouca expressividade de
roedores na epidemiologia de transmissdo de Hepatozoon spp. entre répteis no Brasil até
0 presente momento. Este € o primeiro e mais extenso levantamento de Hepatozoon spp.
na regido Cerrado brasileiro, fornecendo dados inéditos com relatos de novas espécies e
rede de hapldtipos, trazendo novas perspectivas sobre a diversidade e epidemiologia
desse agente em lagartos do Brasil, que constata dados antes apenas hipotéticos para
presenca de diferenciacdo genética entre populagdes de roedores e répteis, ampliacdo da
faixa de distribuicdo geografica conhecida de espécies, identificacao de fluxo génico entre

Unidades Federativas, indicativos de especificidade de hospedeiro, além de contribuir
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substancialmente para estudos futuros na busca de taxonomias mais estruturadas e melhor
entendimento da epidemiologia de Hepatozoon spp. em répteis, no intuito de superar as

limitagOes atualmente existentes.

Palavras-chave: Hepatozoon, Lagartos, PCR, Cerrado, Brasil.
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1. Introducéo

Hemogregarinas do género Hepatozoon séo protozoarios Apicomplexa (Adelina:
Hepatozoidae), que possuem uma grande diversidade de hospedeiros vertebrados e
invertebrados, onde ocorre a reproducdo assexuada e sexuada, respectivamente. Dotados
de um ciclo de vida heteroxeno, necessitam de um ou mais hospedeiros intermediarios
até completar seu ciclo em um hospedeiro definitivo, também conhecidos como vetores
invertebrados. A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre por meio da ingestdo dos
vetores invertebrados, como carrapatos, moscas, mosquitos, acaros e sanguessugas
(Kreier, 1993; Maia et al, 2016; Perlez et al, 2019; André et al, 2022).

Os ciclos de vida de Hepatozoon nos répteis ainda sdo pouco elucidados. A
predacdo parece demonstrar uma rota significativa para essa classe, principalmente para
as serpentes, que possuem como potenciais presas os lagartos, roedores e anuros (André
et al, 2022; Zechmeisterova et al, 2021), podendo gerar uma sinonimia substancial de
hemogregarinas entre, por exemplo, serpentes e lagartos (Zechmeisterova et al, 2021).
Contudo, o conhecimento sobre os estigios de desenvolvimento do parasito nos
hospedeiros finais (invertebrados) permanece escasso (Harris et al, 2015).

O gene 18S rRNA tem se mostrado marcador singular e amplamente utilizado
para estudar a variacdo genética das hemogregarinas, sendo descobertos niveis
inesperadamente altos de diversidade (Harris et al., 2015; Maia et al, 2016). No Brasil,
das espécies de Hepatozoon descritas em lagartos, somente H. ameivae possuem dados
moleculares, recentemente inclusos (Picelli et al., 2020). Além disso, estudos aspirando
explorar a diversidade genética e a filogeografia de Hepatozoon em répteis do Brasil
nunca foram analisados.

O lagarto Teiideo Ameiva ameiva esta distribuido por grande parte das areas
tropicais e subtropicais da América do Sul, a leste dos Andes, estendendo-se ao norte até
0 Panama (Colli et al, 1991; Vitt et al, 2008 ). No Brasil, pode ser encontrado na maior
parte do pais. Em geral, apresenta-se abundante onde ocorre e aparentemente alcanca
densidades altas, tanto em &reas naturais quanto em regides que passaram por alteracoes
antropicas (Munhoz Sanches et al, 2021). Sdo heliotérmicos, de micro-habitat terrestre e
bastante ageis, uma das poucas espécies que ocorrem tanto em areas de mata como de
vegetacdo aberta, em dareas antropizadas e cidades (Vitt et al, 2008). Possuem
comportamento alimentar classificado como forrageador ativo e generalista, 0 que 0s
propicia uma dieta diversificada incluindo uma variedade de invertebrados e vertebrados
que dependerd, todavia, do que estara disponivel na regido, indicando um consumo maior

de gafanhotos, baratas, besouros, aranhas e larvas de insetos (Vitt e Colli, 1994; Vitt et
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al, 2008). Em areas de savana, como o bioma Cerrado, sua dieta consiste principalmente
de cupins (Vitt et al 2008). Por apresentarem porte médio podem consumir eventualmente
vertebrados, sendo os anuros as presas mais identificadas. O tamanho da presa geralmente
esta associado ao tamanho do lagarto (McBrayer, 2007; Vitt et al, 2008).

Nos estudos sobre Hepatozoon em répteis, A. ameiva ja foi identificada
hospedando a espécie H. ameivae em algumas regides do Brasil (Carini e Rudolph, 1912;
Lainson, de Souza e Franco, 2003; Sabagh et al. 2015; Picelli et al, 2020) e parece ser o
hospedeiro especifico para esta espécie.

Os lagartos da espécie Tropidurus semitaeniatus, pertencem a familia
Tropiduridae, considerada como uma das familias de lagartos com maior nimero de
espécies neotropicais reconhecidas (Passos, Lima e Borges-Nojosa, 2011). Habitante da
Caatinga nordestina, possuem habitos saxicolas, sendo encontrados em afloramento
rochosos, porém também podem ser observados em zonas de transicdo menos xéricas em
direcdo a Mata Atlantica em zonas de transicdo ou remanescentes desta, e em altitudes de
1000 metros acima do nivel do mar em campos rupestres (Ribeiro, 2010; Ribeiro e Freire,
2011; Carvalho, 2013; Maia-Carneiro e Rocha, 2021). Séo considerados forrageadores
de espreita (Ribeiro e Freire, 2011), tendo como caracteristica marcante, sua conformacao
morfoldgica, apresentando evidente achatamento dorsoventral do corpo, que lhes permite
explorar com facilidade as fendas presentes nas rochas, importante para seu refligio de
predadores (Passos, Lima e Borges-Nojosa, 2011). Com relacdo a presenca de
hemogregarinas, até onde sabemos e até 0 momento deste estudo, ndo existem relatos
anteriores sobre hemoparasitos nessa especie.

O presente trabalho teve como objetivo investigar, por meio de técnicas
moleculares e analise microscopica, a ocorréncia da infeccdo por Hepatozoon em lagartos
de vida livre do Cerrado brasileiro, bem como a identificacdo das espécies encontradas.
Adicionalmente, este trabalho também objetivou avaliar a diversidade genética desses
parasitos assim como sua relacdo genética com isolados de Hepatozoon de roedores e de

répteis de todo territdrio brasileiro .

2. Materiais e Métodos

2.1 Captura dos animais e locais de amostragem

As capturas e puncdo venosa dos animais deste trabalho, foram realizadas nas
areas da Reserva Ecoldgica do IBGE (15°56°41°’S e 47°53°07’W), Distrito Federal,


https://link.springer.com/article/10.1007/s00436-020-06760-x#ref-CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s00436-020-06760-x#ref-CR27
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Parque Nacional Serra das Confusdes (44°2520.31"W, 9°28'1.11"S e 44°21'33.91"W,
9°25'20.17"S), Piaui e Parque Nacional Mario Viana (-14.706632°, -52.352665°), Mato
Grosso. Regides pertencentes ao bioma Cerrado do centro do Brasil e areas de transi¢do
Cerrado-Caatinga e Cerrado-Amazonia, respectivamente. Foram analisadas amostras de
sangue de trezentos e dois (302) lagartos de vida livre, capturados através de armadilhas
de interceptacdo e queda (pitfall traps) (Cechin & Martins, 2000) e busca ativa, no periodo
de janeiro de 2018 a janeiro de 2020, identificados de acordo com Nogueira, Colli,
Martins (2009) (Tabela Suplementar 1). A colheita de amostra sanguinea foi realizada
pela veia caudal ventral ou jugular, respeitando o limite de até 10% da massa corporal,
com a utilizacdo de agulhas de calibre 25x7 ou 20x5, dependendo do tamanho do animal
e seringas de 1ml previamente rinsadas com EDTA, evitando coagulacdo da amostra
durante a colheita. As colheitas de sangue foram realizadas sempre no periodo da manha.
Esfregacos de sangue foram preparados em duplicata ainda no campo, em laminas de
vidro especificas para a microscopia, usando cerca de 5 pl da amostra de sangue inicial.
Os esfregacos foram secos ao ar em temperatura ambiente e armazenados até a coloragéo.

As amostras foram armazenadas em caixa térmica refrigerada até o retorno ao
laboratdrio de campo, onde foi centrifugado para a separagédo do plasma e concentrado de
células e posteriormente congelados. O concentrado de células e as laminas foram
encaminhados ao Laboratério de Patologia Clinica Veterindria da Universidade de
Brasilia para a realizacao dos testes moleculares e analise microscopica, respectivamente.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Brasilia, sob o numero 43/2019, assim como pelo Sistema de

Autorizacéo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO), numero 62568-2.

2.2 Analise Microscépica

Os esfregacos sanguineos foram fixados e corados pelo método de Rosenfeld e as
laminas foram montadas com Entelan e laminulas para permitir o armazenamento a longo
prazo.

Para a pesquisa de hemoparasitos, os esfregacos foram analisados em microscépio
optico Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) no aumento de 400x
e 1000x por até 20 minutos (Bromwich & Schall, 1986). Todas as laminas foram
examinadas por dois patologistas clinicos veterinarios sem conhecimento prévio dos

resultados obtidos.
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As laminas parasitadas foram cuidadosamente examinadas e as imagens
capturadas no aumento de 1000x por uma camera digital Leica DM750 acoplada e

processadas com LAS V4.8 (Leica Microsystems Suiza Limited 2015).

2.3 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das amostras foi extraido a partir de 10 pl de sangue, com auxilio de kits
comerciais (lllustra Blood genomicPrep Mini Spin kit, GE Healthcare®, Piscataway,
NJ.), seguindo a metodologia proposta pelo fabricante. Para confirmar a presenca de
material gendmico de répteis e assegurar a qualidade das amostras extraidas, todas as
amostras de DNA foram testadas por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para o gene Citocromo Oxidase, subunidade | (COIl), especifico para répteis (Nagy et al.,
2012).

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a uma PCR de triagem,
utilizando o conjunto de oligonucleotideos Hemol e Hemo2 (Tabela 1), que amplifica a
regido 18S rRNA do grupo das hemogregarinas, obtendo um fragmento de
aproximadamente 1000 pares de base (pb) (Perkins; Keller, 2001). Amostras positivas
tanto na microscopia Optica, quanto na PCR de triagem, foram submetidas a
caracterizacdo molecular, utilizando outros trés conjuntos de oligonucleotideos visando
amplificar por meio da PCR regides diferentes do gene 18s rRNA de parasitos
apicomplexa para a formacdo de uma sequéncia consenso (Tabela 1 e Figura 1). Para
melhor compreensdo, os conjuntos de oligonucleotideos testados neste estudo, foram
denominados por nimeros de regides. Regido 1 - oligonucleotideos Ham-1 e Hepf-2;
Regido 2 — oligonucleotideos Hemo-1 e Hemo-2; Regido 3 - oligonucleotideos Hep300 e
Hep900; Regido 4 — oligonucleotideos Heple Hep-4 (Figura 1).



Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no estudo.
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Oligonucleo Sequéncia 5°- 3’ Espécie alvo Regido pb Referéncia
tideos alvo
Ham-1 GCCAGTAGTCATATGCTTGTC Piroplasmideos 18SRNA  ~1760 CRIADO-
FORNELIO et al.,
2006
Hpf-2 GACTTCTCCTTCGTCTAAG
Hemol TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG Hemogregarinas 18S rRNA ~1000 PERKINS;
KELLER, 2001.
Hemo?2 CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC
Hep-1mod CGCGAAATTACCCAATTCTA Hepatozoon 18S rRNA ~670 SPOLIDORIO et
al.,
Hep-4 TAAGGTGCTGAAGGAGTCGTTTAT 2009.
Hep300 GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG Hepatozoon 18S rRNA ~ 660 UJVARI;
MADSEN;
OLSSON, 2004
Hep900 CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC
COI-F TNT TMT CAA CNA ACC ACA AAG A Reépteis Col 664 NAGY etal., 2012
COI-R ACT TCT GGR TGK CCA AAR AAT CA
18S rRNA 1800 pb
e
B -y —————————— ———— —— —— — — — = ==
‘ __________ _ Hem;:g;é:l:moz

Hep300 — Hep900
Regido 3

Hep-1mod — Hep-4
Regido 4

Figura 1. Representacao do gene 18S rRNA completo e as regides de anelamento de cada
conjunto de oligonucleotideos utilizados neste estudo para formagdo da sequéncia
consenso. Ham1- Hpf2 (cor azul), Hemol — Hemo2 (cor vermelha), Hep300 — Hep900
(cor verde) e Hep-1mod — Hep4 (cor laranja).

Na mistura da PCR para os oligonucleotideos Ham-1 e Hpf-2 utilizou-se um
volume final de 25uL na reacdo com solugdo tampao 10X, 1,0mM de MgCl2, 0,2mM de
dNTP a 25mmol, 0,2uL de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA),
2ulL de DNA, 1,0uL de cada oligonucleotideo (10 mM). O protocolo de amplificagdo
consistiu na desnaturacdo inicial a 98°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 98°C por 10
segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por 2 min, com um periodo de extensdo adicional
de 10 min a 72°C (CRIADO-FORNELIO et al., 2006) com alteragdo na temperatura de

anelamento.
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A mistura da PCR para os oligonucleotideos Hemo-1 e Hemo-2 utilizou um
volume final de 25uL na reagdo com solugao tampao 10X, 1,0mM de MgCI2, 0,2mM de
dNTP a 25mmol, 0,25uL de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA),
luL de DNA, 1,0uL de cada oligonucleotideo (10 mM). O protocolo de amplificacdo
consistiu na desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min e depois submetidas a 35 ciclos de
94°C por 1 minuto, 48°C por 1 minuto e 72°C por 1 min, com um periodo de extensdo
adicional de 5 min a 72°C (PERKINS; KELLER, 2001).

Para os oligonucleotideos Hep-1mod e Hep4, foram utilizados 1puL das amostras
de DNA na mistura da reagdo com volume final de 25uL contendo solugao tampao a 10X,
0,75 mM de MgClI2, 0,2mM de trifosfato de desoxinucleotideo (ANTp) a 25 mmol, 0,2uL
de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1,0uL de cada primer (10
mM). O ensaio de amplificagdo consistiu na desnaturagéo inicial a 95°C por 3 minutos,
40 ciclos repetitivos de 15 segundos a 95°C, 40 segundos por 53°C, e 40 segundos por
72°C, com extensdo final a 72°C por 5 minutos (Spolidorio et al 2009).

O protocolo de amplificagdo dos oligonucleotideos Hep300 e Hep900 consistiu
na desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos repetitivos de 30 segundos a 94°C,
30 segundos por 60°C, e 1 minuto por 72°C, com extensao final a 72°C por 10 minutos.
A mistura da PCR utilizou solu¢do tampéo a 10X, 0,75mM de MgClI2, 0,2mM de dNTP
a 25mmol, 0,2uLL. de TagDNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1uL de
DNA, 1,0uL de cada primer (10 mM), e agua Milli-Q® purificada para obter um volume
final de 25uL na reag¢do, com alteragdo no numero de ciclos (UJVARI; MADSEN;
OLSSON, 2004).

Todas as amostras foram testadas em duplicata e no mesmo aparelho
termociclador (Biorad® C1000TM Thermal Cycler, Hercules, CA.). Como controle
negativo foi utilizada a agua ultrapura Milli-Q® autoclavada e como controle positivo,
amostras de DNA de animais naturalmente infectados por Hepatozoon spp., previamente
confirmadas por sequenciamento. Posteriormente, submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corados em banho de Brometo de etidio, e examinados sob luz
transiluminadora UV (UV transiluminator®, UVP LLC, Upland,32 CA).

2.4 Purificacéo dos produtos das PCRs, sequenciamento e analise molecular
Os produtos da PCR com tamanho dos pares de bases esperados para cada

conjunto de oligonucleotideos utilizados, foram purificados utilizando o kit PureLink™
Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit (Invitrogen®, Calsbad, CA)
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conforme recomendacdes do fabricante. As amostras purificadas foram mantidas a -20°C
e encaminhadas para a realizacdo do sequenciamento genético. As amostras foram
sequenciadas no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO) da
UNESP em Jaboticabal, por método de Sanger, em sequenciador automéatico com 96
capilares ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California
(CA), utilizando os oligonucleotideos especificos para cada PCR realizada.

As sequéncias foram trimadas e sua qualidade analisada com base no
cromatograma e no ‘“Phred quality score”. Uma sequéncia consenso de cada isolado foi
construida por meio do programa Geneious v. 9.0.5. As sequéncias foram submetidas a

ferramenta BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) utilizando o banco de dados

“non-redundant” (nr). As sequéncias do presente estudo serdo depositadas no banco de
dados GenBank.

O filograma foi construido por andlise bayesiana utilizando fragmentos parciais
do gene 18S rRNA (cerca de 536 nt) de 90 isolados, sendo 87 destes, de Hepatozoon spp.
oriundos de mamiferos, répteis e anfibios do Brasil e de outros continentes. O
alinhamento foi realizado usando o algoritmo Clustal Omega. A arvore foi construida
com o software MrBayes v3.2 por meio do modelo "General Time Reversible" (GTR)
com distribuicdo gama (+G) como matriz de substituicdo de acordo com o programa
JModelTest v2.1.10. O algoritmo Monte Carlo Markov Chain (MCMC) foi realizado com
4 cadeias ao longo de 1.000.000 gera¢des amostradas a cada 100. Os primeiros 25% das
geracOes foram descartados como "burn-in". Trés sequéncias do género Adelina sp. foram
utilizados como grupo externo.

Duas redes de haplotipos foram construidas. Apenas isolados de Hepatozoon spp.
de lagartos, serpentes e roedores do Brasil foram utilizados. Uma busca extensiva foi
realizada para incluir todas as sequéncias brasileiras de Hepatozoon que tivessem sido
identificadas em um desses hospedeiros. Uma rede foi obtida com base na localizacédo
dos isolados por unidade federativa e a outra, com base no grupo de hospedeiro (lagartos,
serpentes e roedores). Foram utilizadas 55 sequéncias oriundas tanto do banco de dados
GenBank (n=49) quanto do presente estudo (n=6). Somente as que possuiam tamanho
adequado e que correspondessem a mesma regido nucleotidica foram incluidas. O
alinhamento final possuia cerca de 300 nucleotideos (nt). A rede de haplotipos foi
realizada no software POpART v.1.7 pelo método "Median Joining". O programa DnaSP
v. 6 foi empregado para calcular a diversidade de nucleotideos (), nimero de hapldtipos
(h), diversidade haplotipica (Dh), nimero médio de diferengas de nucleotideos (K) e

namero de sitios segregantes (S) entre os isolados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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A distancia genética p para as quatro sequéncias obtidas no presente estudo foi
calculada no programa MEGA X. Foram incluidas na matriz as sequéncias que mais se
aproximavam filogeneticamente dos isolados, as que possuiam menor e-value no
BLASTN. e as que possuiam no minimo 1.200 nt. O modelo empregado foi “Kimura 2-
parameter” (K2P). O parametro alpha foi estimado previamente.

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada por meio do programa
Arlequin v.3.11. As populagdes foram divididas em trés com base nos grupos de
hospedeiros: lagartos, serpentes e roedores. Foram utilizadas 10.000 permutacdes e a

analise foi executada locus por locus.

3. Resultados

Foram analisadas 302 amostras de DNA de lagartos por meio da PCR e
microscopia de luz. Das amostras analisadas, vinte e sete (8,9%) foram positivas para
Hepatozoon sp. por meio da PCR (Tabela 2 e 3) e destas, houve visualizagdo de
gametocitos intra-eritrocitarios em oito (8) esfregacos sanguineos (Figura 2, 3 e 4). Seis
destas amostras (6/8), demonstraram positividade nas quatro regifes 18S rRNA utilizadas
neste estudo, produzindo sequéncias parciais de ~ 683 a 1.550 nucleotideos, das
sequéncias consenso geradas, representada pelas espécies Ameiva ameiva e Tropidurus

semitaeniatus, das regides do Distrito Federal e Piaui, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 2. Relacdo das espécies de lagartos coletados e positivos para
Hemogregarinas na triagem molecular (PCR) de acordo com a regido amostrada e sexo.

ID ESPECIE REGIAO SEXO TRIAGEM ESFREGACO
(PCR) SANGUINEO
13 Ameiva DF M + -
ameiva
150 Ameiva PI NI* +
ameiva
37 Ameiva DF F +
ameiva
169 Ameiva PI F +
ameiva
176 Ameiva MT F +
ameiva
189 Ameiva DF F +
ameiva
190 Ameiva DF J +
ameiva
192 Ameiva PI J +
ameiva
193 Ameiva PI F +
ameiva
291 Ameiva MT M +

ameiva
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Legenda: DF: Distrito Federal, PI: Piaui e MT: Mato Grosso. M: Macho, F: Fémea, J:

Jovem, *NI: (N&o identificado).

Tabela 3. Numero de animais positivos para Hepatozoon na triagem molecular, segundo
a espécie e local de captura.

ESPECIE

Ameiva ameiva

Ameivula ocellifera
Hemidactylus brasilianus
Salvator merianae
Tropidurus itambere
Tropidurus oreadicus
Tropidurus semitaeniatus

TOTAL

Legenda: DF: Distrito Federal, PI: Piaui e MT: Mato Grosso.

O oOwoooo

REGIAO
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Tabela 4. Numero de espécies de lagartos positivas para Hepatozoon spp. por
microscopia Optica e testes moleculares (PCR).

Espécie Regido Ham-1/ Hpf-2 Hemol/Hemo?2 Hep300/Hep900 Hepl/Hep4
(Regido 1) (Regiao 2/ (Regido 3) (Regiao 4)
TRIAGEM)
Ameiva ameiva DF + + + +
Ameiva ameiva DF + + + +
Tropidurus semitaeniatus PI + + + +
Tropidurus semitaeniatus PI + + + +
Tropidurus semitaeniatus PI + + + +
Tropidurus semitaeniatus PI + + + +
Salvator merianae PI - + - +
Tropidurus oreadicus PI - + - +

Figura 2. Gametdcitos de Hepatozoon ameivae em esfregagcos sanguineos de lagartos
Ameiva ameiva do Cerrado, Brasil.

Figura 3. Gametdcitos de Hepatozoon sp. em esfregaco sanguineo de lagarto Tropidurus
semitaeniatus, Piaui, Brasil. (Isolado L173).
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Figura 4. Gametocitos de Hepatozoon sp. em esfregacos sanguineos de lagartos
Tropidurus semitaeniatus, Piaui, Brasil. Isolados L174 (A e B), L175 (Ce D) e L113 (E
eF).

Na analise por BLASTN, o isolado de Hepatozoon L173, identificado no lagarto
Tropidurus semitaeniatus, da regido do Piaui, apresentou identidade de 98,86% com
cobertura de 100% para Hepatozoon sp. (MH174343), sequéncia oriunda de carrapato
Ornithodoros atacamensis do Chile (Mufioz-Leal et al, 2019) (Tabela 5). Os dados
também evidenciam uma distancia genética p de 1,09% entre elas (Tabela 6). No
filograma, a sequéncia L173 deste estudo e a sequéncia Hepatozoon sp. (MH174343)
formam um clado monofilético com bom suporte, porém nota-se, por meio dos tamanhos
dos ramos, distancia filogenética consideravel entre os isolados, obtida por analise
bayesiana (Figura 5).

As sequéncias L113, L174 e L175 apresentaram 100% de identidade entre si e, na
analise por BLASTn, 99,24%, 99,10% e 99,05% respectivamente, com 100% de
cobertura, para o isolado Hepatozoon sp. clone PS001 (OM033664) (Tabela 5). Na arvore
filogenética, as trés sequéncias formaram um clado com baixo suporte com as sequéncias
Hepatozoon sp. clone PS001 (OMO033664) e Hepatozoon trigeminum (ON262424).
Contudo, pode-se observar também que os isolados L113, L174 e L175 formam um clado
monofilético com bom suporte entre si, além de possuirem uma distancia filogenética
consideravel em relacdo a esses dois isolados (Hepatozoon sp. clone PS001 e Hepatozoon
trigeminum), identificada pela disparidade no tamanho dos ramos (Figura 5). A distancia
genética p apresentada entre os isolados anteriormente descritos e as sequéncias
OMO033664 e ONZ262424, visualizadas no filograma, foi de 0,78% e 1,01%,
respectivamente (Tabela 6).
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As sequéncias L159 e L20 geradas neste estudo apresentaram, na analise por
BLASTN, identidade de 98,84% e 98%, com uma cobertura de 99% e 98,96%,
respectivamente, com a sequéncia OM033664 (Tabela 5). A sequéncia L159 apresentou
distancia genética p de 1,25% (Tabela 6). Vale ressaltar, que ambas as sequéncias (L159
e L20), apresentaram identidade de 100% entre elas e que a sequéncia L20 nao foi
incluida na Tabela 6 pelo seu tamanho reduzido.

Na analise filogenética, as sequéncias L159 e L20 apresentam-se em um clado
monofilético de bom suporte com sequéncias de H. ameivae (MN833642, MN833641 e
MN833640) de lagartos da espécie Ameiva ameiva da Amazonia brasileira (Picelli et al.,
2020) (Figura 5) que incluem todas as sequéncias disponiveis no GenBank dessa espécie.
A identidade no alinhamento par a par entre as sequéncias, utilizando o algoritmo Smith-
Waterman, foi de 100% entre elas. Através da microscopia Optica, também foi possivel
observar similaridade na morfologia entre os hemoparasitos encontrados em lagartos A.
ameiva deste estudo com H. ameivae identificados em lagartos da Amaz6nia, visto que
0s gamontes dessa espécie em especial, possuem caracteristica morfolégica marcante,
apresentando gametdcitos alongados, grandes e largos, com nucleo excéntrico,
extremidades arredondadas e com frequéncia sobrepondo-se aos nucleos dos eritrocitos

parasitados, como descrito por Picelli et al. (2020) (Figura 2).

Tabela 5. Valores de identidade apresentados através da analise BLASTn dos isolados
testados.

Tamanho da Sequéncias com

Sequéncias Identidade (% Cobertura (% E-value s ¢ Paises Hospedeiro
9 sequéncia (bp) (%) (%) maior identidade e
oon sp. clone

Seq_174 1550 99.10% 100% 0.0 PS001 (OM033664.1) Brasil Monodelphis domestica
Hepatozoon sp. clone

Seq_175 1474 99.05% 100% 00 PS001 (OM033664.1)  Brasil Monodelphis domestica
Hepatozoon sp. clone

Seq_113 1320 99.24% 100% 0.0 PS001 (OMO33664.1)  Brasil Monodelphis domestica

Hepatozoon sp
o a solate HepOatd o

Seq_173 1405 98.86% 100% 0.0 (MH174343.1) Chile Omithodoros atacamensis
Hepatozoon sp. clone

Seq_159 1393 98.84% 99% 0.0 PS001 (OM033664.1) Brasil Monodelphis domestica
Hepatozoon sp. clone

Seq_20 683 98.0% 98.96% 0.0 PS001 (OM033664.1)  Brasil Monodeiphis domestica
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Tabela 6. Matriz de distancia genética p. Somente as sequéncias mais proximas
filogeneticamente dos isolados obtidos no presente estudo e com no minimo 1.250 nt
foram incluidas.

L173 MH174343 ON262426 ON236891 ON237359 L1589 L113 L174 ON262424 OM033664
L173
MH174343 1,09%
ON262426 1,80% 1,09%
‘ON236891 2,03% 1,33% 1,02%
ON237359 1,64% 0,94% 0,55% 0,47%
L159 2,73% 2,18% 2,58% 1,88% 2,42%
L113 2,65% 2,03% 2,42% 2,19% 2,26% 1,72%
L174 2,65% 2,03% 2,42% 2,19% 2,26% 1,72% 0,00%
ON262424 1,95% 1,33% 1,56% 1,95% 1,56% 1,48% 1.01% 1.01%
OM033664 2,18% 1,56% 1,95% 1,72% 1,80% 1,25% 0,78% 0,78% 0,55%
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Figura 5. Arvore filogenética obtida por analise bayesiana de fragmentos parciais do
gene rRNA 18S (536 nt) de 87 isolados de Hepatozoon. Probabilidades posteriores
iguais a 0,90 ou mais sdo representadas por asteriscos. As sequéncias obtidas no
presente estudo se encontram destacadas em vermelho.
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Duas redes de haplotipos foram construidas, utilizando unicamente isolados de
Hepatozoon sp. de lagartos, serpentes e roedores do Brasil. Uma rede foi obtida com base
na localizagcdo dos isolados por estados (Figura 6) e a outra, com base em grupo de
hospedeiros (lagartos, serpentes e roedores; Figura 7), utilizando o marcador 18S rRNA
com fragmentos de aproximadamente 300 pb, em uma pesquisa extensa e rigorosa, com
o intuito de incluir o maximo de sequéncias brasileiras possiveis depositadas no GenBank
em conjunto com as sequéncias obtidas neste estudo.

As redes revelam a existéncia de 21 haplétipos distribuidos em 14 unidades
federativas do Brasil. Na rede de estados, nossos isolados se organizaram em trés
haplotipos distintos, apresentando H10 como um haplétipo com um Unico isolado, a
sequéncia L173, o haplétipo 13 (H13), incluindo as sequéncias L20 e L159 em lagartos
A. ameiva de Brasilia em conjunto com os isolados MN833642 e MN833641 de H.
ameivae em lagartos da mesma espécie da Amazénia e o haplotipo 17 (H17), contendo
as sequéncias L113, L174 e L175 deste estudo. Nota-se também que os diferentes
isolados de Hepatozoon tanto em répteis quanto em roedores possuem ampla distribuicéo
pelo territorio brasileiro, inclusive com isolados de uma mesma espécie distribuindo-se
por regides geograficamente distantes (Figura 6).

A rede de haplotipos baseada em hospedeiros, demonstra separa¢do dos grupos
de isolados de roedores e répteis. As sequéncias de roedores se agrupam nos haplétipos
(H1, H2, H3 e H21) e sdo facilmente visualizadas no canto superior esquerdo da rede. Ja
as espécies de répteis, se apresentam distribuidas em toda regido excedente da rede, como
também, ndo se observa compartilhamento de hospedeiros (ex: roedores/répteis) no
mesmo haplétipo (Figura 7). Devido ao escasso numero de sequéncias adequadas
depositadas no GenBank, nao foi possivel incluir o grupo de marsupiais nem crocodiliano
neste estudo. Os resultados da anélise dos indices de diversidade obtidos com isolados
brasileiros de Hepatozoon de lagartos, serpentes e roedores, estdo descritos na Tabela 7.

Por meio da anélise bayesiana, foram identificados quatro grupos genéticos entre
as populactes de Hepatozoon em roedores, lagartos e serpentes. O grupo de isolados de
roedores apresenta-se como um Unico grupo genético. O conjunto de lagartos demonstra
trés grupos genéticos, um dos quais € compartilhado por roedores (representado por duas
sequéncias) e outro por serpentes. Por sua vez, 0 grupo das serpentes apresenta uma
maior diversidade, possuindo os quatro grupos genéticos, porém com dois deles formado
por menor nimero de isolados. Um desses isolados demonstrou compartilhar um
ancestral comum em relagdo aos isolados do grupo genéticos dos roedores. Observa-se

separagdo genética entre os grupos, com bom suporte (P < 0,005) entre si (Figura 8).



52

A anélise de variancia molecular (AMOVA) também demonstra a separacéo
genética entre os grupos Squamata e Rodentia, apresentando Fct = 0,43 (separacdo
genética entre grupos) e Fst = 0,51 (diferenciacdo genética dentro das populagdes) (p-
value < 0,001), confirmando estruturacéo genética moderada de bom suporte (Tabela 8).
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Figura 6. Rede de haplotipos de isolados de Hepatozoon brasileiros com base nas unidades federativas onde
foram coletados.
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Figura 7. Rede de haplétipos de isolados de Hepatozoon brasileiros com base em trés grupos de hospedeiros
(lagartos, serpentes e roedores).
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Tabela 7. indices de diversidade genética. Analise obtida com isolados de Hepatozoon
obtidos de lagartos, serpentes e roedores no Brasil com base no gene 18S rRNA.

Namero de haplétipos (h) Diversidade haplotipica (Hd) Diversidade nucleotidica (Pi) Numero de sitios variaveis (S) Numero médio de diferencas nucleotidicas (k)

21 0,873 0,02429 a5 6,65618

Rodents Lizards Snakes

- &

Figura 8. Analise bayesiana da estrutura populacional de isolados de Hepatozoon obtidos
de lagartos, serpentes e roedores no Brasil com base no gene rRNA 18S. A andlise indica
quatro grupos genéticos distribuidos pelo pais.

Tabela 8. Resultados do teste AMOVA com isolados de Hepatozoon brasileiros com
base no gene 18S rRNA. Trés populacGes foram consideradas com base no hospedeiro
(lagartos, serpentes e roedores).

Soma dos quadrados  Variancia Variancia % indices de fixagdo
Nenhum grupo definido
Entre populagdes 84,223 2,228 45,55
Dentro das populagbes 135,851 2,663 54,45 Fst=0,45"
Total 220,074 4,892
Dois grupos (Squamata + Rodentia)
Entre grupos 74,125 2,385 43,20 Fet=0,43*
Entre populagdes dentro dos grupos 10,098 0,472 8,55 Fsc=0,15*
Dentro das populagbes 135,851 2,664 48,25 Fst=0,51*
Total 220,074 5,521
*p-value<0,001

Legenda: Fst: Diferenga genética dentro das populacgdes, Fct: Diferenca genética entre
grupos; Fsc: Diferenca genética entre popula¢@es dentro dos grupos.
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4. Discussao

No presente trabalho foram analisadas 302 amostras de DNA de sangue de
lagartos de 19 espécies por meio da PCR e microscopia de luz. Vinte e sete (27) amostras
foram positivas para Hepatozoon sp. através da PCR, ocorrendo visualizacdo de
gametdcitos intra-eritrocitarios em oito (8) esfregacos sanguineos. Seis das oito amostras
positivas tanto na PCR quanto na microscopia (6/8), representada pelas espécies A.
ameiva e T. semitaeniatus, das regibes do Distrito Federal e estado do Piaui,
respectivamente apresentaram positividade nas quatro regifes 18S rRNA utilizadas neste
estudo, produzindo sequéncias parciais de ~ 683 a 1.550 nucleotideos, das sequéncias
consenso geradas. A espécie T. semitaeniatus atuou com 50% (4/8) do total de espécies
infectadas por Hepatozoon identificadas por microscopia Optica. Este é o primeiro relato
deste agente utilizando T. semitaeniatus como hospedeiro. Até onde sabemos, essa
também sera a primeira identificacdo de hemoparasitos nessa espécie.

A érvore filogenética demonstra que o isolado L173 oriundo de lagarto T.
semitaeniatus deste estudo, é filogeneticamente mais proximo da sequéncia de
Hepatozoon sp. (MH174343), identificado em carrapato O. atacamensis. Segundo
Mufioz-Leal et al, 2019, o carrapato infectado foi coletado no ambiente, sob rochas
frequentadas por lagartos do género Liolaemus em Chafiaral, Chile. A descri¢do da regido
especificada por Mufioz-Leal et al. (2019) apresenta algumas semelhangas com as
encontradas na regido de coleta do T. semitaeniatus infectado neste estudo, visto que essa
espécie possui habitos saxicolas (Ribeiro e Freire, 2011; Carvalho, 2013; Maia-Carneiro
e Rocha, 2021), sendo coletado em regido de lajedos do Parque Serra da Capivara no
Piaui. Estas duas sequéncias formam um clado monofilético com bom suporte, no
entanto, observa-se que o isolado L173 possui um ramo maior e mais independente
guando comparado ao MH174343 e ao ancestral comum mais recente que compartilham,
0 que demonstra, associado a distancia genética p acima de 1% que sao espécies distintas.

O isolado L173 aponta informag0es relevantes nas analises moleculares realizadas
neste trabalho considerando a utilizagdo do marcador 18S rRNA, altamente conservado
para a especie (Maia et al, 2016), e dados de diferenciacdo entre espécies sugeridos pela
literatura a partir de 1% de distancia genetica p (Barta et al, 2012; Cook et al, 2015;
Borges-Nojosa et al, 2017; Picelli et al, 2020). A presenca de identidade par a par de
98,86% e 1,09% de distancia genética com a sequéncia de Hepatozoon sp. (MH174343),

somada a indicagdo de distancia filogenética e topologia observada no filograma,
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concordam fortemente para a presenca de uma nova espécie de Hepatozoon sp.
identificada neste estudo.

A analise das sequéncias L113, L174 e L175, geraram resultados conflitantes. O
conjunto de dados obtidos atraves das analises moleculares, trouxeram questionamentos
importantes sobre a possibilidade de uma nova espécie ou uma maior diversidade com a
presenca de novos gendtipos dentro da espécie H. trigeminum. O que trouxe indagacéo
foi que, ao analisar as sequéncias OM033664 (Weck et al. 2022) e ON262424 (Ugari et
al, 2022), a identidade para a par entre elas ¢ de 100%, distancia p de 0,55% e no
filograma, se apresentam no mesmo clado monofilético, com ramos igualmente
alinhados, demonstrando indices que corroboram se tratar da mesma espécie denominada
por Ugari et al. (2022), de H. trigeminum. Contudo, ao se comparar os dados obtidos
neste estudo ( L113, L174 e L175) com as sequéncias anteriormente descritas, obtém-se
resultados que dificultam em um primeiro momento a classificacdo dos isolados a nivel
de espécie. Como apresentado na Tabela 5, indices de identidade de 99,24%, 99,10% e
99,03% respectivamente foram observados e distancia p para sequéncia OM033664
(Weck et al. 2022) de 0,78%. Distancia distinta foi observada para sequéncia de H.
trigeminum ONZ262424 (Ugari et al, 2022), apresentando 1,01% (Tabela 6). Como ja
citado por outros autores (Barta et al, 2012 ; Cook et al, 2015 ; Borges-Nojosa et al, 2017;
Picelli et al, 2020), threshold de 1% é consideravel para distingdo de espécies dentro do
género Hepatozoon.

Ao incluirmos os dados da analise filogenética, observa-se que as sequéncias de
H. trigeminum detectadas em marsupial Monodelphis domestica e em serpente
Oxyrhopus trigeminus e as identificadas neste trabalho, se agrupam no mesmo clado,
todavia, ndo apresentam bom suporte, 0 que, de acordo com a analise bayesiana, ndo é
possivel afirmar real estruturacdo do clado monofilético. Nossas sequéncias, no entanto,
apresentam-se em um ramo maior, agrupando-se todas em um mesmo clado monofilético
e de bom suporte, que somados a identidade par a par e a distancia p, confirmam se tratar
da mesma espécie de Hepatozoon sp.

E provével que essa relacio esteja refletindo a atuacéo do lagarto T. semitaeniatus
como primeiro hospedeiro intermediario ou paraténico para serpentes O. trigeminus,
atuando como parte do ciclo de vida de Hepatozoon, para alcancar o segundo hospedeiro
vertebrado. Apesar dos poucos dados elucidados sobre o ciclo de vida de Hepatozoon em
répteis, sabe-se que é frequente sua transmissdo pela ingestdo do vetor invertebrado ou
através de predacdo de hospedeiros vertebrados, como anuros, lagartos e roedores (Picelli

etal, 2020; Ugari et al, 2022). Mikalauskas et al. (2017), relatam em seu estudo a presenca
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de predacéo de serpentes O. trigeminus em lagartos do género Tropidurus. Em estudo
que contempla a herpetofauna da Serra das Confusdes, Dal Vechio et. (2016), descrevem
as espécies O. trigeminus e T. semitaeniatus como presentes na regido. Figueiredo et al.
(2007), também apontam os marsupiais da espécie M. domestica como integrantes da
fauna da Serra das Confus6es. Dados que corroboram com nossa hipétese presa-predador.
Outra acdo possivel seria a atuacdo de vetores invertebrados que ndo possuem
especificidade para hospedeiros ou até mesmo por parasitismo acidental, carrearem esse
agente para outras espécies dentro daquele nicho ecoldgico, visto que todas as espécies
agrupadas nesse clado encontram-se presentes na mesma regido, podendo gerar
adaptacdes génicas entre espécies com a formacdo de novos genotipos/espécies de
Hepatozoon sp. Corroborando com nossa hip6tese de Castro Jacinavicius et al. (2021),
identificou &caros hematdfagos da ordem Trombidiforme parasitando lagartos do género
Tropidurus, bem como marsupiais M. domestica na Regido do Parque Nacional Serra das
Confusbes. Dados morfologicos e morfométricos contribuem significativamente para a
classificacdo das espécies dentro da perspectiva de taxonomia integrativa e, nesse caso,
faz-se necessario para a definigdo desta possivel nova espécie em lagartos.

Recursos de bioinformatica utilizando algoritmos de andlise bayesiana e de
méaxima verossimilhanca com sequéncias maiores e menores foram recrutadas na
tentativa de se obter um clado de bom suporte. Uma pesquisa extensa também foi
realizada no intuito de inserir todas as sequéncias de répteis do Brasil, com fragmentos
adequados, como também, sequéncias representativas de outros continentes, aumentando
assim informacdes de sua diversidade. Diferentes marcadores, incluindo nucleares e
mitocondriais, também poderiam auxiliar, no ponto de vista molecular, na elucidacéo ou
da presenca de mais uma espécie de Hepatozoon sp. em T. semitaeniatus ou de novos
isolados de H. trigeminum presente no Cerrado brasileiro.

Uma das caracteristicas presente em todas as espécies do género Tropidurus além
do comportamento de forrageamento destinado a matéria vegetal e varios artropodes,
especialmente o insetivoro (Ribeiro e Freire, 2011), € a existéncia das “bolsas acarianos”,
que sdo dobras ou pregas dérmicas muitas vezes profundas e com quantidade de escamas
reduzidas, que oportunizam a agregacdo e colonizacdo dos acaros (Rodrigues, 1987,
Delfino et al., 2011). Nelas, sé&o frequentemente encontrados &caros da Ordem
Trombidiforme, apontada como a principal ordem parasitaria de lagartos (Cunha-Barros
et al., 2003 ; Carvalho et al., 2006; Mendoza-Roldan et al., 2020; Mendoza-Roldan et al.,
2021), que em seu estagio larval possui habito parasitario, podendo gerar dermatites,

perda de sangue, como também atuar como vetores de agentes infecciosos (Delfino et al.,
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2011; Chaisiri et al., 2019), enquanto os outros estagios apresentam-se de vida livre com
habito predatorio (Chaisiri et al., 2019). Estes acaros podem se apresentar na coloracao
amarela, vermelha ou branca, a depender de sua alimentagdo e sua localizacdo é
amplamente utilizada na diferenciacdo entre espécies do género Tropiduros (Rodrigues,
1987). Essa estreita relacdo parasito-hospedeiro associada a grande quantidade de animais
infectados detectados nesse estudo, gera indicativos da possivel atuacdo desses acaros
como vetores de Hepatozoon em lagartos, atuando de alguma forma na epidemiologia
dessa infec¢do. Outros estudos também j& levantaram a hipoOtese desses acaros
hematofagos atuarem como potenciais vetores de Rickettsia (Poinar, Poinar, 1998;
Mendoza-Roldan et al., 2021), Anaplasma (Fernanez-Soto, Pérez-Sanchez, Encinas-
Grandes, 2001) e Borrelia (Literak et al, 2008). Em recente estudo, Mendoza-Roldan et
al. (2021) identificaram isolados de Hepatozoon sp. em &caros da Ordem Trombidiforme,
um deles era oriundo de um lagarto gecko, corroborando com nossa suspeita. Estudos
futuros de competéncia vetorial tornam-se necessarios, no intuito de confirmar essa
hipétese.

Os dados de L150 e L20 deste estudo obtidos da filogenia e da identidade de 100%
no alinhamento par a par com as sequéncias de lagartos A. ameiva da Amazénia (Picelli
et al, 2020), além das caracteristicas de similaridade morfoldgica e espécie hospedeira,
corroboram para afirmacéo de que ambas pertencam a mesma espécie H. ameivae. Ambas
também se agruparam no mesmo haplétipo (H13), como observado na rede de hapl6tipos
(Figura 6 e Figura 7). A sequéncia L150 é a primeira da espécie a apresentar tamanho de
um fragmento do gene 18S rRNA superior a 1.000 pb, fornecendo uma melhor
caracterizagdo molecular de H. ameivae. Além disso, mesmo sendo de regibes
geograficamente distantes, duas do Distrito Federal (presente estudo), e as outras do
Amazonas, elas compartilham 100 % de identidade entre si. Mais estudos sdo necessarios
para avaliar se ha fluxo génico desse agente entre as populacfes dessas duas regides. Se
ha fluxo génico, tais achados lancam conjecturas de como esse fluxo pode ocorrer
biologicamente? Atuacdo de dispersdo dessas espécies por varios biomas, carreamento
por vetores, migragdo acidental?

Duas redes de haplétipos foram construidas, utilizando somente isolados de
Hepatozoon sp. de lagartos, serpentes e roedores do Brasil. Uma rede contendo o0s
isolados por estados e a outra, com base em grupo de hospedeiros (lagartos, serpentes e
roedores), sendo a primeira rede de hapl6tipos contendo isolados de répteis e roedores no

Brasil.
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Na rede de estados, os haplétipos com maior numero de sequéncias, em sua
maioria, possuem sequéncias de diferentes unidades federativas, como observado nos
haplétipos H8, H13, H16 e H18 de répteis, apresentando distancias geograficas
consideraveis, como demonstrado pelo hapl6tipo H13, entre Distrito Federal e Amazonas.
Além disso, observa-se que 0 grupo Hepatozoon em répteis e roedores possui alta
diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica, o que significa a existéncia de
um grande namero de haplétipos que se distinguem por poucas mutacdes. 1sso evidencia
a diversidade genética desse grupo e a necessidade de detec¢do e caracterizagdo molecular
de mais isolados nesses hospedeiros (Tabela 7).

Outras localidades ja identificaram a presenca de H. ameivae, sendo descrita pela
primeira vez em Minas Gerais (Carini e Rudolph, 1912), posteriormente no Para (Lainson
et al, 2003), Rio de Janeiro (Sabagh et al. 2015) e Amazonas (Picelli et al, 2020), tendo
apenas o trabalho de Picelli et al. (2020) e o presente estudo dados moleculares e
morfologicos associados. Outro fato importante € a presenca do mesmo hospedeiro A.
ameiva, em todos os relatos de identificacdo. A espécie A. ameiva se apresenta com uma
vasta distribuicdo geografica, amplamente distribuido na América do Sul e estados
brasileiros, sendo considerado um lagarto ubiquo e generalista, com grande capacidade
de adaptacdo, inclusive a areas degradadas (Vitt e Colli, 1994, Picelli et al, 2020). Tal
grau de difusdo, parece favorecer a disseminacdo do agente através de vetores
invertebrados infectados, corroborando com a possibilidade de fluxo génico observado
entre as regides de Brasilia e Amazonas. Devido ao numero limitado de dados
moleculares de H. ameivae disponiveis nos bancos de dados de sequéncias, tornaram as
inferéncias limitadas, atribuindo apenas estas duas regides do Brasil. No entanto, abrem-
se perspectivas para a realizacdo de mais estudos, utilizando a taxonomia integrativa.
Nossos resultados, fortalecem a hipotese de A. ameiva atuar de forma especifica como
hospedeiro intermediario H. ameivae.

A proximidade de sequéncias de repteis a isolados de pequenos mamiferos € algo
frequentemente visto na literatura. Em geral, um dos clados formados pelo género
Hepatozoon, agrupa isolados de répteis e pequenos mamiferos, como 0s roedores
(Hamsikova, Z. et al, 2016; De Sousa, et al, 2017; Perles et al, 2019; Zechmeisterova et
al, 2021). ExploracGes sobre essas relacfes levantam suposi¢des da importancia dos
roedores dentro da epidemiologia de Hepatozoon em répteis. Na tentativa de elucidacéo
desses questionamentos, foram realizados ensaios moleculares/estatisticos para tal,
trazendo resultados significativos. Dados obtidos através da rede de haplétipos por grupo

de hospedeiros expbem que o0 conjunto de sequéncias de roedores demonstram-se
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distantes e distintos dos isolados de répteis. Para confirmacdo de forma estatistica,
analises bayesiana de estruturacdo e de variancia molecular foram implementadas,
corroborando com bom suporte estatistico (p < 0,05) e Fct = 0,43/ Fst = 051 (p < 0,001),
respectivamente, com os resultados obtidos pela rede de haplétipos por grupos. Validando
a presenca de estruturacdo genética entre os isolados brasileiros de Hepatozoon de
hospedeiros da ordem Squamata quando comparados a ordem Rodentia. Esta estruturacao
evidencia que os roedores provavelmente ndo s&o um componente importante na
epidemiologia de transmissdo de Hepatozoon entre répteis, embora ainda possam
participar, como observado na analise bayesiana (Figura 8). Talvez, tais similaridades
estejam mais relacionadas a uma transmissdo acidental por compartilhamento de vetores

invertebrados infectados, podendo gerar adaptacfes génicas aos novos hospedeiros.

5. Concluséao

Os resultados obtidos através deste estudo demonstram a ocorréncia de 8,9% de
lagartos do Cerrado brasileiro infectados por Hepatozoon spp., identificados por meio de
deteccdo molecular, sendo oito destes, positivos similarmente por microscopia éptica.
Relata também, a presenca de pelo menos uma nova espécie de Hepatozoon sp. em
lagartos T. semitaeniatus, assim como, o primeiro relato da atuacdo dessa espécie como
hospedeira. Apresenta novos isolados de H. ameivae em lagartos A. ameiva, dessa vez,
presentes no Brasil Central. Nossa descri¢cdo amplia a faixa de distribuicdo geografica
conhecida de H. ameivae, e levanta a possibilidade de fluxo génico entre populagdes de
diferentes unidades federativas, como também aumenta os indicativos de especificidade
de hospedeiro. Além disso, destaca-se a primeira rede de haplo6tipos entre sequéncias de
roedores e répteis, validando a presenca de diferenciacao genética entre essas ordens. Por
fim, nosso estudo abre perspectivas para realizacdo de mais pesquisas que somardo com
os dados até o momento obtidos, no intuito de elucidar lacunas existentes, para construcao
de taxonomias mais estruturadas e melhor entendimento da epidemiologia de Hepatozoon

em répteis.
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CAPITULO 3

Notavel diversidade de espécies de Plasmodium em lagartos do Cerrado brasileiro,

incluindo o relato de uma nova espécie.

Resumo

Parasito causador da malaria sadria o género Plasmodium é conhecido por sua grande
distribuicdo geogréfica e diversidade taxondmica. O advento da biologia molecular traz
subsidios importantes para recuperacao das relacdes evolutivas desse agente, que até os
dias atuais apresentam dados obscuros e subestimados, demonstrando papel significativo
no desenvolvimento da taxonomia integrativa. Este estudo investigou, por meio de
técnicas moleculares e analise microscdpica, a ocorréncia da infeccdo por Plasmodium
em lagartos de vida livre do Cerrado brasileiro e a diversidade das espécies encontradas.
No total, 302 lagartos passaram por triagem molecular e microscopica, 61 (20,2%)
amostras apresentaram-se positivas na triagem molecular, incluindo 18 com resultado
concordante na microscopia. Dezesseis amostras foram sequenciadas, visando o gene
mitocondrial cyt b de Plasmodium spp., sendo o primeiro levantamento molecular dessa
ordem neste bioma. Os resultados obtidos apresentam grande diversidade entre e
interespécies até entdo desconhecidas para essa regido. Aqui ndo s6 descrevemos novos
isolados de Plasmodium ouropretensis, Plasmodium tropiduri tropiduri, Plasmodium
kentropyxi, Plasmodium carmelinoi e Plasmodium azurophilum, como o relato de uma
nova espécie de Plasmodium sp. A identificacdo inédita de Plasmodium azurophilum no
Brasil amplia a faixa de distribuicdo mundial deste agente, bem como de seu hospedeiro
Hoplocercus spinosus, apontando primeira descricdo de infeccdo por organismos
pertencentes ao Filo apicomplexa nesta espécie. Ademais, todas as informacdes contidas
neste trabalho abrem um leque notavel para grandes estudos em um territério que por

muitos anos permaneceu inexplorado.

Palavras-chave: Plasmodium, Lagartos, Cytb, Cerrado, Brasil.
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1. Introducéo

Parasitos plasmodideos ou também conhecidos como parasitos da maléria, séo
protozoarios pertencentes ao Filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae. Possuem uma
vasta diversidade taxonémica, apresentando distribuicdo por todos os continentes
quentes, estando entre os parasitos protozodrios intracelulares mais difundidos, onde
exploram uma grande quantidade de hospedeiros invertebrados e vertebrados, como
mamiferos, répteis e anfibios (Levine, 1988; Perkins e Schall, 2002; Ferreira et al., 2020).

Historicamente, antes da descoberta da biologia molecular, parasitélogos
realizavam classificacfes taxondmicas através da microscopia Optica. As identificacGes
eram relacionadas a mudancas de hospedeiros, caracteristicas na histéria de vida, vetores,
habitat. No entanto, apds a inclusdo dos teste moleculares, a precisdo dessas classificacfes
tem sido questionada (Perkins e Schall, 2002; Pineda-Catalan et al., 2013; Van As et al.,
2016). Segundo Perkins e Schall, (2002), os tracos morfolégicos visualizados na
microscopia de luz sdo muitas vezes distorcidos pela preservacdo, e os tracos da historia
de vida podem evoluir de forma convergente com base nas pressdes ecologicas
experimentadas pelos parasitos. Estudos utilizando dados moleculares apresentam
historias evolutivas independentes para parasitos morfologicamente semelhantes
(Perkins, 2000; Palinauskas et al., 2015; Coérdoba et al., 2021), voltando-se a importancia
da taxonomia integrativa.

A conceituacao para delimitacdo de espécies para hemosporideos é uma questdo
que gera controvérsia no meio cientifico (Gonzélez et al., 2019; Cérdoba et al., 2021).
Autores como Hellgren et al. (2007) e Valkitinas et al. (2009) sugerem que linhagens cytb
do género Haemoproteus com distancia genética maior que 5% estdo associadas a
espécies diferentes. Apesar disso, no proprio estudo de Hellgren et al. (2007), duas
morfoespécies diferiram em apenas 0,7%. Distancia genética de 3% para 0 género
Plasmodium em lagartos podem ser um indicador de espécies diferentes, mesmo com
semelhanga na morfologia (Perkins, 2000; Gonzalez et al., 2019). No entanto, em recente
estudo, Plasmodium ouropretensis foi descrito por Cérdoba et al. (2021), que
identificaram duas linhagens filogenéticas distintas de amostras com morfologia
semelhantes a Plasmodium tropiduri tropiduri, e com distancia genética média do gene
cytb de 2,7%. VariacOes médias de 1,7% a 4, 8% de distancia genética entre sequéncias

cytb para espécies de Plasmodium em répteis tém sido encontradas (Cdédoba et al., 2021),
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demonstrando a importancia do uso concomitante de ferramentas morfologicas, genéticas
e ecoldgicas para uma classificagcdo taxondmica acurada.

InvestigacOes envolvendo Plasmodium em lagartos com dados moleculares
associados sdo escassos no Brasil (Harris el at., 2019; Ferreira et al., 2020; Cérdoba et
al.,, 2021). Picelli et al. (2020), apresentam um levantamento morfolégico de
hemoparasitos em lagartos na regido da Amazbnia brasileira, onde a ordem
Haemosporida apresentou maior prevaléncia de animais infectados, demonstrando
aparente difusdo desse agente neste bioma. No Cerrado, até onde sabemos, ndo se
apresentam relatos com dados moleculares de Plasmodium em lagartos e os dados
morfologicos dessa ordem sdo escassos e pontuais (Carini, 1941; Lainson et al., 1971).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo, investigar por meio de
técnicas moleculares e analise microscdpica, a ocorréncia da infeccdo por Plasmodium
em lagartos de vida livre do Cerrado brasileiro, bem como, a identificacdo e diversidade
das espécies encontradas, sendo o primeiro levantamento molecular dessa ordem neste

bioma.

2. Material e Métodos

2.1 Captura dos animais e locais de amostragem

As capturas e puncdo venosa dos animais foram realizadas em regides
pertencentes ao bioma Cerrado do Brasil: nas areas da Reserva Ecoldgica do IBGE
(15°56°41°°S ¢ 47°53°07°°W), Distrito Federal; do Parque Nacional Serra das Confusfes
(44°25'20.31"W, 9°28'1.11"S, 44°21'33.91"W, 9°2520.17"S, 44°19'56.14"W,
9°28'26.74"S, 44°18'27.14"W, 9°27'47.49"S), Piaui; e Parque Nacional Mario Viana
(14.706632°, 52.352665°), Mato Grosso. Foram avaliados trezentos e dois (302) lagartos
de vida livre, capturados através de armadilhas de interceptacdo e queda (Cechin &
Martins, 2000), no periodo de janeiro de 2018 a janeiro de 2020, identificados de acordo
com Nogueira, Colli, Martins (2009) (Tabela Suplementar 1). A colheita da amostra
sanguinea foi realizada pela veia caudal ventral ou jugular, respeitando o limite de até
10% da massa corporal, com a utilizacdo de agulhas de calibre 25x7 ou 20x5, dependendo
do tamanho do animal e seringas de 1ml previamente rinsada com EDTA, evitando
coagulacdo da amostra durante a colheita. As coletas de sangue foram realizadas sempre
no periodo da manhd. Esfregagos de sangue foram preparados em duplicata ainda no

campo, em laminas de vidro especificas para a microscopia, usando cerca de 5 pl da
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amostra de sangue inicial. Os esfregacos foram secos ao ar em temperatura ambiente e
armazenados até a coloracao.

As amostras foram armazenadas em caixa térmica refrigerada até o retorno ao
laboratério de campo, onde foi centrifugado para a separacéo do plasma e concentrado de
células e posteriormente congelados. O concentrado de células e os esfregacos foram
encaminhados ao Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade de
Brasilia para a realizagao dos testes moleculares e analise microscopica, respectivamente.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Brasilia, sob o numero 43/2019, assim como pelo Sistema de

Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), numero 62568-2.

2.2 Analise Microscépica

Os esfregacos foram corados pelo método de Rosenfeld e as laminas foram
montadas com Entelan e laminulas para preservacdo da qualidade do material a longo
prazo.

Para a pesquisa de hemoparasitos, os esfregacos foram analisados em microscépio
Optico Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) no aumento de 400x
e 1000x por até 20 minutos (Bromwich & Schall, 1986). As laminas de amostras
parasitadas foram cuidadosamente examinadas e as imagens capturadas por uma camera
digital Leica DM750 acoplada e processadas com LAS V4.8 (Leica Microsystems Suiza
Limited 2015).

2.3 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das amostras foi extraido a partir de 10 pul de sangue, com auxilio de kits
comerciais (lllustra Blood genomicPrep Mini Spin kit, GE Healthcare®, Piscataway,
NJ.), seguindo a metodologia proposta pelo fabricante. O DNA foi testado por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene citocromo oxidase subunidade |
(CQI), especifico para repteis (Nagy et al., 2012), para confirmar a presenca de material
gendmico de répteis e assegurando a qualidade das amostras extraidas.

As amostras de DNA foram submetidas a PCR para amplificagdo parcial do gene
citocromo b (cyt b), com a utilizagdo dos oligonucleotideos 3760F (5'-
GAGTGGATGGTGTTTTAGAT-3") e 4292R (5'-TGGAACAATATGTARAGGAGT-
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3"), geralmente utilizados para a deteccdo de Haemoproteus e Plasmodium, amplificando
um fragmento de 533pb (Beadell et al. 2004).

Amostras positivas foram submetidas a novos testes moleculares para parasitos
hemosporideos atraves da Nested PCR, com a utilizacdo dos oligonucleotideos descritos
por Pacheco et al. (2020), que possuem como regido alvo o gene mitocondrial citocromo
b (cyt b, 1,131 pb). Nesta PCR foram utilizados os oligonucleotideos externos AE298
(5’>-TGTAATGCCTAGACGTATTCC-3%) e AE299 (5°-
GTCAAWCAAACATGAATATAGAC-3’), seguindo as mesmas condigdes descritas
por Pacheco et al. (2020), e os oligonucleotideos internos AE064 (5°-
TCTATTAATTTAGYWAAAGCAC-3) e AE066 (5-
GCTTGGGAGCTGTAATCATAAT-3").

As condicdes da Nested PCR foram: volume final de 25uL na reagdo com solugao
tampao 10X, 2,0mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,25uL de TagDNA
Polymerase 5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), l,uL de DNA, 1,0uL de cada
oligonucleotideo (10 mM). O protocolo de amplificacdo consistiu na desnaturacdo inicial
a 94°C por 1 min, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto e 72°C por 2 min,
com extensdo final de 10 min a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
(533 pb) e 1,0% (1,131 pb), corados em banho de brometo de etidio, e examinados sob
luz transiluminadora UV (UV transiluminator®, UVP LLC, Upland,32 CA). Todas as
amostras foram testadas em duplicata (Biorad® C1000TM Thermal Cycler, Hercules,
CA.). Para controle negativo foi utilizada agua ultrapura Milli-Q® autoclavada e controle
positivo, amostras de DNA de animais naturalmente infectados por Hemosporideos
previamente sequenciados. As amostras que apresentaram melhores reacdes e

concentracdes de DNA foram selecionadas para sequenciamento.

2.4 Purificacao de produtos das PCRs, sequenciamento e analise genética

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o kit PureLink™ Quick
Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit (Invitrogen®, Calsbad, CA), conforme
recomendacdes do fabricante, e suas sequéncias foram determinadas em sequenciador
automatico por método de Sanger, em sequenciador automatico com 96 capilares ABI
3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA), utilizando
os oligonucleotideos especificos para cada PCR realizada.
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A trimagem e a analise da qualidade das sequéncias foram realizadas por meio do
programa Geneious v. 9.0.5. Uma sequéncia consenso de cada isolado foi construida, e o
cromatograma ¢ o ‘“Phred quality score” avaliados. A ferramenta BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) foi empregada utilizando as sequéncias do

presente estudo por meio do banco de dados “non-redundant” (nr). As sequéncias do
presente estudo serdo depositadas no banco de dados GenBank.

A éarvore filogenética foi construida por anélise bayesiana utilizando fragmentos
parciais do gene citocromo b (cerca de 500 nt) de 48 isolados de Plasmodium oriundos
de répteis do Brasil e de outros continentes. O alinhamento foi realizado usando o
algoritmo Clustal Omega. A arvore com maxima credibilidade foi construida com o
software BEAST v2.6.3 por meio do modelo "General Time Reversible” (GTR) com
distribuicdo gama (+G) e sitios invariantes (I+) como matriz de substitui¢do de acordo
com o programa jModelTest v2.1.10. Foi utilizado o modelo de relégio molecular estrito
assumindo tamanho populacional constante como modelo demografico. O algoritmo
Monte Carlo Markov Chain (MCMC) foi realizado ao longo de 10.000.000 geracdes
amostradas a cada 1.000. Os primeiros 25% das geracoes foram descartados como "burn-
in" por meio do programa TreeAnnotator v1.8.4. A convergéncia dos parametros foi
avaliada pelo programa Tracer v1.7.1 Uma sequéncia da espécie Hemoproteus columbae
foi utilizada como grupo externo.

A distancia genética p para as sequéncias obtidas no presente estudo foi calculada
no programa MEGA X. Foram incluidas na matriz as sequéncias que mais se
aproximavam filogeneticamente dos isolados, as que possuiam menor e-value no
BLASTN e as que possuiam no minimo 500 nt. O modelo empregado foi “Kimura 2-

parameter” (K2P). O parametro alpha foi estimado previamente.

3. Resultados e Discussao

No presente estudo foram coletadas 20 espécies de lagartos e analisadas 302
amostras de DNA por meio da PCR. Sessenta e uma (61/302) amostras de lagartos foram
positivas para Plasmodium spp. (Tabela 1 e 2), destas, houve visualizacdo de
gametdcitos intra-eritrocitarios em dezoito (18) esfregacos sanguineos. No intuito de
realizar a caracterizagdo molecular, as 61 amostras positivas na triagem, foram
novamente testadas, dessa vez, utilizando Nested PCR, com oligonucleotideos descritos
por Pacheco et al. (2020) (Tabela 1), amplificando 44 amostras, onde, dezesseis (16/44),

representadas pelas especies Ameiva ameiva, Ameivula ocellifera, Copeoglossum
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nigropunctatum, Hoplocercus spinosus, Notomabuya Frenata, Tropidurus itambere e
Tropidurus oreadicus apresentaram melhores reacdes e concentracdes de DNA e foram
selecionadas para sequenciamento. Sendo este, 0 primeiro e mais extenso levantamento
molecular e microscopico de agentes hemosporideos infectando uma ampla quantidade

de espécies de lagartos de vida livre ja realizado no Cerrado brasileiro.

Tabela. 1 Relacdo das amostras por espécies de lagartos positivas para hemosporideos
na analise molecular (PCR) e microscépica, de acordo com a regido de colheita e sexo.

IDENTIFI ESPECIE REGIAO SEXO TRIAGEM NESTED ESFREGACO
CACAO (PCR) (PCR) SANGUINEO
84 Ameiva ameiva PI F + +
105 Ameiva ameiva Pl M + +
150 Ameiva ameiva PI NI + + +
L165* Ameiva ameiva Pl F + + +
169 Ameiva ameiva PI F + + +
176 Ameiva ameiva MT F + + +
L168* Ameiva ameiva DF F + +
L169* Ameivula ocellifera Pl M + + +
L170* Ameivula ocellifera PI F + + +
238 Ameivula ocellifera Pl M + +
72 Ameivula ocellifera PI NI + -
74 Ameivula ocellifera Pl NI + -
87 Ameivula ocellifera PI F + -
89 Ameivula ocellifera PI M + -
96 Ameivula ocellifera PI M + -
101 Ameivula ocellifera PI M + -
104 Ameivula ocellifera PI M + -
110 Ameivula ocellifera Pl NI + -
124 Ameivula ocellifera PI F + -
127 Ameivula ocellifera Pl M + -
140 Ameivula ocellifera PI M + -
240 Ameivula ocellifera Pl M + +
81 Brasiliscincus heathi PI M + -
204 Brasiliscincus heathi Pl M + -
9 Copeoglossum nigropunctatum DF M + + +
L171* Copeoglossum nigropunctatum DF M + +
206 Copeoglossum nigropunctatum DF M + +
L172* Copeoglossum nigropunctatum DF M + +
205 Copeoglossum nigropunctatum DF M + -
L173* Hoplocercus spinosus Pl M + +
L174* Notomabuya frenata DF F + + +
L175* Notomabuya frenata DF F + + +
33 Notomabuya frenata DF F + + +
43 Notomabuya frenata DF F + +
51 Notomabuya frenata DF M + +
54 Notomabuya frenata DF M + +
L177* Notomabuya frenata DF M + + +
64 Notomabuya frenata DF F + +



L154* Notomabuya frenata
L179* Notomabuya frenata
281 Notomabuya frenata
282 Notomabuya frenata
L180* Tropidurus itambere
91 Tropidurus oreadicus
94 Tropidurus oreadicus
97 Tropidurus oreadicus
L181* Tropidurus oreadicus
83 Tropidurus oreadicus
88 Tropidurus oreadicus
100 Tropidurus oreadicus
132 Tropidurus oreadicus
137 Tropidurus oreadicus
144 Tropidurus oreadicus
151 Tropidurus oreadicus
165 Tropidurus oreadicus
L185* Tropidurus oreadicus
180 Tropidurus oreadicus
221 Tropidurus oreadicus
224 Tropidurus oreadicus
L186* Tropidurus oreadicus
229 Tropidurus oreadicus

DF
DF
DF
DF
DF
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
Pl
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Legenda: M: Macho; F: Fémea; NI: N&o identificado; *(Sequéncias deste estudo).

Tabela. 2 Espécies e nimero de animais testados na triagem molecular através dos

oligonucleotideos cytb 3760F e 4292R (533pb).

ESPECIES

Ameiva ameiva
Ameivula ocellifera
Brasiliscincus heathi

Copeoglossum nigropunctatum
Hoplocercus spinosus
Notomabuya frenata
Tropidurus itambere
Tropidurus oreadicus
Colobosaura modesta
Enyalius capetinga
Gymnodactylus
Hemidactylus brasilianus
Iguana iguana
Micrablepharus maximiliani
Polychrus acutirotris
Salvator merianae
Tropidurus semitaeniatus
Tropidurus hispidus
Tropidurus torquatus

TOTAL

N° ANIMAIS
POSITIVOS

7
15

CoocooococoocococogrraNn

(3]
-

20
14
17
29
8
7
25
46
1
10

== O 01 01

N
Lt

241

N° ANIMAIS
NEGATIVOS

TOTAL

27
29
19
34
9
19
26
64
1
10

= =0 01 01

N
P&

302
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As sequéncias oriundas da espécie hospedeira Notomabuya frenata da regido do
Distrito federal (L174, L177, L178, L179 e L175) formaram um clado monofilético de
bom suporte, distantes filogeneticamente de espécies de Plasmodium sp. ja descritas
(Figura 1). O clado formado compde somente sequéncias obtidas neste estudo, sem
nenhum isolado anteriormente conhecido participando do mesmo clado. Estas sequéncias
apresentam 100% de identidade entre elas, com exce¢do de L175, apresentando 99,7%
de identidade entre as demais, diferindo-se em apenas dois nucleotideos.

Outro clado monofilético com bom suporte inclui as sequéncias L174, L177,
L178, L179 e L175 tambeém foi gerado, porém acrescido das sequéncias L171 e L172
(Figura 1). Esses dois altimos isolados sdo provenientes da espécie Copeoglossum
nigropunctatum, coletados no Distrito Federal e apresentaram 98,2% de identidade e
1,8% de distancia genética p entre si (Tabela 4). Ao analisar a identidade entre as
sequéncias L171 e L172 com as L174, L177, L178, L179, as identidades obtidas
foram de 98,9% e 98%, respectivamente. Para o isolado L175 foi obtida identidades de
98,6% e 97,7% , respectivamente.

As identidades obtidas de 97,7% a 100% entre sete sequéncias (L171, L172, L174,
L177,L178,L179 e L175), de lagartos das espécies Notomabuya frenata e Copeoglossum
nigropunctatum, bem como as distancias genéticas destas sequéncias com outras espécies
de Plasmodium em lagartos até o0 momento identificadas (Tabela 4) demonstram tratar-
se da mesma espécie de Plasmodium sp. A estruturacdo dessas sequéncias em clado
monofilético de bom suporte, com a formagdo de um clado independente (Figura 1)
reiteram esta classificacdo. Os dados conjuntamente também evidenciam a presenca de
uma espécie inédita de Plasmodium sp. infectando lagartos N. frenata e C.
nigropunctatum na regido do Distrito Federal. Estes dados ndo s6 alimentam a ciéncia
com dados inéditos, mas também com dados robustos, descrevendo esta nova espécie a
partir de sete isolados, incluindo duas espécies hospedeiras distintas e em uma regiao, até
onde sabemos, nunca antes estudada. Dados sdo necessarios para pesquisas em
hemoparasitos de répteis, visto que a amostragem limitada resulta na falta de taxons de
hospedeiros reptilianos e em alguns casos, pode interferir na sustentacdo da classificagdo
de espécies e até mesmo em subdivisao de géneros (Gozalez et al., 2019).

Neste estudo, o género Tropidurus foi parasitado por dois isolados (L180 e L181).
No BLASTN a sequéncia L180 oriunda de lagarto da espécie Tropidurus itambere, obtida
na regido do Distrito Federal, demonstrou 99,36% de identidade com 100% de cobertura
para 0 isolado MW491390 de Plasmodium ouropretensis depositado no GenBank

(Tabela 3). Ja a amostra L181 coletada na regido do Piaui em Tropidurus oreadicus,
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apresentou 100% de identidade com 100% de cobertura para o isolado MW491389 de
Plasmodium ouropretensis depositado no GenBank (Tabela 3).

Na arvore filogenética é possivel observar que as duas sequéncias se agruparam
no mesmo clado com bom suporte (Figura 1). A identidade observada entre os isolados
L180 e L181, foram de 99,4%, diferindo em trés nucleotideos. Ambas as amostras,
apresentam esfregacos sanguineos com presenca de hemacias infectadas com estruturas
sugestivas de parasitas hemosporideos (Figura 2).

Os indices de identidade no BLASTn e a formag&o de um clado monofilético bem
suportado visualizado no filograma entre os isolados do género Tropidurus L180 e L181
(Figura 1) e as sequéncias de Plasmodium ouropretensis depositadas no Genbank (Tabela
3), trazem subsidios que confirmam a presenca de mais dois isolados de Plasmodium
ouropretensis no Brasil, nas regies do Distrito Federal e Piaui, aumentando o
conhecimento de geodistribuicdo desse agente em lagartos, que até entdo s6 havia relato
em Tropidurus torquatus no Sudeste do Brasil (Cordoba et al., 2021). Essa espécie foi
recentemente descrita por Coérdoba et al. (2021), onde identificou duas linhagens
filogenéticas distintas de amostras com morfologia semelhantes a P. tropiduri tropiduri,
uma infectando eritrécitos e outra infectando células néo eritrocitarias em lagartos. A
linhagem encontrada através de infeccdo em eritrocitos demonstrou compartilhamento de
seu ancestral comum mais recente com espécies de Plasmodium que infectam eritrécitos
detectados na Colémbia (P. carmelinoi e P. kentropyxi) (Matta et al., 2018), sendo
descrita como P. tropiduri tropiduri, conferindo o primeiro relato com dados
morfoldgicos e moleculares desta espécie. A linhagem néo eritrocitica, formou um clado
bem sustentado com P. leucocytica, parasito que infecta glébulos brancos de lagartos nas
ilhas do Caribe (Telford, 2009; Cérdoba et al., 2021), propondo que 0s parasitos nao
eritrocitarios detectados nesse estudo, fossem elevados ao nivel de espécie sendo
descritos como P. ouropretensis (Cordoba et al., 2021).

Curiosamente, no presente estudo, os dados conflitaram com Cordoba et al.
(2021) que em seu trabalho, descrevem P. ouropretensis como espécie que apresenta
estruturas morfoldgicas somente em trombacitos e células semelhantes a linfocitos. No
entanto, em nosso estudo, ambos os isolados L180 e L181 apresentaram hemaécias
infectadas com estruturas sugestivas de parasitas hemosporideos no esfregago sanguineo
(Figura 2), com presenca de massa pigmentar amarelo-ouro (Figura 2a) como descrito em
espécies P. tropiduri (Telford, 2009). Infelizmente, tivemos problemas com a qualidade
de coloracdo de algumas laminas, incluindo a amostra L181, o que nos impossibilitou

realizar uma analise morfoldgica mais detalhada. No entanto, é possivel reconhecer,
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estruturas sugestivas nos eritrocitos. Além disso, exames de PCR sdo mundialmente
conhecidos pela sua alta sensibilidade na deteccdo de DNA de agentes, inclusive em baixa
parasitemia quando ndo sdo encontradas estruturas parasitarias em esfregaco sanguineo
(Myjak, P., et al., 2002; Rodulfo, H., et al 2007)

Antecedendo algumas hipoteses para compreensdo dessa divergéncia, foram
respondidas algumas suposicoes possiveis: A primeira possibilidade, seria a presenca de
coinfec¢cdo de nossas amostras com espécies de Plamosdium sp. eritrocitérias. Cordoba
etal. (2021), inclusive sugerem a possibilidade de P. ouropretensis sempre ser encontrado
em simpatria com populac6es de P. tropiduri tropiduri. No entanto, ndo foram observadas
sobreposic@es de picos duplos no cromatograma do sequenciamento, o que geralmente é
observado em situagdes de coinfeccdo quando isolados sdo sequenciados por técnicas que
ndo envolvam clonagem molecular (Schoener, E. R., et al., 2020). Também foram
realizados exames moleculares para outros agentes das ordens das Hemogregarinas e
Tripanosomatideos (dados nao publicados) nas mesmas amostras, todas com resultados
negativos. E o terceiro ponto e ndo menos importante, destaca-se pela presenca dessa
linhagem em dois hospedeiros de espécies distintas (T. oreadicus e T. itambere) e de
regides opostas do Brasil (DF e PI).

Scorza (1971), em estudo experimental, identificou estagios trombocitarios em
um T. torquatus infectado experimentalmente com o até entdo P. tropiduri, que
apresentava infecgdo em eritrocitos. Parasitos nas hemacias foram visualizados 11 dias
apos a inoculagdo, com o pico no 73° dia, seguido de um periodo de laténcia de 4 meses,
com baixissimo numero de eritrocitos parasitados. Nesse periodo, foram observados os
estagios intratrombocitéarios. Apresentando evidéncias que, até aquele momento descrito
como P. tropiduri, pode produzir tanto ciclos merogonicos quanto gametog6nicos em
trombdcitos assim como nos eritrdcitos (Scorza, 1971; Telford, 2009). Talvez, esse ciclo
eritrocitario também possa ocorrer em P. ouropretensis e as estruturas eritrociticas aqui
identificadas, fagam parte do periodo de laténcia citada por Scorza (1971) em P.
tropiduri, corroborando a baixissima parasitemia observada nos esfregagos sanguineos.

Essas informagbes mudam a perspectiva atualmente conhecida sobre P.
ouropretensis e salienta a importancia de cada vez mais estudos envolvendo
hemoparasitos em lagartos, para o surgimento de novas inferéncias, como aqui
demonstradas. Processos de plasticidade fenotipica talvez possam influenciar nessa
fisiologia, induzidas pelo tipo de vetor ou regido geografica. Dessa forma, se P.

ouropretensis possui ou ndo um ciclo eritrocitico, é algo que necessita mais estudos.
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As sequéncias L185 e L186 obtidas de lagartos Tropiduros oreadicus do Piaui,
apresentaram 99,7% de identidade entre si. Ao analisar os valores de identidade obtidos
pelo BLASTn (Tabela 3), a sequéncia L185 apresenta 99.78% de identidade com 100%
de cobertura para o isolado MW491388 de P. tropiduri tropiduri identificado em lagarto
T. torquatus no Brasil. Ja a sequéncia L186 apresenta 100% de identidade com 100% de
cobertura para a sequéncia MK033605 de Plasmodium sp. em lagarto Tropidurus
hispidus brasileiro. Na arvore filogenética, ambas se agrupam em um clado contendo
isolados de Plasmodium sp. (MKO033603 e MN540150) e P. tropiduri tropiduri
(MW491387) identificados no Brasil (Figura 1).

Através dos dados de identidade que variaram de 99,78% a 100% e analise
filogenética com a formacdo de clado monofilético bem suportado, foi possivel atribuir
as sequéncias L185 e L186 como novos isolados de P. t. tropiduri. Também incluimos
nessa classificacdo, os isolados até entdo descritos como Plasmodium sp., as sequéncias
depositadas MK033603 em Hemidactylus mabouia descrito por Harris et al. (2019) e
MN540150 em Strobilurus torquatus por Ferreira et al. (2020), todos da regido nordeste
do Brasil. As mesmas sequéncias apresentaram 99,9% e 99,6% de identidade,
respectivamente, com a espécie P. t. tropiduri descrita por Cordoba et al. (2021), que,
conjuntamente com as amostras deste estudo, apresentaram-se agrupadas em clado bem
suportado com a espécie P. t. tropiduri.

Duas sequéncias foram derivadas de lagartos Ameivula ocellifera (L169 e L170),
coletados na regido do Piaui, apresentando 98,8% de identidade entre os isolados acima
descritos. A sequéncia L169 expressou 99,39% de identidade com a sequéncia MF177708
de Plasmodium kentropyxi da Colémbia, obtida em lagarto Cnemidophorus
cf.gramivagus (Tabela 3). Na arvore filogenética, L169 encontra-se formando um clado
monofilético de bom suporte com Plasmodium kentropyxi colombiano (KY653753),
apresentando 99,4% de identidade, com 5 nucleotideos diferentes (Figura 1).

L170 (procedente A. ocellifera) apresentou 98,7% de similaridade com P.
kentropyxi (MN540144), visualizado na arvore filogenética, onde se agrupa em conjunto
com sequéncias de P. kentropyxi identificadas em lagartos Strobilurus torquatus do
Brasil, porém ndo apresentou bom suporte (Figura 1), fato possivelmente relacionado ao
tamanho (479pb) das sequéncias brasileiras depositadas no banco de dados moleculares.

Os resultados obtidos atraves das sequéncias L169 e L170 apresentaram a
descricdo de mais duas linhagens de P. kentropyxi no Brasil, sendo a primeira no bioma
Cerrado e em lagartos da espécie A. ocellifera. A diversidade intraespecifica dessa espécie

é algo que chama atengdo. Embora nem todos os clados estejam com bom suporte, nossos



79

isolados, pertencentes a mesma espécie hospedeira A. ocellifera e a mesma regido
geografica, estado do Piaui, apresentaram seu ancestral comum mais recente com isolados
diferentes, L169 com P. kentropyxi colombiano (Matta et al., 2018) e L170 com
sequéncias de P. kentropyxi do Brasil (Ferreira et al., 2020). Nenhuma das sequéncias de
P. kentropyxi descritas em lagartos até o momento (Matta et al., 2018; Ferreira et al.,
2020; Este estudo), apresentaram 100% de identidade entre si. A identidade global entre
estes isolados apresenta-se em 99,1%. Mais sequéncias sd0 necessarias para que uma
adequada caracterizacdo da diversidade genética dessa espécie seja obtida.

Os isolados provenientes da espécie de lagartos A. ameiva, coletados nos estados
do Piaui (L165) e Distrito Federal (L168), apresentaram 98,6% de identidade entre si. O
isolado L165 demonstrou 100% de identidade com 100% de cobertura para Plasmodium
sp. (MK033604), oriunda de lagarto A. ameiva, similarmente observada em nosso isolado
(Tabela 3).

Na arvore filogenética, L168 agrupa-se com MKO033604 e AY099047, formando
um clado de bom suporte. A sequéncia L168 obtida de lagarto A. ameiva do Distrito
Federal, apresentou 99,88% de identidade, com 100% de cobertura para MF177709 de P.
carmelinoi identificada na Colémbia em lagarto da mesma espécie (Tabela 3). Na arvore
filogenética, observa-se que nosso isolado se agrupa em um clado monofilético de bom
suporte com a mesma espécie P. carmelinoi (KY653755) (Figura 1).

Através dos resultados encontrados em L165 e L168, foi possivel atribuir mais
duas sequéncias a P. carmelinoi no Brasil, dessa vez nos estados do Piaui e Distrito
Federal. Além das identidades de 99,88% e 100% encontradas, foi observada a formacao
de um grande clado com dois subclados monofiléticos bem suportados, onde L168
apresenta-se associado ao isolado identificado na Colombia (Matta et al., 2018) e L165
aos isolados MK033604 (Harris et al., 2019) e AY099047 (Perkins e Schall, 2002) do
Brasil, aqui ja descritos como P. carmelinoi. Ambos os isolados (MK033604 e
AY099047), apresentaram distancia genética de 1,4% e 1,8% respectivamente, do isolado
da Colémbia. Outro fato importante, é a presenca da mesma espécie hospedeira em todos
0s estudos em que se relata esta espécie de Plasmodium em lagartos (Perkins e Schall,
2002; Lainson et al., 2010; Matta et al., 2018; Harris et al., 2019; Picelli et al., 2020 e este
estudo), apresentando-se a espécie A. ameiva como suposto hospedeiro intermediario
especifico para P. carmelinoi.

O isolado L173, derivado de um lagarto Hoplocercus spinosus do Piaui,
apresentou 98% de identidade com 100% de cobertura para a sequéncia AY099055 de

Plasmodium azurophilum em lagarto Anolis oculatus da Dominica. Com distancia
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genética de 1,9%, utilizando um alinhamento de 907 pb. P. azurophilum foi descrito por
Telford em 1975, identificada por possuirem duas linhagens geneticamente distintas,
uma linhagem infectando eritrdcitos e outra acometendo leucdcitos, sendo a espécie
leucocitaria, derivada da linhagem eritréide, alterando sua historia de vida para realizar
infeccdo na classe de glébulos brancos (Perkins e Schall, 2002; Telford, 2009). A
linhagem leucocitaria foi posteriormente denominada Plasmodium leucocytica por
Telford (2009).

Até 0 momento, P. azurophilum possui identificacdo em espécies de lagartos do
género Anolis na regido do Caribe (Perkins e Schall, 2002; Telford, 2009; Otero et al,
2018). O isolado L173 deste estudo, apresentou 98% de identidade com 100% de
cobertura e distancia genética de 1,9%, para a linhagem eritréide de P. azurophilum
(AY099055) em A. oculatus da Dominica (Perkins e Schall, 2002). Na arvore
filogenética, ndo se observa os isolados correspondentes em um clado monofilético,
porém, apresentam o ancestral comum proximo entre eles. Talvez, para essa espécie
especifica, o citocromo b, com esse tamanho de fragmento e nessa regido, ndo apresente
uma resolucdo filogenética suficiente para agrupar todos no mesmo grupo. Entretanto, a
reunido de todos os dados obtidos, nos possibilita atribuir uma nova linhagem P.
azurophilum, pela primeira vez descrita no Brasil, bem como a inclusdo de um novo
hospedeiro, dessa vez em H. spinosus, estendendo a distribuicdo geografica e de
hospedeiros para essa espécie. Até onde sabemos, esse também é o primeiro relato de
infeccdo de organismos pertencentes ao Filo Apicomplexa em lagartos H. spinosus no

mundo.
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Figura. 1 Arvore filogenética obtida por analise bayesiana de fragmentos parciais do
gene cytb (452 nt) de 48 isolados de Plasmodium. Probabilidades posteriores iguais a
0,90 ou mais sao representadas por asteriscos. As sequéncias obtidas no presente estudo
se encontram destacadas com circulos coloridos de acordo com a espécie hospedeira

identificada.
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Tabela. 3 Valores de identidade apresentados através da analise BLASTn dos isolados
testados (E-value = 0.0).

SEQUENCIAS

L165

L168

L169

L170

L171

L172

L173

L174

L175

L177

L178

L179

TAMANHO DA
SEQUENCIA (BP)
559

834

823

831

788

582

907

672

672

908

788

873

IDENTIDADE
(%)
100%

99.88%

99.39%

98.19%

98.22%

97.93%

98%

97.47%

97.17%

97.80%

97.59%

97.71%

COBERTURA
(%)
100%

100%

100%

100%

100%

99%

100%

100%

100%

100%

99%

100%

SEQUENCIAS COM
MAIOR IDENTIDADE
Plasmodium sp. isolate
TEC6560 cytochrome b
(cytb) gene, partial
cds; mitochondrial.
MK033604.1
Plasmodium carmelinoi
clone GU040C
cytochrome b (cytb)
gene,
partial cds;
mitochondrial
MF177709.1
Plasmodium kentropyxi
clone GU027A
cytochrome b (cytb)
gene,
partial cds;
mitochondrial.
MF177708.1
Plasmodium carmelinoi
clone GU040C
cytochrome b (cytb)
gene, partial cds;
mitochondrial.
MF177709.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG123 clone
UFMG123DAA
mitochondrion,
complete genome.
MW491390.1
Plasmodium
azurophilum from
Anolis oculatus
cytochrome b gene,
partial cds;
mitochondrial gene for
mitochondrial product.
AY099055.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA

PAISES

Brasil

Colémbia

Colémbia

Colémbia

Brasil

Brasil

Dominica

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

HOSPEDEIRO

A. ameiva

A. ameiva

Cnemidophorus

cf.gramivagus

A.ameiva

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Anolis oculatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus



L180

L181

L185

L186

621

919

869

99.36%

100%

99.78%

100%

100%

100%

100%

100%

mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG123 clone
UFMG123DAA
mitochondrion,
complete genome.
MW491390.1
Plasmodium
ouropretensis isolate
UFMG37 clone
UFMG37DA
mitochondrion,
complete genome.
MW491389.1
Plasmodium tropiduri
tropiduri isolate
UFMG141 clone
UFMG141A
mitochondrion,
complete genome.
MW491388.1

Plasmodium sp. isolate
TEC4983 cytochrome b
(cytb) gene, partial
cds; mitochondrial.
MKO033605.1

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
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Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus torquatus

Tropidurus hispidus

Figura. 2 Parasitos hemosporideos identificados nas amostras L180 (2A) e L181 (2B).
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1 2 2 4 ] 3 10 11 12 13 14 18 16 17 18 il M X2 X3 34 28 6 ar 38 29 40 41 42 43 A4 48 £ AT
1- Plasmodium hisoaniolse (KR4T7534.11
2- Plasmodium chiricahuse (KY853779.1) 1m1.1%
3 Plazsmodium mexicanum (NC 009960.1) 10,1%  16%
4. s0. cone GUOIO0B 1 48% 113% 07%
5= Plasmodlium faridense (NC 009961.1) 48% 103% B7% 25%
6- Plasmodium [acertilise (ELB34710.1} 67% 987% B87% 68% 59%
g iumn sp. ex Emoia longicauda (] 1) 67% 687% A&7% 68% 59% 00%
8- ium sp. ex jobiense (DO33T3E2.1)| 7.1% 112% 100% 7.0% 63% 4Tk
9- Plasmodium zonurise (KX121609.1) 75% 11.0% 10.1% 68% 57% 61%
10- Plasmodium infsbazwe (KX121607.1) 70% 108% 989% 60% 57% 61%
11- Plasmodium gemind (ELE34707.1) 60% B4% BA7% 62% 64% 59% 6.0%
12- Plasmodium =p. from Ameiva ameiva (AY099047.1) B7% 106% O64% 7% 69% 5Tk T1% 64%
13- Seq 168 7T2% 113% 101% 65% 60% 5Tk 67% 60% 18%
14- Plasmodivm carmelinai (KYB53755.1) 7T2% 113% 101% 65% 60% 5Tk 67% 60% 18% 0.0%
15- Seq 165 77 113% 101% TE% 69% 61% T1% 60% 14% 14% 14%
1B Plasmodium o, isalate TECASE0 (MKOI3604.1) 77%  113% 101% T.E% 69% 61% A% B0% 14%  14%  14%  00%
17- Plasmodium =p. isalate KENCALDS (MINS40146.1) 72% 110% 989% 65% 60% 54% 69% 62% 30% 18% 18% 25%
18- Plasmodium so. isalate KENCALDS (MINS40148.1) 70% 108% 687% 60% 51% 4Tk 57% 57T% 23% 18% 18% 2B%
18- Plasmodium =p. isalate KENCALDG (MINS40148.1) 79% 103% 82% 6T 57% 50% 62% 5T% 23% 25% 25% 2B%
20- Plasmodium =p. isalate KENCALD2 (MINS40145.1) 77% 103% 82% 6T 57% 52% B2% 57% 2B8% 21% L1% 23%
21- Plasmodium kentropyxi (MNS40144.1) 75% 101% 80% 64% 55% 50% 60% 55% 25% 18% 18% 21%
22- Sea 170 70% 101% 80% 67T% 53% 54% 64% 53% 21% 16% 16% 21% 1.8%
23- Sea 1689 75% 106% ©O4% 6T% 57% 59% 60% 57T% 25% 16% 16% 2,1% 1.1%
24- Plasmodium kentropyxi (KYB53753.1) B2% 113% 10.1% 65% 64% 66% B2% 60% 28% 23% 23% 28% 1.8%
25 Plasmodium agamag [AYQS0048.1) 75% 104% 687% 76% 69% 69% 69% 55% B6% 69% 69% B1% 8.5%
26- Plasmodium gigantsum (AYDS9053.1) 70% 106% 684% 67T% 62% 5Tk 55% 46% 76% 69% 69% T.1% 5.5%
27. Plasmodium azurophium (AY0S3055.1) 51% 82% B81% 6Tk 65% 40% 53% 45% 65% 60% 60% 6.5% 5.1%
28- Plasmodium =p. isolate STRTORO1 (MNS40150.1) 58% 106% ©084% 64% 67% 50% B0% 60% 62% 53% 531% 6.7% 5.1%
20. Sea 186 63% 101% 80% 60% 62% 45% 55% 55% 62% 53% 53% 6.7% 5.1%
30- Plasmodium tropiduri ropidur (MW491387.1) 63% 101% 80% 60% 62% 45% 55% 55% 62% 53% 53% 6.7% 5.1%
31- Plasmodium =p. isolate TECA774 (MKD33603.1) 63% 101% 080% 60% 62% 45% 55% 585% 62% 53% 53% 6.7% 5.1%
32- Sea 185 53% 069% B87% 655% 57% 42% 51% 51% 60% 51% B51% 6.5% 48%
33- Plasmodium megaiofrypa (ELE34706.1) 65% 67% 00% 62% 55% 4Tk B0% 51% T4% 64% 64% 6.9% 57% 4.6%
34- Plasmodium koreafense (EUB34704.1) 70% 110% 989% 65% 64% 50% 57% 51% 69% 64% 64% 6.9% 57% 653 5%
35- Plasmodivm minuowiride (EUB34703.1) 58% B5% 78% 6Tk 55% 35% 53% 46% 6% 5% 5™ 6.2% 5.1% 8%  34% 0%
36~ Flasmodium azuophium (AY0S3058.1) 68% 08% B86% T7T4% 65% 42% 60% 55% 65% 58% G58% 6.2% 5.0% 34% 48% 658% 3.68%
37- Sea 181 63% 682% B85% 7T4% 62% 8% 57% 51% 60% 60% 60% 6.4% 53% 34% 44% 51% 34% 22%
Plasmodium ourcprefensis (MW481390.1) 63% 682% B85% 7T4% 62% 8% 57% 51% 60% 60% 60% B.A4% 53% 34% 44% 61% 34% 22% 0.0%
38- Plasmodium ouroprefensis (MW451389.1) 83% 682% A85% T7T4% 62% 8% 57% 51% 60% 60% 60% B.A4% 53% 34% 44% 51% 34% 22% 00% 00%
180 55% O4% BA7% 6T% 55% 35% B0% 51% 62% 62% 62% 6.7% 5.5% 3T  41% 4B% 32% 28% 07% 07% 0.7T%
173 80% 982% B80% 64% 62% 38% 57% 45% 60% 51% 51% 6.5% 4.4% AT 41% 44% 30% 34% 41% 41% 40% 39%
172 72% 684% B3% T4% 62% 40% 55% 55% 62% 5% 5% 6.2% 5.1% 3T  41% 46% 37% 34% 25% 25% 25% 28% 34%
171 85% BO0% 74% 71% 60% 31% 53% 46% 5% 53% 53% 6.7% 4.1% 34% 30% 4B% 28% 20% 25% 25% 25% 28% 25% 18%
176 72% B5% B3% 76% 69% 40% 51% 51% 6% 5% 5™ 6.2% 4.6% 38% 39% 63% 32% 36% 34% 34% 34% 37% 0% 23% 14%
174 72% B5% B83% 7T6% 64% 35% 51% 585% 62% 5% 5% 6.2% 4.6% 38% 39% 63% 32% 34% 30% 30% 30% 32% 30% 18% 08% O.5%
177 72% B5% B83% 7T6% 64% 35% 51% 585% 62% 5% 5% 6.2% 4.6% 3% 39% 63% 32% 34% 30% 30% 30% 32% 30% 18% 08% O05% 00%
Sea 179 72% B5% B83% 7T6% 64% 35% 51% 55% 62% 5% 5™ 6.2% 4.8% 38% 39% 63% 32% 34% 30% 30% 30% 32% 30% 18% 08% O0.5% 00% 00%
178 72% BS5% B3% T7TE% 64% 35% 51% 55% 62% 5% 5% 6.2% 4.6% 38% 39% 63% 32% 34% 30% 30% 30% 32% 30% 18% 08% O0.5% 00% 00% 00%
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4. Concluséao

A grande diversidade de espécies de Plasmodium sp. encontradas em espécimes
de lagartos dentro do bioma Cerrado e areas de transicdo, foi surpreendente. Aqui foi
obtido o primeiro levantamento da infeccdo por Plasmodium em lagartos de vida livre do
Cerrado brasileiro por meio de técnicas moleculares e analise microscopica, descrevemos
novos isolados de P. ouropretensis, P. t. tropiduri, P. kentropyxi, P. carmelinoi e P.
azurophilum, bem como a descri¢do de uma nova espécie de Plasmodium sp. a partir de
uma analise robusta abrangendo seis isolados e duas espécies hospedeiras, contemplando
uma marcada diversidade intraespecifica também observada para algumas espécies.
Ampliamos a faixa de distribuicdo mundial para espécies e hospedeiros, incluindo o relato
inédito de P. azurophilum em H. spinosus no Brasil. Este estudo também aumenta o
suporte sobre indicios de especificidade hospedeira, além de salientar a importancia da
continuidade de pesquisas para o surgimento de novas inferéncias, que complementem as

lacunas atualmente existentes.
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CAPITULO 4

Considerac0es finais

O presente estudo apresenta uma ampla diversidade de hemoprotozoarios
infectando lagartos no Cerrado brasileiro, abrangendo relatos inéditos de espécies de
Hepatozoon sp. e Plasmodium sp., ampliando faixa de distribuicdo geografica conhecida
de agentes e hospedeiros, como também intensifica o0 suporte sobre indicios de
especificidade hospedeira. O Cerrado era carente desse tipo de estudo em lagartos, que
sdo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre a distribuicdo das espécies e
elucidagdo da historia evolutiva desses agentes.

Ressalta-se, a primeira rede de haplétipos entre sequéncias de Hepatozoon spp.
de roedores e répteis obtida neste estudo. Onde foi possivel, levantar a possibilidade de
fluxo génico entre populagdes de diferentes unidades federativas e validar a existéncia de
diferenciacdo genética entre essas ordens.

A abundancia de espécies de lagartos obtidas nesta pesquisa, demonstra a riqueza
da herpetofauna do Cerrado, apresentando um alto grau de espécies endémicas. Estas,
estdo sob constante ameaca de extincdo, devido a perda de habitat, oriunda da crescente
e veloz expansdo da agropecudria e agdes antrépicas, fazendo do Cerrado um atual
hotspot de biodiversidade.

Finalmente, todos esses dados aqui reunidos trazem importantes contribuicoes e
abre perspectivas para realizagdo de mais pesquisas, aumentando assim o suporte
cientifico para a elucidacdo de lacunas atualmente encontradas e construcdo de
taxonomias mais estruturadas com melhor entendimento da epidemiologia de parasitos

do Filo Apicomplexa infectando répteis.
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CAPITULO5

Perspectivas futuras

As medidas morfométricas dos parasitos em laminas serdo realizadas pelo
software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) para vincular
caracteristicas morfolégicas com linhagens moleculares e posterior classificagdo
taxonémica das espécies encontradas neste estudo. Subsequentemente, sera realizada a
submisséo do artigo ao periddico escolhido.

A riqueza de dados encontrados neste trabalho, nos mostra 0 quéao rico e pouco
estudado o Cerrado se apresenta. Sabemos da contribui¢do do nosso estudo para 0 meio
cientifico, ndo s6 para o enriquecimento de dados sobre hematozoarios no Brasil Central,
como também, efetivo suporte para estudos futuros, principalmente voltados para a
deteccdo de possiveis vetores, ciclos de vida, relacdo vetor/hospedeiro e potenciais
zoonaticos desses agentes.

Por fim, ensejamos que este estudo amplie a compreensao sobre a importancia
desse bioma para a biodiversidade e o quanto acGes antropicas podem influenciar na
alteracdo de micro-habitats, gerando efeitos em todos os seres que ali habitam. O
desequilibrio da biodiversidade provoca grandes impactos ambientais, afetando a vida de
todos os seres, incluindo os humanos. Esperamos que trabalhos futuros possam ser
incentivados, no intuito de superar as limitacfes ainda existentes, trazendo cada vez mais
conhecimento cientifico para o Cerrado e auxilio para a sociedade no apoio a sua

conservacao.
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ANEXO

Anexo 1. Parasitos hemosporideos identificados em lagartos do Cerrado brasileiro. (A)
Trofozoitos. (B) Meronte eritrocitico. (C e D) Gametocitos maduros.
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s

Anexo 2. Parasitos hemprotozoarios encontrados em lagartos de Cerrado brasileiro. (A)
Trypanosoma spp. infeccdo em H. spinosus. (B) Gametdcito de Hepatozoon sp., infecgédo
em T. Semitaeniatus.
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Tabela Suplementar 1. Relacdo de espécies amostradas neste estudo de acordo com a
regido de coleta e sexo.

Espécie Regiao _ Sexo %
Macho | Fémea | Jovem NI
DF 7 7.4 111 3,7 3,7
Ameiva Ameiva Pl 11 1,0 25,9 3,7 7.4
MT 9 5,0 111 3.7 -
DF 0 - - - -
Ameivula ocellifera Pl 29 62,1 17,2 - 13,8
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Brasiliscincus heathi Pl 19 52,6 10,5 - 36,8
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Colobosaura modesta Pl 1 - - - 100,0
MT 0 - - - -
DF 32 55,9 26,5 - 11,8
Copeoglossum nigropunctatum Pl 1 - - - 2,9
MT 1 2,9 - - -
DF 10 26,3 26,3 - -
Enyalius capetinga PI 0 - - - -
MT 9 - - - -
DF ] - - - -
Gymnodactylus PI 1 - - - 100,0
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Hemidactylus brasilianus PI 5 - - - 100,0
MT ] - - - -
DF 0 - - - -
Iguana iguana Pl 4 - - - 80,0
MT 1 - - 20,0 -
DF 0 - - - -
Micrablepharus maximiliani PI 6 - - - 100,0
MT 0 - - - -
DF 20 40,0 45,0 - 15,0
Notomabuya frenata Pl 0 - - - -
MT 0 - - - -
DF ] - - - -
Polychrus acutirotris Pl 1 - 100,0 - -
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Salvator merianae Pl 1 100,0 - - -
MT 0 - - - -
DF ] - - - -
Tropiduros oreadicus PI 1 - 100,0 - -
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Tropidurus hispidus PI 1 - - - 100,0
MT ] - - - -
DF 23 28,0 42,0 g,0 16,0
Tropidurus itambere PI 0 - - - -
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Tropidurus oreadicus Pl 63 42,9 47,6 3,2 1,6
MT 0 - - - -
DF 0 - - - -
Tropidurus semitaeniatus Pl 43 32,6 67,4 - -
MT 0 - - - -
DF 1 - 100,0 - -
Tropidurus torquatus Pl 0 - - - -
MT 0 - - - -




