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RESUMO 

 

Anfíbios são animais susceptíveis a declínios populacionais devido a fatores como 

fragmentação de habitat, mudanças climáticas, doenças infecciosas e contaminantes 

ambientais. Entre as medidas de conservação propostas por pesquisadores, destaca-se a 

necessidade mais pesquisas a respeito das doenças emergentes de anfíbios, assim como os 

contaminantes que podem afetá-los. A exposição aos agrotóxicos pode causar diversas 

consequências a estes animais, devido ao caráter imunossupressor, teratogênico, genotóxico e 

por vezes letal destes compostos. Nesse contexto, parasitos sanguíneos, os quais geralmente 

não causam doenças, podem se proliferar de forma exacerbada em situações de desequilíbrio 

fisiológico. O objetivo deste trabalho é avaliar diferentes parâmetros relacionados ao status 

sanitário em anfíbios da espécie Leptodactylus luctator coletados em um arrozal orgânico e um 

convencional. Para melhor caracterização dos ambientes, amostras de água provenientes do 

dreno das plantações e próximas das regiões de coleta dos anfíbios foram analisadas quanto à 

presença de agrotóxicos. No total, 39 anuros foram capturados para a coleta de sangue e 

contagem de ectoparasitos. Sangue total em EDTA-K2 foi utilizado para a realização de análises 

hematológicas e moleculares, e o soro para a dosagem de proteínas totais e suas frações. Em 

esfregaços sanguíneos foram avaliadas a morfologia celular, a presença e quantidade de 

inclusões parasitárias, parasitos extracelulares e alterações de núcleo eritrocitário. Foram 

encontradas diferenças estatísticas entre os grupos em variáveis hematológicas e bioquímicas, 

quantidade de ectoparasitos, quantidade de eritrócitos com inclusões parasitárias, diversidade 

de hemoparasitos e alterações nucleares. Com base nestes resultados, sugere-se que os 

indicativos de genotoxicidade e alterações hematológicas, assim como a perda de diversidade 

e maiores cargas parasitárias, estejam relacionadas à exposição aos agrotóxicos. Este estudo 

ressalta o impacto negativo de agrotóxicos na população nativa de anfíbios, assim como a 

importância da implementação de práticas agrícolas sustentáveis e de estudos que ajudem a 

elucidar essas associações. 

 

Palavras-chave: agrotóxicos; anfíbios; hematologia; hemoparasitos; herpetologia. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Amphibians are vulnerable to population declines due to factors such as habitat fragmentation, 

climate change, infectious diseases, and environmental contaminants. Among the conservation 

measures suggested by researchers is the need for more research into emerging amphibian 

diseases and the contaminants that can affect them. Pesticide exposure can have multiple effects 

on these animals due to the immunosuppressive, teratogenic, genotoxic, and sometimes lethal 

nature of these compounds. In this context, blood parasites, which generally do not cause 

disease, may proliferate and be exacerbated in situations of physiological imbalance. This 

study aimed to evaluate different parameters related to the health status of amphibians of the 

species Leptodactylus luctator collected in an organic and a conventional rice field. In order 

to better characterize the environment, water samples taken from the drains of the plantations 

and near the amphibian collection sites were analyzed for the presence of pesticides. A total of 

39 anurans were captured for blood sampling and ectoparasite counting. Whole blood in 

EDTA-K2 was used for hematological and molecular analyses, and serum was used to measure 

total proteins and their fractions. Blood smears were used to assess cell morphology, presence 

and number of parasitic inclusions, extracellular parasites, and changes in the erythrocyte 

nucleus. Statistical differences were found between the groups regarding hematological and 

biochemical variables, number of ectoparasites, number of erythrocytes with parasitic 

inclusions, diversity of hemoparasites, and nuclear alterations. Based on these results, it is 

suggested that the signs of genotoxicity and hematological alterations, as well as the loss of 

diversity and higher parasite loads, are related to pesticide exposure. This study highlights the 

negative impact of pesticides on the native amphibian population and the importance of 

implementing conservation measures. 

 

Keywords: amphibian; blood parasites; hematology; herpetology; pesticides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente, são descritas 8.743 espécies na classe Amphibia, em sua maioria 

pertencentes à ordem Anura, distribuídas por todos os continentes, com exceção da Antártida 

(Fisher; Garner; Walker, 2009; Frost, 2024). Mais de 40% das espécies de anfíbios são 

consideradas ameaçadas de extinção, uma proporção maior do que a estimada para todos os 

outros vertebrados (IUCN, 2023). Declínios populacionais são observados há décadas nessa 

classe, levando a mais de um terço das suas espécies a passarem por reduções populacionais 

significativas ou extinção (IUCN, 2023; Silvano; Segalla, 2005; Stuart et al., 2004). Diversos 

fatores são apontados como responsáveis por isso, como a perda de habitat, doenças infecciosas, 

mudanças climáticas e presença de contaminantes ambientais, os quais tendem a acentuar com 

o desequilíbrio ambiental (Luedtke et al., 2023). Embora 1.188 espécies de anfíbios ocorram 

em território brasileiro, a pouca quantidade de estudos sobre a biologia das espécies nativas e 

de monitoramento em longo prazo dificulta a compreensão a respeito dos declínios 

populacionais no país (Segalla et al., 2021; Silvano; Segalla, 2005). Diante disso, na ausência 

de estudos direcionados, uma das medidas de conservação proposta por pesquisadores é o 

aumento das pesquisas a respeito das doenças e contaminantes que possam afetar esses animais 

(Young et al., 2004). 

 Embora a relação entre parasitos e seus hospedeiros em uma comunidade estável não 

costume gerar doenças, situações de desequilíbrio podem levar a diferentes níveis de 

patogenicidade destes agentes (Combes, 1996; Mackenzie, 1999). Enquanto alguns parasitos 

demonstram elevada sensibilidade às mudanças ambientais, outros aparentam maior resistência 

do que os próprios hospedeiros (Combes, 1996; Mackenzie, 1999). A atividade agrícola é capaz 

de desestabilizar a relação parasito-hospedeiro, tanto devido às modificações causadas no 

ambiente quanto pela liberação de contaminantes como os agrotóxicos (Hopkins; Hoverman, 

2024; Koprivnikar; Redfern, 2012). Dessa forma, durante eventos que levem ao desequilíbrio 

ambiental, como o uso desses compostos químicos, a susceptibilidade à infecção e carga 

parasitária podem aumentar em anfíbios (Brown; Flynn; Hovermann, 2021; Combes, 1996; 

Hopkins; Hoverman, 2024; Mackenzie, 1999). Nestas circunstâncias, infecções parasitárias, 

antes pouco patogênicas, tem o potencial de ocasionar manifestações clínicas e hematológicas 

nestes animais (Arikan; Cicek, 2014).  

Devido à sua elevada permeabilidade cutânea e por habitarem ambientes terrestres e 

aquáticos, anfíbios podem ser considerados sentinelas quanto à presença de poluentes em um 

determinado ecossistema (Jantawongsri et al., 2015). Entretanto, a avaliação clínica destes 
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animais é muitas vezes inviabilizada em virtude da grande variedade de espécies e da ausência 

de intervalos de referência (IR) estabelecidos para seus parâmetros fisiológicos (Forzán et al., 

2017). Dessa forma, é reforçada a importância dos exames laboratoriais para a avaliação 

sanitária de anfíbios, embora ainda sejam escassas as informações a respeito da hematologia e 

bioquímica desses animais (Forzán et al., 2017; Forzán; Horney, 2020).  

 Anuros da família Leptodactylidae Werner, 1986 ocorrem exclusivamente nas 

Américas, sendo típicos da região neotropical (Frost, 2023; Stuart et al., 2004). Embora comum, 

é considerada uma das quatro famílias de anfíbios que sofre declínios populacionais de forma 

mais acelerada (Stuart et al., 2004). O complexo Leptodactylus latrans contém quatro espécies 

amplamente distribuídas pela América do Sul ao leste dos Andes (Magalhães et al., 2020). Entre 

estas, a espécie Leptodactylus luctator possui uma extensa distribuição, sendo a mais abundante 

no estado do Rio Grande do Sul (RS), localizado no extremo sul do Brasil (Magalhães et al., 

2020). Os anfíbios dessa espécie são grandes, de hábitos alimentares generalistas e noturnos, 

os quais podem ser encontrados próximos aos cursos de águas superficiais em áreas preservadas 

e antropizadas (Maneyro et al., 2004; Solé et al., 2009), com uma área de vida individual 

estimada em aproximadamente 2000 m2 (Henrique, 2016). Em decorrência do seu maior 

tamanho, da maior disponibilidade de indivíduos e de sua permanência, mesmo em ambientes 

com maior ação antrópica, a espécie L. luctator aparenta elevado potencial como modelo de 

estudo nas áreas de patologia clínica e toxicologia que utilizem anfíbios de vida livre. 

 Esta pesquisa buscou, assim, preencher certas lacunas a respeito do impacto dos 

agrotóxicos na saúde dos anfíbios, com foco na espécie L. luctator. Há uma carência de estudos 

que abordem de forma abrangente e integrada os efeitos dos agrotóxicos sobre a saúde desses 

animais, especialmente no que diz respeito à hematologia e parasitologia. Pouco se sabe sobre 

a relação entre a presença de agrotóxicos e flutuações na ocorrência, parasitemia e diversidade 

de hemoparasitos em anuros. Além disso, a pesquisa sobre doenças infecciosas emergentes de 

anfíbios no RS é escassa, especialmente em áreas impactadas por compostos utilizados na 

agricultura. A compreensão dessas interações é fundamental para avaliar o impacto dos 

agrotóxicos sobre a saúde desses animais e para identificar possíveis consequências negativas 

para as populações de anfíbios em ecossistemas agrícolas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A rizicultura no Brasil 

 

 A gramínea Oryza sativa, ou arroz, é considerada um dos cereais de maior produção e 

consumo no mundo, ao lado do milho e do trigo (Nery; Cella, 2022; Neto, 2015; Wander; Silva; 

Ferreira, 2021; USDA, 2024). Nos países em que é considerado um item básico alimentar, o 

aumento no consumo do arroz é observado em conjunto com o crescimento populacional 

(USDA, 2024). Originário da Ásia, acredita-se que foi introduzido no Brasil pela frota de Pedro 

Álvares Cabral no período em que ocorria a expansão marítima europeia (Pereira, 2002; Sousa; 

Ferreira, 2021). Embora apenas no início do século XX tenha sido criada a primeira lavoura 

empresarial, atualmente o arroz é amplamente cultivado no país (Pereira, 2002; Sousa; Ferreira, 

2021; Wander; Silva; Ferreira, 2021).  

 Na alimentação humana, o arroz pode ser utilizado de diversas formas, como o 

tradicional consumo do grão polido, branco ou parboilizado, farelo, ou até mesmo na indústria 

de bebidas e óleos à base deste cereal (Castro et al., 2021). O arroz quebrado, ou arroz de 

terceira, assim como o farelo, também são empregados para a alimentação animal (Castro et 

al., 2021). Além destes e muitos outros usos, as indústrias farmacêutica e cosmética são 

igualmente beneficiadas através do uso do amido e óleo (Castro et al., 2021). 

 De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), o 

Brasil ocupa a última posição entre os dez maiores produtores de arroz no mundo, sendo o único 

desta lista localizado fora do continente asiático (FAO, 2022). No país, mais de 82% da 

produção deste cereal ocorre na região sul, dentro da qual, 85% é realizada no RS, 13,4% em 

Santa Catarina (SC) e 1,6% no Paraná (EMBRAPA, 2023). Por este motivo, o sul do Brasil, em 

especial os estados do RS e SC, são considerados responsáveis por garantir o abastecimento 

nacional (Castro; Ferreira; Silva, 2022). 

 O sistema de cultivo de arroz mais utilizado é chamado de irrigado por inundação (Nery; 

Cella, 2022; Paula, 2008). Neste sistema, tradicionalmente realizado no sul do Brasil, o plantio 

é realizado em faixas de terra, seguido pela inundação do local utilizando a gravidade 

(EMBRAPA, 2023; Fernandes et al., 2016; Paula, 2008). Previamente à colheita, a água é 

drenada do local (Paula, 2008). Outro modelo de cultivo é o chamado de terras altas, ou arroz 

de sequeiro, comum em propriedades que aplicam a rotação de culturas (Paula, 2008). Nesse 

tipo de produção os custos são menores, geralmente não são necessárias adaptações – mesmo 
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em solos de baixa fertilidade - e a irrigação é realizada naturalmente pela chuva (Moraes et al., 

2004; Paula, 2008).  

 Embora sobreviva em diferentes condições, a maior produtividade do arroz tende a ser 

alcançada quando cultivado dentro de intervalos térmicos adequados em clima quente e em solo 

úmido (Castro et al., 2021; IRGA, 2018; Nery; Cella, 2022; Paula, 2008). A temperatura ideal 

varia em cada etapa do desenvolvimento, mas mantém-se geralmente entre 20 ºC e 35 ºC 

(IRGA, 2018). Em etapas críticas do desenvolvimento, como a floração, temperaturas abaixo 

de 15 ºC podem induzir a esterilidade da planta (IRGA, 2018). Dessa forma, visto que a fase 

vegetativa costuma demorar entre 130 e 135 dias, a época de semeadura deve ser realizada 

evitando extremos de temperatura até o período de colheita (Guimarães; Fageria; Filho, 2002; 

IRGA, 2018). No estado do RS, o frio é um dos fatores mais importantes para a definição do 

calendário agrícola do arroz (Steinmetz; Braga, 2001). Com certa variação de acordo com a 

região do estado, após a determinação por Steinmetz e Braga (2001) dos períodos favoráveis 

para a semeadura do arroz irrigado no RS, foi observado que para cultivares de ciclo médio essa 

atividade poderia ser realizada entre 21 de setembro e 20 de novembro e, para cultivares de 

ciclo precoce, entre 11 de outubro e 10 de dezembro. 

 Vale destacar que mais de 90% das áreas úmidas nativas do sul do Brasil, como os 

banhados, já foram invadidas pela rizicultura (Maltchik et al., 2011). Curiosamente, estas 

regiões destinadas ao plantio de arroz podem auxiliar na preservação de anfíbios na ausência 

do habitat original, mantendo uma elevada biodiversidade em um mosaico de microhabitats 

(Machado; Maltchik, 2010; Maltchik et al., 2011; Moreira; Maltchik, 2014). Estes ambientes 

aparentam ser adequados para várias famílias de anuros durante as diferentes fases da produção 

agrícola, embora ainda possam ser representadas por uma riqueza de espécies menor do que 

áreas naturais (Machado; Maltchik, 2010; Moreira; Knauth; Maltchik, 2014; Moreira; Maltchik, 

2014). Entretanto, a ação de agrotóxicos nos animais que habitam estes ambientes necessita ser 

avaliada (Machado; Maltchik, 2010). 

 

2.1.1 Agricultura orgânica como um contraponto ao emprego de agrotóxicos 

 

 Agrotóxicos são compostos utilizados em áreas agrícolas, visando o controle de 

organismos danosos e o aumento no rendimento da produção (Quarles, 2015; Van Meter et al., 

2019). Estas substâncias podem ser empregadas para o controle de pragas com potencial de 

interferência nas produções, como microrganismos, ervas daninhas, animais invertebrados e 

vertebrados (Faria, 2003; Garcês; Pires; Rodrigues, 2019). Desde 2011, o Brasil é considerado 
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o maior consumidor destes agentes químicos; em um levantamento de 2021, o país utilizou 57% 

a mais do que o segundo colocado, os Estados Unidos da América (FAO, 2021). Da mesma 

forma, o registro de novos agrotóxicos e seus componentes no Brasil cresceu vertiginosamente 

entre 2017 e 2022, com a primeira queda observada em anos após a conclusão do relatório de 

2023 (Brasil, 2023). 

 Visto que “pragas” podem influenciar negativamente na rizicultura (Castro; Ferreira; 

Silva, 2022), o uso de agrotóxicos é realizado visando maior produtividade e qualidade do 

produto final (Bosignari, 2020). Artrópodes lepidópteros, hemípteros e coleópteros, assim 

como moluscos, aves passeriformes e fungos são os principais acusados pela diminuição da 

produtividade do arroz irrigado (Neto, 2015). A doença mais importante no RS é chamada de 

Brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea, o qual é capaz comprometer totalmente a 

produção (Neto, 2015). O primeiro tratamento com agrotóxicos é realizado com inseticidas e 

fungicidas diretamente nas sementes, evitando prejuízos durante a germinação da planta (Neto, 

2015). Após a irrigação, a aplicação de agrotóxicos passa a ser por via aérea (Neto, 2015), a 

qual deve seguir normas estritas em relação à distância mínima para a pulverização em regiões 

próximas a mananciais de água, agrupamentos de animais e moradias humanas (Brasil, 2008; 

2021). 

 Salienta-se que o uso inadequado de agrotóxicos deve ser evitado, visto que pode levar 

a perdas de produtividade, aumentos nos custos e até mesmo danos ambientais e à saúde dos 

produtores (IRGA, 2018). Na lavoura, é proibido o uso de diferentes compostos 

simultaneamente, os quais podem ter ação antagonista ou até mesmo causar fitotoxicidade 

(IRGA, 2018). Do ponto de vista ambiental, a água utilizada para a irrigação pode atingir 

mananciais hídricos, afetando o ecossistema (IRGA, 2018). Por estes motivos, sistemas de 

produção orgânica são uma ótima alternativa para reduzir o impacto, sendo definidos conforme 

a Lei nº 10.831, de 23 de dezembro de 2003: 
Art. 1o Considera-se sistema orgânico de produção agropecuária todo aquele em que 
se adotam técnicas específicas, mediante a otimização do uso dos recursos naturais e 
socioeconômicos disponíveis e o respeito à integridade cultural das comunidades 
rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econômica e ecológica, a maximização 
dos benefícios sociais, a minimização da dependência de energia não-renovável, 
empregando, sempre que possível, métodos culturais, biológicos e mecânicos, em 
contraposição ao uso de materiais sintéticos, a eliminação do uso de organismos 
geneticamente modificados e radiações ionizantes, em qualquer fase do processo de 
produção, processamento, armazenamento, distribuição e comercialização, e a 
proteção do meio ambiente. (Brasil, 2003) 
 

 Do ponto de vista da agricultura orgânica, o controle de doenças na rizicultura pode ser 

realizado através do uso de variedades tolerantes e a realização de semeadura na época 

adequada (Neto, 2015). Da mesma forma, o manejo adequado da lâmina d’agua auxilia no 
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combate a plantas indesejadas, aves e caramujos (Diel et al., 2020). No Brasil, para atestar um 

produto como orgânico e permitir a sua comercialização, entidades credenciadas devem 

inspecionar o processo produtivo e conceder o selo de certificação (Zang et al., 2020).  

 A agricultura orgânica também pode ir além da simples eliminação de agrotóxicos e da 

mitigação de impactos ambientais; quando aliada aos princípios da agroecologia, também 

promove transformações nas dinâmicas sociais de produção, incentivando a participação ativa 

dos agricultores e uma relação mais harmoniosa com o ambiente (Lindner; Medeiros, 2023). 

Atualmente, o Movimento dos Trabalhadores Rurais Sem Terra é reconhecido como o principal 

produtor de arroz orgânico na América Latina, em grande parte devido à produção proveniente 

do complexo de assentamentos localizados na região metropolitana de Porto Alegre, em 

especial o Assentamento Filhos de Sepé (Preiss, 2020). 

 

2.1.1.1 Impactos fisiológicos dos agrotóxicos em anfíbios 

 

 Os principais riscos relacionados aos agrotóxicos se devem à sua persistência no 

ambiente, bioacumulação e toxicidade (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016). Os anfíbios 

são suscetíveis a entrar em contato com estes compostos através da pulverização direta ou pelo 

escoamento em corpos de água (Quarles, 2015), permitindo a exposição destes animais tanto 

durante a fase larval quanto adulta (Van Meter et al., 2019). A sensibilidade dos anfíbios contra 

a maior parte das classes de agrotóxicos é elevada, sejam estes utilizados de forma isolada ou 

em combinações, agindo de forma aguda ou crônica (Quarles, 2015; Van Meter et al., 2019). 

A exposição simultânea a diferentes classes de agrotóxicos é capaz de causar efeitos até mesmo 

mais pronunciados, embora dados a respeito da concentração e efeitos tóxicos ainda sejam 

escassos na literatura (Van Meter et al., 2019). Devido a isso, é importante compreender o 

potencial que estes agentes químicos possuem em participar de declínios populacionais de 

anfíbios e, desta forma, utilizar informações provenientes de pesquisas na área como um auxílio 

na elaboração de medidas de proteção de curto e longo prazo (Van Meter et al., 2019). 

 A acentuada permeabilidade cutânea dos anfíbios, vital para promoção de trocas gasosas 

e manutenção do equilíbrio osmótico, é um dos principais responsáveis pela elevada absorção 

dos agrotóxicos (Pasmans; Martel, 2019; Quarles, 2015). Estudos sugerem que a exposição 

destes animais aos poluentes ambientais pode predispor à imunossupressão e aumentar a 

suscetibilidade a diversas enfermidades (Brodkin et al., 2007; Gilbertson et al., 2003; Linzey 

et al., 2003). 
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 Os agrotóxicos são considerados estressores, visto que são capazes de estimular a 

elevação de níveis séricos de glicocorticoides (Brodkin et al., 2007; Gray; Miller; Hoverman, 

2009; Van Meter et al., 2019). Nos anfíbios, a corticosterona - o principal glicocorticoide 

liberado no estresse - é responsável por modular diversas funções relacionadas ao 

comportamento, reprodução, metabolismo e imunidade destes animais (Moore; Jessop, 2003). 

Ao avaliar indivíduos afetados por essa ação imunossupressora secundária dos agrotóxicos, 

diversas reações podem ser observadas no organismo, como uma maior predisposição à 

infecção por parasitos e outros agentes infecciosos (Christin et al., 2003; Forson; Storfer, 2006; 

Rohr et al., 2013). Além dos efeitos hormônio-dependentes, os agrotóxicos também podem 

afetar os anfíbios de outras formas; genotoxicidade - capacidade de causar danos ao material 

genético -, efeitos teratogênicos e redução de crescimento e sobrevida são algumas das 

consequências relatadas (Garcês; Pires; Rodrigues, 2019; Langerveld et al., 2009).  

 O herbicida ácido diclorofenoxiacético, popularmente conhecido como 2,4-D, pertence 

ao grupo químico do ácido ariloxialcanóico e é utilizado no ambiente agrícola para 

seletivamente eliminar ervas daninhas de folhas largas (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016; 

Munro et al., 1992). Este composto é amplamente utilizado no Brasil e no mundo em culturas 

como o arroz, cana-de-açúcar e batata (Freitas et al., 2019). Quando diluído ou degradado de 

forma ineficiente, pode atingir concentrações capazes de causar genotoxicidade em organismos 

aquáticos (Arcaute; Soloneski; Larramendy, 2016). Em girinos expostos cronicamente, é capaz 

de prejudicar o crescimento, natação e metamorfose, assim como alterar reservas lipídicas 

(Freitas et al., 2019). Este composto também é responsável por danos teratogênicos e por 

aumentar a resposta contra a maior geração de radicais livres em Rhinella arenarum (Anura: 

Bufonidae) (Aronzon et al., 2010; Lajmanovich et al., 2015). 

 As estrobilurinas atuam na inibição da respiração celular fúngica, sendo eficientes para 

o controle de doenças causadas por estes organismos (Bartett et al., 2001; Zhang et al., 2020). 

Os compostos mais utilizados do grupo são a azoxistrobina, piraclostrobina, trifloxistrobina, 

fluoxastrobina, picoxistrobina e cresoxim-metílico (Zhang et al., 2020). Estrobilurinas causam 

elevada letalidade e efeitos teratogênicos em Xenopus tropicalis (Anura: Pipidae) (Li et al., 

2016). Piraclostrobina também é associada com maiores cargas parasitárias de trematódeos em 

Aquarana catesbeiana (Anura: Ranidae) (Hopkins; Hoverman, 2024). Estes compostos ainda 

podem ter efeitos sinérgicos ao serem utilizados em misturas com outros agrotóxicos (Wu et 

al., 2018).  

 Triazóis compreendem um grupo amplamente utilizado na agricultura, os quais 

desestabilizam a membrana fúngica, inibindo o seu crescimento (Pernak et al., 2015; Sancholle; 
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Weete; Montant, 1984). Existem diversos compostos triazóis atualmente, utilizados em estudos 

que avaliam seus efeitos em organismos não-alvo (Roman et al., 2021). O ciproconazol pode 

diminuir o crescimento, prejudicar a metamorfose e ocasionar comportamentos anormais em 

Pelophylax nigromaculatus (Anura: Ranidae) (Zhang et al., 2019). Triazóis são associados com 

efeitos teratogênicos em ratos e Xenopus laevis (Anura: Pipidae) (Groppelli et al., 2005; Renzo 

et al., 2011). Estes produtos químicos também podem alterar a dinâmica de Batrachochytrium 

dendrobatidis no ambiente (Barbi et al., 2023). Mesmo não reduzindo a carga fúngica em 

animais previamente contaminados, aparentam ter um efeito preventivo ao expor o hospedeiro 

antes da infecção (Barbi et al., 2023). Embora com aparentes efeitos positivos, também causa 

um alerta quanto a possibilidade de selecionar organismos resistentes e os efeitos disso na 

medicina humana e veterinária (Barbi et al., 2023; Garcia-Rubio; Cuenca-Estrella; Mellado, 

2017).  

 

2.2 Doenças emergentes como obstáculos à conservação de anfíbios 

 

 A maior ocorrência de declínios populacionais de anfíbios em nível global atrai a 

atenção de pesquisadores para o estudo das causas e o efeito delas nos animais há anos (Duffus; 

Olson, 2011; Stuart et al., 2004; Young et al., 2004). Entre estas causas, podemos citar as 

doenças infecciosas emergentes, principalmente representadas pela quitridiomicose e 

ranavirose (Duffus; Olson, 2011), ambas notificáveis à World Organisation for Animal Health 

(WOAH, fundada previamente como OIE - Office International des Epizooties) (OIE, 2022). 

 

2.2.1 Quitridiomicose 

 

 O filo Chytridiomycota é composto por fungos encontrados principalmente na água e 

solo, capazes de parasitar principalmente outros fungos, algas, plantas e alguns pequenos 

invertebrados, utilizando quitina, queratina e debris como substrato (Berger et al., 1998). Após 

análises histológicas de anuros vítimas de eventos de mortalidade em massa no Panamá e 

Austrália na década de 1990, foi descrito o primeiro relato de organismos deste filo parasitando 

vertebrados (Berger et al., 1998). 

 A quitridiomicose é uma doença causada principalmente pelo fungo B. dendrobatidis 

(Longcore; Pessier; Nichols, 1999), o qual pode ser observado infectando a porção 

queratinizada da epiderme de anfíbios das ordens Anura, Urodela e Gymnophiona em todos os 

continentes nos quais habitam seus hospedeiros (Berger et al., 1998; Olson; Ronnenberg, 2014). 
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Mais recentemente, após investigações de declínios populacionais de causa desconhecida de 

Salamandra salamandra (Caudata: Salamandridae), foi descrita a espécie Batrachochytrium 

salamandrivorans (Martel et al., 2013). Atualmente, a quitridiomicose é associada com o 

declínio populacional de mais de 500 espécies de anfíbios, sendo que 90 destas podem estar 

extintas (Scheele et al., 2019). No Brasil somente há descrição de B. dendrobatidis, a qual é 

amplamente distribuída pelo país, especialmente em regiões de mata atlântica (Carvalho; 

Becker; Toledo, 2017). 

 Em anfíbios adultos afetados por B. dendrobatidis geralmente não são observadas lesões 

macroscópicas. Por outro lado, em análises histológicas, esporângios podem ser encontrados 

nos estratos córneo e granuloso da epiderme, principalmente nos dígitos e região ventral do 

corpo (Berger et al., 1998). Além das estruturas fúngicas, também podem ser visualizadas no 

estrato córneo áreas de hiperqueratose paraqueratórica e eventual erosão (Berger et al., 1998). 

Em contrapartida, o oposto é observado em infecções por B. salamandrivorans, o qual é 

responsável por causar erosões multifocais superficiais, assim como úlceras profundas (Martel 

et al., 2013). Citologicamente, o diagnóstico de quitridiomicose pode ser feito através da 

visualização de estruturas esféricas, frequentemente septadas, no citoplasma de queratinócitos 

ou no meio extracelular (Pressier, 2021).  

 Embora o mecanismo por trás da elevada letalidade da doença não esteja totalmente 

elucidado, em animais com cargas muito elevadas do fungo na pele a respiração cutânea e 

osmorregulação podem ser prejudicadas (Berger et al., 1998; Fisher; Garner, 2020). Visto que 

o fungo somente se desenvolve em regiões queratinizadas da pele, em girinos a infecção só é 

capaz de ocorrer na boca, não sendo observado em outras regiões do corpo (Berger et al., 1998). 

Por este mesmo motivo, a quitridiomicose não costuma causar a morte de anfíbios em estágio 

larval (Berger et al., 1998). 

 

2.2.2 Ranavirose 

 

 Os vírus do gênero Ranavirus são membros da família Iridoviridae e possuem genoma 

constituído por DNA dupla fita (Chinchar, 2002). Estes vírus são capazes de afetar de forma 

sistêmica peixes, anfíbios e répteis (Chinchar, 2002), com relatos na Ásia, Oceania, Europa, 

África e Américas (Brunner et al., 2021). 

 Infecções por Ranavirus podem causar lesões em diversos órgãos, sendo associadas com 

doença clínica em populações de animais ectotérmicos há algumas décadas (Chinchar, 2002). 

Embora espécies diferentes do vírus possuam diferentes patogenicidades, a taxa de mortalidade 
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por ranaviroses pode chegar a 100% (Chinchar, 2002). Diversos fatores podem aumentar a 

susceptibilidade ao vírus, como a infecção por variedades mais virulentas ou a ação de 

estressores naturais e antropogênicos (Gray; Miller; Hoverman, 2009), incluindo os agrotóxicos 

(Forson; Storfer, 2006). 

 Em anfíbios, os primeiros isolados de Ranavirus datam da década de 1960 em amostras 

de Lithobates pipiens (Anura: Ranidae) (Granoff; Came; Rafferty, 1965). Atualmente já 

existem relatos de infecções em diversas espécies de anuros e urodelos em diferentes estágios 

ontogenéticos, sendo especialmente mais comum em membros da família Ranidae (Duffus; 

Olson, 2011; Miller; Gray; Storfer, 2011). Até o momento, não há relatos na ordem 

Gymnophiona (Brunner et al., 2021). 

 Em um estudo com Rana sylvatica (Anura: Ranidae), foi observada uma redução na 

contagem relativa de linfócitos e neutrofilia em estágios iniciais da infecção por Ranavirus, 

seguido por linfocitose relativa com a progressão da doença (Forzán et al., 2016). Também 

foram observadas inclusões intracitoplasmáticas eosinofílicas em todas as linhagens 

leucocitárias, com origem viral confirmada por imunocitoquímica; células contendo estas 

inclusões apresentavam degeneração nuclear, assim como outras alterações morfológicas 

(Forzán et al., 2016).   

 A distribuição mundial do vírus, somada à capacidade de causar doença em diversas 

espécies de anfíbios, demonstram o seu risco a estas populações (Miller; Gray; Storfer, 2011). 

Esforços para a reunião de dados sobre Ranavirus e da sua distribuição resultaram em um 

sistema online e de acesso livre, o Global Ranavirus Reporting System (GRRS, 

https://brunnerlab.shinyapps.io/GRRS_Interactive/), criado em 2015 (Brunner et al., 2021). No 

Brasil ainda são escassos os relatos, todos envolvendo a espécie exótica invasora A. catesbeiana 

e restritos ao sudeste (Neves et al., 2016; Candido et al., 2019) e centro-oeste (Galli et al., 2006; 

Mazzoni et al., 2009) do país, assim como um único no estado do RS (Ruggeri et al., 2019). 

 

2.3 Patologia clínica: ferramenta para a avaliação da saúde de anfíbios 

 

 Devido aos declínios em populações de anfíbios ao redor do mundo, suas aplicações 

como modelo de estudo e até mesmo como mascotes, é observado um aumento na demanda por 

médicos veterinários que atuem com esses animais em programas de conservação, no ambiente 

laboratorial e na clínica médica, respectivamente (Pessier, 2021). Anfíbios também podem 

atuar como bioindicadores, visto que suas variáveis hematológicas aparentam estar diretamente 

conectadas às condições ambientais (Gavel et al., 2021; Welsh; Ollivier, 1998; Zhelev; 
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Popgeorgiev; Mehterov, 2015). A avaliação hematológica de anfíbios é uma ferramenta muito 

útil quando utilizada como um direcionamento para a avaliação da saúde, diagnóstico de 

enfermidades, elaboração de prognósticos e acompanhamento terapêutico (Heatley; Russell, 

2019). Entretanto, por serem animais ectotérmicos e adaptados ao ambiente terrestre e aquático, 

muitas variações são observadas em suas condições fisiológicas (Campbell, 2012; Heatley; 

Russell, 2019). Visto que fatores extrínsecos e intrínsecos podem ser bastante influentes, o 

estabelecimento de IR e a interpretação de resultados se tornam grandes desafios nestes animais 

(Forzán; Horney, 2020). A utilização de técnicas associadas, como reação em cadeia da 

polimerase (PCR), sorologia, histopatologia e cultura microbiológica, é frequentemente 

necessária para o diagnóstico definitivo da etiologia de doenças (Heatley; Russell, 2019). 

 Por outro lado, mesmo que complexa, a avaliação hematológica destes animais possui 

grande potencial para o monitoramento do status sanitário quando considerados diferentes IR e 

o efeito de fatores que possam influenciar na resposta hematológica (Campbell; Ellis, 2015). 

Atualmente, diretrizes já foram estabelecidas por profissionais da patologia clínica veterinária 

para o estabelecimento de IR de animais silvestres, minimizando interferentes (Friedrichs et al., 

2012). 

 

2.3.1 Coleta de sangue 

 

 Com finalidade de evitar a remoção da camada protetora de muco e trocas excessivas 

de calor, a manipulação de anfíbios deve ser realizada de forma delicada e durante o menor 

tempo possível (Forzán et al., 2017). O uso de luvas nitrílicas sem talco também é encorajado 

para evitar lesões na pele e intoxicações ao animal, além de proteger o profissional envolvido 

(Greer et al., 2009).  

 Sabe-se que o volume de sangue circulante de anuros é variável (Campbell; Ellis, 2015), 

embora componha aproximadamente 10% do peso corporal (Arikan; Cicek, 2014). Por 

segurança, de forma geral, a quantidade máxima de sangue que deve ser coletada de um 

indivíduo sadio é considerada a correspondente a 1% do seu peso corporal (Campbell; Ellis, 

2015; Forzán et al., 2017), podendo ser obtida por punção da veia abdominal ventral, veia 

femoral, veia maxilar, plexo lingual ou por cardiocentese (Almosny, 2014; Campbell, 2012; 

Campbell; Ellis, 2015; Forzán et al., 2017; Heatley; Russell, 2019).   

 Assim como em répteis, devido à proximidade dos vasos linfáticos aos sanguíneos, 

amostras de sangue coletadas de anfíbios podem ser contaminadas por linfa durante a punção, 
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o que deve ser evitado a fim de prover valores fidedignos das contagens celulares (Almosny, 

2014; Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015).  

 Parte da literatura orienta o uso de heparina lítica como anticoagulante para análises 

hematológicas de anfíbios, visto que o ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) seria capaz 

de causar hemólise em algumas espécies (Arikan; Cicek, 2014; Campbell, 2012). Entretanto, 

diversos estudos já extrapolam o uso do EDTA como anticoagulante para alguns anuros (Chang 

et al., 2015; Coppo; Mussart; Fionarelli, 2005; Das; Mahapatra, 2014; Franco-Belussi et al., 

2022), o que permite uma contagem celular mais adequada devido à menor agregação de 

trombócitos e leucócitos. Entretanto, como todos os anticoagulantes podem afetar em diferentes 

graus a coloração e morfologia celular, é sempre recomendada a realização de distensões 

sanguíneas com a amostra fresca, imediatamente após a coleta (Heatley; Russell, 2019). 

 

2.3.2 Processamento de amostras para hemograma e citologia sanguínea 

 

 Quando comparadas com as de mamíferos, mais limitações podem ser observadas nas 

análises hematológicas de anfíbios; embora alguns estudos tentem associar uma metodologia 

híbrida, utilizando contadores celulares automáticos, ainda é indispensável a realização de 

contagens manuais (Forzán et al., 2017; Heatley; Russell, 2019). Metodologias descritas na 

literatura para a quantificação das células incluem estimativas de leucócitos em lâmina e 

contagens em hemocitômetro, utilizando contagens indiretas (como a coloração de Floxina) e 

diretas (utilizando o corante de Natt-Herrick), sendo a última considerada a mais acurada 

(Heatley; Russell, 2019). A aferição do hematócrito, estimativa de proteínas plasmáticas totais, 

diferencial e morfologia celular também devem ser incluídos no hemograma de anfíbios 

(Heatley; Russell, 2019).  

 Os anfíbios possuem os maiores eritrócitos entre os vertebrados (Arikan; Cicek, 2014). 

Estas células são elípticas, possuindo citoplasma pálido eosinofílico e núcleo ovalado central 

com cromatina densa (Arikan; Cicek, 2014; Campbell, 2012). Os policromatófilos são 

eritrócitos mais imaturos, de aparência menor, mais arredondados e com citoplasma mais 

basofílico, encontrados em discreta quantidade em animais hígidos (Forzán et al., 2017). 

 Flutuações eritrocitárias sazonais são comuns, principalmente durante a primavera, 

estação em que se espera um maior número de células circulantes (Campbell, 2012). Por outro 

lado, alterações em índices eritrocitários também podem caracterizar anemia (regenerativa ou 

não regenerativa) ou eritrocitose (Heatley; Russell, 2019). Assim como em outros vertebrados, 

anemias regenerativas podem ocorrer devido à perda de sangue aguda e hemólise (Heatley; 
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Russell, 2019). Entre as causas de hemólise podemos citar a infecção por hemoparasitos, 

embora a patogenicidade destes agentes infecciosos seja dependente de diversos fatores, como 

a adaptação ao hospedeiro, célula afetada e espécie parasitária (Heatley; Russell, 2019). A 

identificação da resposta regenerativa ocorre devido à visualização de maiores quantidades de 

policromatófilos e outros precursores eritrocitários, eritrócitos binucleados e figuras de mitose 

(Heatley; Russell, 2019).  

  Os leucócitos de anfíbios aparentemente possuem funções similares às exercidas pelos 

de outros vertebrados, embora poucos estudos avaliem efeitos diretos sobre a proporção celular 

(Campbell, 2012; Heatley; Russell, 2019). No sangue de anfíbios, estes seguem a mesma 

classificação de mamíferos em granulócitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos) e agranulócitos 

(linfócitos e monócitos) (Campbell, 2012; Forzán et al., 2017; Heatley; Russell, 2019). 

 O termo heterófilo já foi previamente utilizado para se referir ao granulócito mais 

comum em anfíbios; porém, visto que citoquimicamente são mieloperoxidase positivos, 

atualmente são chamados de neutrófilos (Forzán et al., 2017; Heatley; Russell, 2019; Pessier, 

2021). Estas células são similares às encontradas em mamíferos, arredondadas, com citoplasma 

discretamente basofílico, pequenos grânulos eventualmente visíveis e núcleo multilobulado 

(Campbell; Ellis, 2015; Forzán et al., 2017). Algumas espécies, como L. luctator, possuem 

neutrófilos com núcleo uni ou bilobulado (Bilhalva et al., 2023). Eosinófilos possuem tamanho 

similar aos neutrófilos, porém com citoplasma mais basofílico, repleto de grânulos 

arredondados e eosinofílicos, e um núcleo menos lobulado (Arikan; Cicek, 2014; Campbell, 

2012). Basófilos são granulócitos de fácil diferenciação (Heatley; Russell, 2019). Possuem 

citoplasma e núcleo arredondado, o qual por muitas vezes é oculto por grandes grânulos 

basofílicos (Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015). Corantes aquosos podem não evidenciar 

corretamente esta granulação, sendo preferível a utilização de colorações derivadas de 

Romanowsky que utilizem metanol como solvente (Allison; Velguth, 2010). 

 Linfócitos geralmente são as células mais comuns no diferencial leucocitário de anfíbios 

(Heatley; Russell, 2019). São bastante similares aos observados em mamíferos, de formato 

arredondado, com citoplasma discretamente basofílico e agranular, assim como núcleo 

excêntrico com cromatina densa, ocupando grande parte do citoplasma (Arikan; Cicek, 2014; 

Heatley; Russell, 2019). Eventualmente, grandes linfócitos podem ser observados em 

esfregaços sanguíneos de animais saudáveis (Campbell, 2012). Monócitos são caracterizados 

por suas grandes dimensões e formato irregular, com citoplasma abundante, frequentemente 

vacuolizado e diferentes formatos de núcleo com cromatina pouco condensada (Campbell, 

2012). No citoplasma destas células eventualmente podem ser observados materiais 
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fagocitados, como melanina, debris mucoproteicos, lipídios, eritrócitos, hemossiderina, entre 

outros (Heatley; Russell, 2019). 

 Assim como descrito para aves e répteis, os trombócitos de anfíbios também são 

nucleados e participam do processo de coagulação (Campbell, 2012; Forzán et al., 2017). A 

morfologia destas células depende de certos fatores (Heatley; Russell, 2019). Quando se 

encontram inativados possuem formato ovalado, citoplasma pálido, pouco corado e núcleo 

ovalado central com cromatina densa (Campbell, 2012; Forzán et al., 2017). Trombócitos 

ativados, por outro lado, são arredondados, frequentemente apresentando pseudópodes e 

citoplasma com granulação eosinofílica (Heatley; Russell, 2019). Estas células também podem 

ser facilmente confundidas com pequenos linfócitos, os quais possuem cromatina nuclear 

menos condensada e citoplasma mais basofílico (Forzán et al., 2017). A presença de agregados 

trombocitários é bastante comum, principalmente quando utilizada a heparina como 

anticoagulante (Heatley; Russell, 2019). A presença de trombócitos imaturos pode sugerir uma 

resposta regenerativa desta linhagem celular (Campbell, 2012; Campbell; Ellis, 2015).  

 A interpretação do hemograma de anfíbios pode ser um desafio, sendo geralmente 

extrapolada de maneira similar à aplicada com répteis (Almosny, 2014). Para isso, deve ser 

levada em conta a fase de desenvolvimento, idade, fase reprodutiva e variações sazonais 

(Almosny, 2014). Além disso, contaminantes ambientais estressores, como os agrotóxicos, 

também podem modular a celularidade observada (Silva et al., 2020). 

 

2.3.3 Parasitos e outras inclusões observadas no sangue de anfíbios 

 

 A elevada prevalência de organismos parasitários no sangue de anfíbios é um assunto 

discutido há décadas (Causey, 1939). Um dos primeiros registros na literatura sobre os 

hemoparasitos destes animais foi o relato da descoberta do agente Trypanosoma sanguinis (syn. 

Trypanosoma rotatorium) em amostras de Pelophylax esculentus (Anura: Ranidae) (Ferreira et 

al., 2015; Gruby, 1843; Hoare, 1964). Dessa forma, a observação de parasitos sanguíneos em 

esfregaços sanguíneos de anfíbios se torna um achado frequente (Forzán et al., 2017).  

 Sabe-se que a invasão do ambiente terrestre após o período larval permite uma maior 

exposição dos indivíduos às diferentes condições climáticas, predadores e vetores capazes de 

transmitir agentes patogênicos (Fonseca; Reynolds, 2021). Além disso, as células sanguíneas 

dos anfíbios aparentemente proporcionam um ambiente propício para o desenvolvimento de 

seres eucariotos e procariotos (Desser; Barta, 1984).  
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 De forma geral, infecções parasitárias raramente cursam com doenças em anfíbios de 

vida-livre, entretanto, manifestações clínicas e hematológicas podem ser observadas devido ao 

estresse (Arikan; Cicek, 2014). Protozoários intracelulares e extracelulares, assim como 

helmintos, bactérias intraeritrocitárias e inclusões virais podem ser encontrados em amostras 

coletadas de animais de cativeiro ou vida-livre (Desser, 2001; Forzán et al., 2017; Netherlands 

et al., 2015). Segundo alguns autores, a prevalência destes agentes parece ser mais modulada 

de acordo com o habitat do indivíduo, visto que aparenta afetar mais animais de ambientes 

aquáticos ou que possuam o estágio biológico de girino por longos períodos (Barta; Desser, 

1984; Desser; Barta, 1984). A exposição prolongada de um hospedeiro anfíbio com vetores 

também aparenta possuir relação com a parasitemia, já que animais maiores e mais velhos 

costumam possuir maior carga parasitária (Barta; Desser, 1984; Nguiffo et al., 2019). 

 A quantidade de pesquisas a respeito destes agentes de anfíbios vem crescendo nos 

últimos tempos, embora ainda ocorram em poucas áreas do Brasil, geralmente restritas ao 

Centro-Oeste (Ferreira et al., 2007; 2015; Rodrigues et al., 2019; Úngari et al., 2020; 2021; 

2022), Sudeste (Costa; Pereira, 1971; Costa et al., 1973; Ferreira et al., 2007; 2020; Úngari et 

al., 2022) e Norte (Coêlho et al., 2021a; 2021b; 2021c; Ferreira et al., 2007; Oliveira et al., 

2020; Pinho et al., 2021). Na região sul do país ainda não há descrição molecular de 

hemoparasitos de anuros, com dois estudos restrito à morfologia, um no estado do Paraná 

(D'Bastiani; Struett; Campião, 2018) e outro no RS (Bilhalva et al., 2023). 

 

2.3.3.1 Protozoários intracelulares 

 

 Pequenas inclusões intraeritrocitárias nomeadas de Anguillula minima foram relatadas 

em anfíbios pela primeira vez no século 19 por Chaussat (1850, apud Mackerras; Mackerras, 

1961), sendo posteriormente classificadas como Lankesterella minima (Labbé, 1899). Estes 

parasitos são coccídios pertencentes à subordem Eimeriorina, e, no hospedeiro vertebrado, são 

capazes de realizar esquizogonia e esporogonia em macrófagos e células endoteliais, seguidos 

pela liberação de esporozoítos pelo oocisto e invasão de eritrócitos e leucócitos (Mackerras; 

Mackerras, 1961; Paperna et al., 2009). Também podem ser facilmente observados livres no 

esfregaço sanguíneo, provavelmente devido ao rompimento de eritrócitos infectados, os quais 

possuem menor integridade (Mackerras; Mackerras, 1961; Paperna; Martin, 2001). Acredita-se 

que a transmissão ocorra através de hospedeiros invertebrados, como as sanguessugas da 

espécie Hemiclepsis marginata (Noller, 1920 apud Fonseca; Reynolds, 2021), embora 

possivelmente atuem somente como vetores mecânicos (Mackerras; Mackerras, 1961).  
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 Outros protozoários intracelulares observados em anfíbios incluem as hemogregarinas, 

termo utilizado na literatura para se referir a um grande e diverso grupo de parasitos 

apicomplexos da subordem Adeleorina (Netherlands et al., 2020). Dentro da família 

Haemogregarinidae, o gênero Hepatozoon é frequentemente relatado em anfíbios, enquanto os 

gêneros Haemogregarina, Haemolivia e Pseudohaemogregarina são reportados raramente (Al-

Quraishy et al., 2021). Para uma correta diferenciação morfológica entre os gêneros, 

principalmente Hepatozoon e Haemogregarina, se faz necessária a observação do estágio 

esporogônico no vetor, entretanto, a maioria das dos relatos descritivos são baseados somente 

na morfologia parasitária encontrada no sangue do hospedeiro, visto que os ciclos biológicos 

ainda foram pouco elucidados (Leal et al., 2009). Hepatozoon leptodactyli já foi observado 

parasitando eritrócitos de Leptodactylus pentadactylus e do complexo L. latrans, sendo 

possivelmente transmitido por vetores sanguessugas da espécie Haementeria lutzi (Costa et al., 

1973). Em infecções graves, os autores também relataram a presença deste parasito em 

leucócitos (Costa et al., 1973).  

 Hemogregarinas pertencentes à família Dactylosomatidae também podem ser 

observadas no sangue de anfíbios, como os gêneros Babesiosoma e Dactylosoma (Davies; 

Johnston, 2000; Netherlands et al., 2020). Entre estes, o gênero Dactylosoma é mais 

frequentemente citado na literatura e, devido à observação deste parasito em diferentes locais 

do mundo, acredita-se que habitam o sangue de anfíbios há muitos anos, sem efeitos 

patogênicos descritos (Manwell, 1964). Relatos da presença deste gênero já existem em 

diversas espécies de anuros, incluindo as do complexo L. latrans (Costa; Pereira, 1971). Visto 

que membros dessa família somente foram observados em animais aquáticos, acredita-se que 

sejam transmitidos por vetores como as sanguessugas (Netherlands et al., 2020). 

 

2.3.3.2 Protozoários extracelulares 

 

 Protozoários flagelados da família Trypanosomatidae possuem distribuição mundial 

(Bardsley; Harmsen, 1973; O’Donoghue, 2017) e podem habitar o sangue de todas as classes 

de vertebrados (Jordaan; Preez; Netherlands, 2023). A descrição inicial destes parasitos ocorreu 

na primeira metade do século XIX, com a criação do gênero Trypanosoma (Gruby, 1843). 

Tripomastigotas geralmente são maiores e mais complexos em anfíbios do que em mamíferos, 

com núcleo e cinetoplasto visíveis, mas dotadas ou não de membrana ondulante e flagelo, 

podendo ser facilmente encontradas de forma livre no sangue do hospedeiro vertebrado 

(Bardsley; Harmsen, 1973). Os formatos observados no sangue destes animais podem ser 
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diversos, variando desde a clássica aparência alongada tripaniforme, até formas arredondadas 

e ausentes de flagelo livre (Ferreira et al., 2007).  

 Diversos fatores dificultam a identificação das mais de 60 espécies de tripanossomas 

que habitam estes animais (Klaphake, 2009). Devido ao intenso pleomorfismo destes 

protozoários, o reconhecimento com base na morfologia não deve ser realizado além do gênero 

no estágio biológico presente no sangue do hospedeiro (Bardsley; Harmsen, 1973; Desser, 

2001), o que resultou em diversas espécies classificadas erroneamente ao longo dos anos 

(Desser, 2001). Além disto, o gênero costuma compreender agentes menos espécie-específicos 

quando habitando animais de sangue frio (Bardsley; Harmsen, 1973). 

 Em anfíbios, sanguessugas e dípteros são descritos como potenciais vetores para a 

transmissão de tripanossomatídeos (Ayala, 1971; Barta; Desser, 1984; Johnson; Young; Butler, 

1993; Martin; Desser, 1991; O’Donoghue, 2017), os quais não costumam ser patogênicos. 

Entretanto, existem relatos associados com espécies de Trypanosoma nos quais puderam ser 

observados sinais clínicos graves, incluindo óbito (Klaphake, 2009). 

 

2.3.3.3 Helmintos 

 

 Nematódeos da família Onchocercidae, popularmente conhecidos como filárias, podem 

migrar entre o sangue e a linfa do hospedeiro, locais de fácil ingestão pelo vetor hematófago 

(Bain, 2002). Estes parasitos podem afetar uma grande gama de hospedeiros terrestres, 

incluindo mamíferos, aves, répteis e anfíbios (Bain, 2002). A visualização de microfilárias no 

sangue de anfíbios é comum, sendo frequentemente relatadas em estudos sobre a fauna 

hemoparasitária destes animais (Netherlands et al., 2015; Nguiffo et al., 2019). A prevalência 

e intensidade da infecção flutuam de acordo com a época do ano, provavelmente de acordo com 

a disponibilidade de dípteros vetores (Nguiffo et al., 2019). 

 Embora não costumem ser associados com doenças, em elevadas quantidades estes 

helmintos podem causar letargia e outros sinais clínicos (Arikan; Cicek, 2014). Infecções 

acentuadas por microfilárias ou indivíduos adultos do gênero Foleyella podem resultar em óbito 

(Klaphake, 2009). 

 

2.3.3.4 Rickettsias 

 

 Estruturas intraeritrocitárias similares a rickettsias foram descritas no sangue de anfíbios 

no final do século 19 por Labbé (1894 apud Desser; Barta, 1989) e chamadas de Cytamoeba 
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bacterifera. Devido às suas características ultraestruturais, posteriormente foram inseridas no 

gênero Aegyptianella, organismos capazes de afetar outros ectotérmicos e aves (Desser, 1987). 

Já no século XXI, foram reclassificados na família Flavobacteriaceae como Candidatus 

Hemobacterium ranarum (Zhang; Rikihisa, 2004). Na microscopia de luz geralmente 

aparentam como uma estrutura intracitoplasmática arredondada e delimitada, preenchida por 

organismos bastonetes dispostos em paralelo, os quais podem ser observados eventualmente 

isolados (Desser, 1987). Quanto à sua transmissão, acredita-se que sanguessugas atuem como 

vetores destes agentes (Desser, 1987). O significado clínico destes agentes ainda é incerto 

(Pressier, 2021). 

 

2.3.3.5 Inclusões virais 

 

 Inclusões virais intraeritrocitárias são descritas há anos em anfíbios, ocasionadas por 

vírus icosaédricos, com DNA dupla fita e eventualmente envelopados (Grua-Gray; Petric; 

Desser, 1989). Chamados de Frog erythrocytic virus (FEV), acredita-se que façam parte da 

família dos Iridovirus (Grua-Gray; Petric; Desser, 1989). Embora ainda com raras descrições 

moleculares, estudos filogenéticos mais recentes posicionam os vírus eritrocitários de Rhinella 

marina (Anura: Bufonidae) na subfamília Betairidoviridae (Russo et al., 2021).   

 As inclusões associadas ao FEV apresentam um formato redondo, localizadas no 

citoplasma celular e eventualmente deslocando o núcleo (Desser; Barta, 1984). Estas inclusões 

já foram descritas por diferentes autores como eosinofílicas e basofílicas, mesmo utilizando ao 

utilizar o mesmo corante, o que levanta a hipótese de se tratar de diferentes organismos (Desser; 

Barta, 1984; Pessier, 2021; Werner, 1993). Eritrócitos infectados pelo FEV aparentam menores 

e mais arredondados na visão bidimensional, embora o volume corpuscular médio (VCM) seja 

maior (Gruia-Gray; Desser, 1992). Em animais com infecções muito acentuadas já foi 

observada anemia, provavelmente decorrente de hemólise extravascular (Gruia-Gray; Desser, 

1992). Acredita-se que este vírus seja mais frequente e potencialmente mais letal para animais 

jovens, podendo também levar a uma maior susceptibilidade à predação e infecções por outros 

patógenos (Gruia-Gray; Desser, 1992). Segundo alguns autores, a presença das estruturas em 

eritrócitos sugere que um vetor hematófago está envolvido (Desser; Barta, 1984), 

provavelmente dípteros e de forma mecânica (Gruia-Gray; Desser, 1992). 

 

2.3.4 Bioquímica de proteínas sanguíneas 
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 O plasma é um fluído responsável pelo transporte de substâncias de diferentes pesos 

moleculares (Arikan; Cicek, 2014). A coloração normal do plasma de anfíbios é bastante 

variável, de incolor a amarelo claro, alaranjado, azul ou até mesmo esverdeado (Forzán et al., 

2017; Heatley; Johnson, 2009). A escolha da amostra entre plasma e soro depende do ensaio 

bioquímico e metodologia realizada, entretanto, precauções especiais devem ser tomadas para 

a interpretação dos resultados de anfíbios (Forzán et al., 2017). Além das variações extrínsecas 

e a falta de padronização na elaboração de IR, deve ser considerado o fato de que a maioria dos 

analisadores bioquímicos mede a atividade enzimática a 37º C, bastante superior à esperada 

para a ação enzimática em anfíbios (Forzán et al., 2017). Dessa forma, são raras as informações 

a respeito da significância diagnóstica de enzimas cardíacas, hepáticas, pancreáticas e 

musculares em anfíbios (Forzán et al., 2017). 

 Proteínas sanguíneas podem ser aferidas por refratometria, espectrofotometria e 

eletroforese (Forzán et al., 2017). A análise de sólidos totais (ST), principalmente influenciados 

pelas proteínas presentes no plasma, é realizada por refratometria, sendo considerada uma 

alternativa rápida e sem custos (Forzán et al., 2017). No entanto, esta análise deve ser 

interpretada como uma estimativa, visto que pode ser elevada devido à presença de outros 

sólidos dissolvidos na amostra, como colesterol e triglicerídeos (Parker-Graham; Clayton; 

Mangus, 2020), embora pesquisadores tenham obtido uma boa correlação com o método do 

Biureto em um estudo com Litoria caerulea e Litoria infrafrenata (Anura: Pelodryadidae) 

(Young et al., 2012). Para a dosagem de proteínas totais (PT) séricas de forma acurada, 

recomenda-se utilizar o método do Biureto (Forzán et al., 2017).  

 A albumina geralmente é aferida em laboratórios veterinários pelo método do Verde de 

Bromocresol, o qual pode promover ligações inespecíficas com globulinas e superestimar a sua 

concentração em aves (Spagnolo et al., 2006) e répteis (Broughton; Webb, 2022; Müller; 

Brunnberg, 2010). Apenas um estudo avaliou este método para a dosagem de albumina em 

relação à eletroforese de proteínas em anfíbios e, ao contrário do observado para outras classes, 

os valores foram aparentemente subestimados pelo método do Verde de Bromocresol (Young 

et al., 2012). Dessa forma, acredita-se que a eletroforese de proteínas seja o método mais 

confiável para avaliar a concentração relativa de albumina e globulinas através de uma medida 

acurada de PT (Forzán et al., 2017). Esta metodologia se torna especialmente interessante ao 

requerer baixas quantidades de amostra, entretanto, possui um custo elevado, pode ser de difícil 

acesso e sua interpretação ainda é pouco estudada em anfíbios (Forzán et al., 2017). 

 O aumento das PT deve ser avaliado junto com as suas frações e pode ser decorrente de 

enfermidades ou não (Forzán et al., 2017). Anfíbios mantidos em temperaturas muito baixas ou 
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em brumação podem apresentar hiperglobulinemia através do aumento de fibrinogênio, 

proteínas de choque térmico, proteínas transportadoras de glicose e proteínas anticongelantes 

(Helmer; Whiteside, 2005). O processo de metamorfose também exige um aumento significante 

das proteínas séricas, especialmente a albumina (Feldhoff, 1971). Outras causas de 

hiperproteinemia incluem processos inflamatórios (por hiperglobulinemia) e desidratação 

(principalmente por hiperalbuminemia) (Forzán et al., 2017). Hipoproteinemia, por outro lado, 

pode ser observada em animais com doenças hepáticas, renais ou gastrointestinais, assim como 

na má nutrição (Crawshaw, 1998; Parker-Graham; Clayton; Mangus, 2020). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

 Avaliar se os indicadores do status sanitário em L. luctator coletados em uma plantação 

de arroz orgânico são diferentes dos avaliados em anuros da mesma espécie que habitam um 

arrozal convencional.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Quantificar os níveis de agrotóxicos na água localizada nos drenos das plantações de 

arroz orgânico e convencional pesquisadas no estudo. 

 Avaliar se o hemograma e os valores de proteínas séricas em L. luctator coletados na 

área de plantação de arroz orgânico diferem daqueles coletados em arrozal convencional. 

 Determinar se a quantidade de alterações nucleares em eritrócitos de L. luctator 

coletados em área de plantação de arroz orgânico é distinta de animais coletados em arrozal 

convencional. 

 Avaliar a presença de DNA de Ranavirus em amostras sanguíneas de L. luctator e 

verificar se difere entre animais coletados em áreas de plantações de arroz orgânico e 

convencional. 

 Avaliar e quantificar a presença de hemoparasitos de L. luctator por técnicas de 

microscopia óptica e PCR, verificando se diferem em anuros coletados em áreas de plantações 

de arroz orgânico e convencional. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Área de estudo 

 

 O estudo foi conduzido em duas áreas pertencentes ao município de Viamão, Rio 

Grande do Sul, localizadas dentro da Área de Proteção Ambiental do Banhado Grande. A área 

de arrozal orgânico (AO) é composta por 1600 ha de plantações de arroz de base ecológica 

pertencente ao Assentamento Filhos de Sepé (30°03'56"S 50°52'29"O), apoiada em práticas 

sustentáveis de produção e posicionada ao redor do reservatório artificial Barragem Águas 

Claras, com aproximadamente 500 ha. Neste sistema, o preparo do solo é feito com adubos 

orgânicos no período entressafra, seguido pela nivelação do terreno e semeadura com sementes 

pré-germinadas. O controle de organismos danosos é feito através do controle da lâmina d’água. 

A área denominada de arrozal convencional (AC) é composta por 811 ha destinados ao cultivo 

de arroz (30°02'24"S 50°49'29"O), a qual se difere do sistema anterior por utilizar de 

agrotóxicos em diversas etapas do desenvolvimento da planta. A fim de evitar outros fatores 

que possam afetar os animais do estudo, foram selecionadas áreas bastante próximas (com os 

pontos de coleta se distanciando em apenas 5,5 km) e com manejos similares, diferenciando-se 

somente no uso ou não de agrotóxicos. Todos os animais envolvidos no projeto foram coletados 

nos meses de março e abril de 2023, logo após a colheita do arroz, e em uma distância máxima 

de 5 m do canal de drenagem da lavoura a fim de melhor delimitação do espaço. 

 

Figura 1 – Mapa demonstrando os limites da Área de Proteção Ambiental (APA) do Banhado 

Grande, assim como os limites das regiões destinadas à produção de arroz orgânico e 

convencional 
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A: estado do Rio Grande do Sul; B: APA do Banho Grande; C: arrozais utilizados no estudo, asteriscos marcam 

os pontos de coleta em cada região. Fonte: a própria autora, adaptado de Google My Maps®. 
 

4.2 Análise de agrotóxicos  

 

 Com a finalidade de detectar agrotóxicos nos arrozais, 500 ml de água foram coletadas 

dos drenos em frascos de plástico fosco em cada dia de coleta de amostras (três no AO e dois 

no AC) e mantidas a -20º C até o seu processamento na Central Analítica da Universidade 

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre. Os agrotóxicos analisados foram escolhidos com 

base na sua aplicação na rizicultura, na eficiência do método de extração optado, assim como a 

disponibilidade de padrões analíticos no laboratório em que foram realizadas as análises. 

Maiores detalhes quanto à classificação dos compostos analisados podem ser observados na 

Tabela 1. Para o desenvolvimento do método de extração, 25 ml de água ultrapura foram 

fortificados com 100 µg/ml de padrões analíticos da marca Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). 

Para a extração em fase sólida foram utilizados cartuchos Welchrom BRP (Welch, Xangai, 

China) acoplados a um sistema a vácuo. Para isto, os cartuchos foram condicionados com 5 ml 

de metanol grau LC-MS (Merck, Rahway, EUA) e 5 ml de água ultrapura, seguido pela 

passagem de 25 ml de solução fortificada ou amostra. Para a eluição da amostra foram utilizados 

2 ml de acetonitrila (ACN) grau LC-MS (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). 

 

Tabela 1 - Agrotóxicos analisados em água proveniente de arrozais, organizados de acordo com 

seu grupo químico 

Grupo químico Composto Modo de ionização Íon precursor Íons produto 

Ácido 

ariloxialcanóico 

2,4-D Negativo 220 162 

Estrobilurina Piraclostrobina Positivo 388 163, 194 

 Azoxistrobina Positivo 404 372, 344 

Triazol Tebuconazol Positivo 308 70, 125 

 Ciproconazol Positivo 292 70, 125 
Fonte: a própria autora. 

 

 As amostras extraídas foram analisadas em um cromatógrafo líquido acoplado a um 

espectrômetro de massas (LCMS-8045, Shimadzu Corp., Quioto, Japão) no modo ionização 

por electrospray. Os parâmetros foram ajustados em: fluxo do gás de nebulização 2,4 l/min, 
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fluxo do gás de aquecimento 10 l/min, fluxo do gás de secagem 10 l/min, temperatura da 

interface 300 ºC, temperatura do bloco de aquecimento 400 ºC e temperatura da linha de 

dessolvatação 250 ºC. A separação cromatográfica foi conduzida com uma coluna Shim-pack 

GISS C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,9 µm; Shimadzu, Quioto, Japão), em um fluxo de 300 µl/min 

e mantida a 45 ºC. O sistema de fase móvel foi composto por um gradiente de água com 0,1% 

de ácido fórmico (solução A) e acetonitrila com 0,1% ácido fórmico (solução B), nas seguintes 

condições: 0 – 1 min 2% B; 1 – 7 min 2-100% B; 7 – 8 min 100% B; 8 – 13 min 100 – 2% B. 

O tempo total de corrida foi de 13 minutos.  Uma solução contendo um mix de padrões 

analíticos foi utilizada para a realização da curva de calibração com cinco pontos (5, 10, 50, 

100 e 250 ng/ml); 5 ng/ml foi considerado o limite inferior de quantificação. 

 

4.3 Coleta de amostras e identificação dos animais 

 

 Foram coletados anuros da espécie L. luctator de forma manual e por busca ativa no 

período da noite (entre 20h e 4h). Entre estes, 15 estavam localizados no AO e 24 no AC, 

totalizando 39 indivíduos. Animais com massa inferior a 10 g não foram incluídos no projeto 

devido a pouca quantidade de sangue capaz de ser extraída de forma segura. 

 Após a captura, os animais foram contidos fisicamente por imobilização dos membros 

posteriores e tórax, seguida pela aferição do comprimento rostro-cloacal (CRC) e massa. 

Durante a contenção, os anfíbios foram fisicamente examinados e, na presença de ectoparasitos, 

estes foram quantificados. A coleta de sangue foi realizada pela venopunção femoral com 

agulhas 26G (13 mm x 0,45 mm) acopladas a seringas de 1 ml, respeitando o volume máximo 

de acordo com a massa do animal (Wright, 2001). Em animais em que foi possível coletar 

quantidades acima de 250 µl, este volume foi transferido para um microtubo contendo EDTA-

K2 e o restante para um microtubo sem anticoagulante. Nos casos em que a quantidade coletada 

foi inferior, o sangue foi inteiramente transferido para um microtubo sem anticoagulante. Para 

todos os indivíduos, uma pequena quantidade de amostra restante no canhão da agulha foi 

utilizada para a confecção de esfregaços sanguíneos sem anticoagulante. As amostras (com 

exceção das lâminas de esfregaço sanguíneo) foram mantidas refrigeradas até o processamento 

no Laboratório de Análises Clínicas Veterinárias (LACVet) da UFRGS, em um período 

máximo de 6 h. 

 Por último foi realizada a marcação dos animais capturados (Figura 2) com tinta preta 

própria para tatuagem (NRC, 1974), através da aplicação intradérmica do material na região 

ventral do membro pélvico com agulha 30G (13 mm x 0,3 mm) a fim de evitar recapturas. 
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Imediatamente após os procedimentos foi realizada a soltura dos animais no mesmo local de 

origem. 

 

Figura 2 – Face ventral dos membros inferiores de L. luctator após aplicação intradérmica do 

pigmento utilizado para a marcação dos indivíduos 

 
Fonte: a própria autora. 

 

 O projeto foi autorizado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), registrado sob número 42757, além de 

contar com autorização pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade 

(ICMBio), através da licença número 84735 no Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBIO). 

 

4.4 Análises hematológicas e bioquímicas 

 

 A quantidade total de eritrócitos, leucócitos e trombócitos foi obtida através da diluição 

de 20 µl de sangue com anticoagulante em 4 ml de solução de Natt-Herrick (Natt; Herrick, 

1952), seguida pela contagem em câmara de Neubauer na objetiva de 40x em microscópio 

óptico e multiplicação por fatores pré-determinados (Campbell; Grant, 2022). Capilares de 

vidro foram preenchidos com sangue e centrifugados (Heraeus Pico 17, ThermoFisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por 5 minutos a 9.600 g para a determinação do 

volume globular (VG). O plasma resultante nos capilares foi utilizado para mensuração dos ST 

por refratometria. Hemoglobina foi aferida em hemoglobinômetro Hb 301 (HemoCue, 
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Ängelholm, Skåne, Suécia). Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e VCM 

foram calculados com fórmulas pré-estabelecidas (Nardini; Leopardi; Bielli, 2013).  

 Lâminas de esfregaço sanguíneo e de camada leucocitária foram confeccionadas 

utilizando sangue com anticoagulante. Esfregaços sanguíneos de amostras sem e com 

anticoagulante foram corados com Wright-Giemsa (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 

submetidos à avaliação da morfologia celular e contagem relativa de leucócitos, 

respectivamente, ambas em objetivas de 10x, 40x e 100x (em imersão) em microscopia óptica. 

Na ausência de amostra com EDTA, a distensão sanguínea realizada no momento da captura 

também foi utilizada para a contagem diferencial de leucócitos. A quantidade relativa de 

neutrófilos e linfócitos foi utilizada para calcular a relação neutrófilos:linfócitos (RNL). 

 Amostras de sangue total acondicionadas em tubo sem anticoagulante foram 

centrifugadas para a separação do soro. Proteínas totais (PT) e albumina foram quantificadas 

através de métodos cinéticos em um analisador bioquímico automático (CM 200, Wiener Lab., 

São Paulo, Brasil) utilizando kit comercial (Labtest Diagnóstica SA, Lagoa Santa, Brasil) 

baseado no método do Biureto e Verde de Bromocresol, respectivamente. A quantidade de 

globulinas foi obtida pela subtração da albumina do valor de PT, a qual foi utilizada para o 

cálculo da relação albumina:globulinas (RAB) sérica.  

 

4.5 Pesquisa direta e quantificação de hemoparasitos 

 

 Capilares de vidro preenchidos com sangue em EDTA e centrifugados, os mesmos 

utilizados para a determinação do VG, também foram empregados para a realização da técnica 

de Woo (Woo, 1969), visando à pesquisa e diferenciação de parasitos móveis, como 

microfilárias e tripanossomas (Bennett, 1962). Em esfregaços de sangue total com e sem 

anticoagulante e esfregaços de camada leucocitária, todos corados com Wright-Giemsa, foram 

avaliadas a presença e morfologia de hemoparasitos em objetivas de 10x, 40x e 100x (em 

imersão) em microscopia óptica. Nas amostras em que protozoários intraeritrocitários foram 

detectados, a quantidade de eritrócitos com inclusões parasitárias (EIP) foi determinada, em 

triplicata, entre 1000 eritrócitos totais (Totino et al., 2013) e expressos em porcentagem. 

Microfilárias foram contabilizadas na totalidade da lâmina (Nguiffo et al., 2019), em objetiva 

de 10x, utilizando esfregaço sanguíneo padronizado confeccionado com 5 µl de sangue total 

com anticoagulante e coradas com panóptico rápido (Instant Prov, New Prov, Pinhais, Paraná, 

Brasil). 
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4.6 Extração de DNA e análises moleculares 

 

 Uma alíquota de 20 µl de sangue total em EDTA-K2 de cada amostra foi utilizada para 

a extração de DNA utilizando kit comercial (Purelink, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. No caso de animais 

em que não foi possível a coleta em sangue com anticoagulante, o coágulo remanescente da 

separação do soro foi homogeneizado vigorosamente em vórtex e em seguida as amostras foram 

submetidas à extração pelo mesmo protocolo para sangue total. Após o procedimento, as 

estimativas de concentração e pureza de DNA foram obtidas por espectrofotometria (NanoDrop 

2000, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). 

 Visando facilitar o envio e garantir a qualidade das amostras, 50 µl de DNA extraído foi 

pipetado em cartões (QIAcard FTA Indicating, Qiagen, Hilden, Alemanha) que empregam uma 

tecnologia capaz de fixar e preservar os ácidos nucleicos em temperatura ambiente. As análises 

moleculares a seguir foram conduzidas no Clinical and Molecular Pathology Research Lab, 

localizado na Universidade de Purdue.  

 Fragmentos de 1,5 mm de diâmetro de cada cartão em que as amostras foram 

impregnadas foram removidos com punch dermatológico, tratados seguindo as instruções do 

fabricante e utilizados como amostra. As reações de PCR convencional foram padronizadas em 

um volume final de 25 µl utilizando uma solução comercial composta pela mistura da enzima 

DNA polimerase, buffer, MgCl2 e nucleotídeos (HotStarTaq Plus Master Mix, Qiagen, Hilden, 

Alemanha). Para cada reação, foram utilizados primers específicos para a amplificação de 

regiões conservadas do genoma de protozoários da ordem Kinetoplastida e filo Apicomplexa, 

nematódeos da família Onchocercidae, bactérias da família Anaplasmataceae e micoplasmas 

hemotrópicos (hemoplasmas), assim como para Ranavirus e uma reação pan-DNA vírus. Os 

dois pares de primers utilizados para a amplificação de bactérias da família Anaplasmataceae 

foram padronizados e utilizados em conjunto em uma PCR duplex. Para cada reação, um 

controle positivo (amostra contendo o DNA do agente alvo) e negativo (água ultrapura) foi 

utilizado. As sequências de primers, volume de cada ingrediente e condições de PCR 

programadas no termociclador (6331 Nexus Gradient MasterCycler, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) estão listadas no Apêndice A. Produtos de PCR foram visualizados em luz UV após 

eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo um corante de ácidos nucleicos na proporção de 

1:10.000 (SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA). 
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 Os amplicons gerados foram purificados (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, 

Hilden, Alemanha), agrupados em um pool para cada animal e submetidos ao Purdue Genomics 

Core Facility para sequenciamento de nova geração e processamento de dados. Foi utilizada a 

técnica WideSeq, uma abordagem que permite a identificação de uma ampla gama de 

sequências genéticas em uma única amostra. Bibliotecas geradas (Illumina DNA Prep, 

Illumina, San Diego, CA, EUA) foram utilizadas em aparelho Ilumina MiSeq (Illumina, San 

Diego, CA, EUA) para gerar segmentos pareados de 250 pb. Com o auxílio do software 

Trimmomatic foi realizada a remoção de adaptadores e bases de baixa qualidade. Sequências 

resultantes com menos de 30 pb foram descartadas. Fragmentos foram alinhados e montados 

pelo método de novo em sequências maiores. Não foram analisadas as sequências não-pareadas. 

Em amostras positivas, as sequências resultantes foram submetidas à análise de BLAST 

(Altschul et al., 1990) para comparação com outras sequências já depositadas na base de dados 

GenBank® (Benson et al., 2013). 

 

4.7 Frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares 

 

 Os esfregaços sanguíneos confeccionados no momento da coleta (sem anticoagulante) 

e corados com Wright-Giemsa foram utilizados para a realização do teste de frequência de 

micronúcleos (MN) e anormalidades nucleares (AN). Para isto, 1000 eritrócitos foram 

avaliados em objetiva de 1000x (em imersão) por microscopia óptica. Como critério para a 

classificação de micronúcleos, estes deveriam estar no mesmo plano de foco, possuir a mesma 

intensidade de coloração e estar visivelmente separados e menores que um terço do núcleo 

principal (Jiraungkoorskul et al., 2007). As anormalidades nucleares consideradas foram 

classificadas como núcleos blebbed (com pequena evaginação nuclear, similar ao tamanho de 

micronúcleos), lobados (com evaginações nucleares maiores que blebs, contendo certa 

constrição da cromatina) e fendidos (com uma fenda bem definida e de largura uniforme em 

direção ao centro do núcleo) (Carrasco; Tilbury; Myers, 1990). Visto que estas alterações 

podem possuir certa sobreposição nos formatos, elas foram reunidas em uma única variável. O 

resultado foi expresso na porcentagem de micronúcleos e média da porcentagem de 

anormalidades nucleares. 

 

4.8 Análises estatísticas  
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 A normalidade das variáveis (hematológicas, bioquímicas, quantidade de ectoparasitos, 

EIP, MN e AN) foi testada pelo Teste de Shapiro-Wilk. A diferença estatística entre os grupos 

foi avaliada com os testes estatísticos Teste T não pareado (para dados quantitativos de 

distribuição normal) e Mann-Whitney (para dados quantitativos de distribuição não-normal). 

Como nível de significância utilizado para a rejeição da hipótese nula, foi utilizado p ≤ 0,05. 

As análises estatísticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 10 (GraphPah 

Software Inc, California, USA). 
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5 RESULTADOS 

 

 Disponível a partir de 2026 ou no momento da publicação. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 Disponível a partir de 2026 ou no momento da publicação. 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 Disponível a partir de 2026 ou no momento da publicação. 

 

8 PERSPECTIVAS   

 

 Disponível a partir de 2026 ou no momento da publicação. 
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APÊNDICE A – Primers e condições de PCR 

  

 As tabelas a seguir se referem à lista de primers (Tabela 1), assim como os volumes de 

reagentes (Tabela 2) e condições programadas no termociclador (Tabela 3) para as reações em 

cadeia da polimerase (PCR) realizadas no estudo. 

 

Tabela 1 – Lista de primers empregados no estudo, com os genes alvo e descrição da sequência 
Alvo Primer Sequência (5’-3’) Referência 

Kinetoplastida 28S 

rDNA LSU  

F2 ACCAAGGAGTCAAACAGACG Medkour et al., 

2020 R2 GTTGGCACGAAATCCTTCC 

Kinetoplastida ITS1 TRYP1R GGAAGCCAAGTCATCCATCG Desquesnes; 

Ravel; Cuny, 

2002 

TRYP1S CGTCCCTGCCATTTGTACACAC 

Apicomplexa 18S 

rDNA 

APICO_F CCAGTAGTCATATGCTTGTC Pinheiro et al., 

2020 APICO_R ATCTAAGAATTTCACCTCTGAC 

APICO_NESTED_

R 

CAGACTTGCCCTCCAATTG 

Hepatozoon 18S 

rDNA 

Hep300 GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG Ujvari; Madsen; 

Olsson, 2004 Hep900 CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC 

Onchocercidae COX1 COIintF TGATTGGTGGTTTTGGTAA Casiraghi et al., 

2001 COIintR ATAAGTACGAGTATCAATATC 

Anaplasmataceae 16S 

rDNA 

P16SF CAAGCTTAACACATGCAAGTC Zhang; Rikihisa, 

2004 P16SR TACGCCCAATAATTCCGAACAAC 

Anaplasmataceae 23S 

rDNA 

Ana23S-212f ATAAGCTGCGGGGAGTTGTC Dahmani et al., 

2015 Ana23S-753r TGCAAAAGGTACGCTGTCAC 

Hemoplasma 16S 

rDNA 

CA776F AGCAAATGGGATTAGATACC Boes et al., 2012 

KRv ATCGCTGGTTTGTAACACAT 

Ranavirus MCP MCP 4F GACTTGGCCACTTATGAC Mao; Hedrick; 

Chinchar, 1997 MCP 4R GTCTCTGGAGAAGAAGAA 

DNA Virus DNA 

Polymerase 

Cons lower CCCGAATTCAGATCTCNGTRTCNCCR

TA 

Hanson et al., 

2006 

HV CGGAATTCTAGAYTTYGCNWSNYTN

TAYCC 

 

Tabela 2 – Quantidades de reagentes (expressos em µl) utilizados para cada PCR (volume final 

de 25 µl) realizada no estudo 

Alvo Master mix Primer* Água Amostra** 
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Kinetoplastida 28S LSU 12,5 2,5 5 2,5 

Kinetoplastida ITS1 12,5 5 0 2,5 

Apicomplexa 18S 12,5 2,5 5 2,5 

Hepatozoon 18S 12,5 2,5 5 2,5 

Onchocercidae COX1 12,5 1,25 7,5 2,5 

Anaplasmataceae 16S + 23S 12,5 1,25 5 2,5 

Hemoplasma 16S 12,5 1,25 7,5 2,5 

Ranavirus MCP 12,5 2,5 5 2,5 

DNA Virus DNA Polymerase 12,5 2,5 5 2,5 
* Quantidade final utilizada de cada primer em uma concentração de 10 µM 

** Quantidade utilizada para os controles positivo e negativo; para as amostras do estudo, este volume foi 

convertido em fragmentos de FTA card de 1,5 mm 

Fonte: a própria autora. 

 

Tabela 3 – Condições de temperatura e tempo programadas no termociclador para cada PCR 

realizada no estudo 
Alvo Ativação 

da enzima 

Desnaturação Anelamento Extensão Ciclos Extensão 

final 

 ºC min ºC s ºC s ºC s ºC min 

Kinetoplastida 28S 

rDNA LSU 

95 10 95 60 53 30 72 60 40 72 10 

Kinetoplastida 

ITS1 

95 10 94 30 55 30 42 30 35 72 10 

Apicomplexa 18S 

rDNA 

95 10 95 50 56 60 72 90 35 72 10 

Hepatozoon 18S 95 10 95 60 53 60 72 90 35 72 10 

Onchocercidae 

COX1 

95 10 94 45 52 45 72 90 40 72 10 

Anaplasmataceae 

16S + 23S rDNA 

95 10 94 60 55 60 72 120 35 72 7 

Hemoplasma 16S 

rDNA 

95 10 94 60 54 60 72 60 35 72 10 

Ranavirus MCP 95 10 95 45 48 45 72 45 35 72 5 

DNA Virus DNA 

Polymerase 

95 10 93 30 56 120 72 180 35 72 4 

Fonte: a própria autora. 
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APÊNDICE B – Artigo científico 

 

 Disponível a partir de 2026 ou no momento da publicação. 
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