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Relagdo entre parasitemia de Sauroplasma sp. (Piroplasmorida:
Haemohormidiidae) e indices leucocitdrios em Podocnemis expansa
(Tartaruga da Amazénia)

A Tartaruga-da-Amazonia (Podocmenis expansa) é um réptil da ordem Chelonia que é encontrada nas bacias do rio Araguaia, Tocantins, Amazonas e Branco. Ela
pode medir de 85cm a 1 m e pode pesar até 70 quilos. Sdo a animais com metabolismo lento e que possuem grande expectativa de vida. O género Sauroplasma
faz parte da ordem Piroplasmida e é um parasita exclusivo de animais de sangue frio parasitando os eritrécitos, mas sua patogenicidade é desconhecida. Neste
estudo percebeu-se que a prevaléncia de Sauroplasma reduziu em relagdo aos estudos anteriores, e houve um aumento expressivo no nimero dos leucdcitos.
Estudos que integram a imunologia e parasitologia sdo importantes para monitorar e entender os processos patolégicos envolvidos na parasitemia de
determinados protozoarios e como o organismo age na presenca de determinados parasitos.

Palavras-chave: Sauroplasma; Quel6nios; Linfdcitos; Podocnemis expansa; Répteis.

Relationship between parasitemia of Sauroplasma sp.
(Piroplasmosoride: Haemohormidiidae) and leukocyte indices in
Podocnemis expansa (Amazonian tortoise)

The Amazon Turtle (Podocmenis expansa) is a reptile of the order Chelonia that is found in the basins of the river Araguaia, Tocantins, Amazonas and Branco. It
can measure from 85cm to 1 m and can weigh up to 70 pounds. They are animals with slow metabolism and have great life expectancy. The genus sauroplasm is
part of the Pyroplasmide order and is an exclusive parasite of cold-blooded animals parasiting the erythrocytes, but its pathogenicity is unknown.In This study it
was perceived that the prevalence ofSauroplasmdecreased in relation to previous studies, and there was a significant increase in the number of leukocytes.Studies
that integrate immunology and parasitology are important to monitor and understand the pathological processes involved in the parasitemia of certain protozoa
and how the organism acts in the presence of certain parasites.
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Relagdo entre parasitemia de Sauroplasma sp. (Piroplasmorida: Haemohormidiidae) e indices leucocitdrios em Podocnemis expansa (Tartaruga
da Amazénia)
CARVALHO, A. V.; SILVA, A. C. L.; PACHECO, V. R.

INTRODUGAO

Os Testudines sdo animais da ordem Chelonia, que inclui as tartarugas, jabutis e cdgados, oviparos,
seus filhotes se desenvolvem em ovos que sdo depositados na areia e incubados pela temperatura do
ambiente. Esses animais possuem um metabolismo lento e tem uma longa expectativa de vida (OLIVEIRA,
2003; NUNES JUNIOR, 2017).

Cerca de 20% de todas as espécies mundiais vivem na América do Sul, dentre elas a Podocnemis
expansa conhecida como Tartaruga-da-Amazonia (SOUZA, 2004; NUNES JUNIOR, 2017). No Brasil é
encontrada nas bacias do rio Araguaia-Tocantins e Amazonas. Pode medir de 85cm a 1m de comprimento e
pesar até 70kg, tornando-se o maior quel6nio de dgua doce da América do Sul, possui coloragdo verde-oliva
acinzentada e atinge maturagdo sexual entre 7 e 8 anos de idade (IBAMA, 2007; OLIVEIRA, 2003; FREITAS et
al., 2007; NUNES JUNIOR, 2017).

As primeiras pesquisas com células sanguineas em répteis data no inicio do século XVII, com o
surgimento do microscépio, realizando os primeiros estudos hematoldgicos em serpentes (GULLIVER, 1842).
No ano de 1879, Havem estudou o sangue de algumas espécies de répteis e anfibios e definiu o nimero e
proporc¢oes de eritrdcitos e leucdcitos. Em 1930, surgiu o primeiro trabalho elaborado comparando a
hematologia das espécies de lagartos, tartarugas e serpentes (BABUDIERI, 1930).

O parasitismo é uma ligacdo estreita e direta no convivio de dois organismos devidamente
determinados: o hospedeiro e o parasita, vivendo o segundo a custa do primeiro. Espécies parasitas
necessitam manter seus hospedeiros vivos, em razdo de necessitar de boas condi¢Ges para sua subsisténcia,
visto que esses Ultimos proporcionam abrigo, alimento e condices para a reproducdo dos parasitos (PESSOA
et al.,, 1982; POUGH et al., 2004; LEGLER et al., 2013). A quantidade de parasitas em um hospedeiro é
controlada pelos fatores genéticos e a resposta do hospedeiro em relacdo aos parasitas. Alguns animais
podem ser mais predispostos a infecGes devido a fatores genéticos, nutricionais ou ambientais (TIZARD,
2014).

Os parasitos do género Sauroplasma (TOIT, 1937) fazem parte da ordem Piroplasmida, e sdo
pertencentes a familia Haemohormidiidae, assim como os géneros Serpentoplasma e Haemohormidium
(LEVINE, 1980; READEL et al., 2008). Segundo Toit (1937), o protozoario pode possuir forma irregular ou
arredondada, onde a forma prevalente é a de um anel com um grande vacuolo central associado a granulos
de cromatina. A reprodugdo ocorre por fissdo binaria ou brotamento. Piroplasmas podem aparecer em
eritrécitos como pequenas inclusées medindo entre 1,1-5,0 x 1.0- 4.3 um (LAINSON et al., 1971; BENNET et
al., 1976).

A ocorréncia de Sauroplasma em répteis é bastante comum e com ampla distribuicdo geografica,
onde formas parasitdrias tém sido registradas em diferentes familias de lagartos na Europa, Africa, Asia e nas
Ameéricas (TELFORD, 2016; UILENBERG et al., 1966; FRANK, 1974; ALBERTS et al., 1998). Entretanto, seu ciclo
de vida, patogenicidade e vetores sdo desconhecidos (DAVIES et al., 2000; TELFORD, 2016). E provavel que
os vetores para répteis terrestres sejam carrapatos e dcaros devido a presencga destes em lagartos infectados,
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mas para répteis aquaticos o vetor é totalmente desconhecido (PIENAAR, 1962; UILENBERG et al., 1966;
ALBERTS et al., 1998; READEL et al., 2008; TELFORD, 1984; 2016).

Estudos experimentais evidenciam que Sauroplasma pode ser transmitido por sanguessugas
Unoculubranchiobdella expansa, espécie encontrada em grandes quantidades parasitando Tartarugas da
Amazonia e Tracajas e com alta prevaléncia do protozodrio nas populagdes naturais (CARVALHO et al., 2018).
O objetivo desse trabalho é avaliar a parasitemia por Sauroplasma e relacionar o nimero e caracterizacido de

leucdcitos por animal.

METODOLOGIA

No decorrer da pesquisa foram amostrados 06 exemplares de P. expansa. Os filhotes foram
acomodados em caixas plasticas e transportados para o Laboratdrio de Anélises Clinicas do IESC/Faculdade
Guarai para coleta de sangue. A largura e comprimento da carapaca, o peso, dentre outros aspectos foram
medidos de acordo com a metodologia de Malvasio et al. (2002).

Os répteis foram submetidos a uma colheita de sangue para amostras a partir da veia da cauda ou
ventral ou o seio subcarapacial e colocadas em tubos revestidos com heparina de litio para esfregacos
sanguineos, logo apds, foram fixados com metanol e corados com Giemsa a 10% (EISEN et al., 2000;
HERNANDEZ-DIVERS et al., 2002; FALCE, 2009).

As informagGes morfométricas das formas parasitarias achadas foram registradas e expressas em
pm. O nivel de parasitemia foi estimada pela contagem das formas parasitarias em 20 réplicas de 100
eritrécitos (RBC) por campo, totalizando aproximadamente 2.000 eritrocitos (GODFREY et al., 1987; 1990).
Esta pesquisa contou com as autorizagdes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovdveis - IBAMA (SISBIO N2 46928-1/ 2014) e do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Tocantins (N2 23101.002459/2015-99).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Biometria

Os animais amostrados foram submetidos a biometria avaliando o comprimento da carapacga (CCAR),
largura da carapaca (LCAR), comprimento do plastrdo (CPLA), largura do plastrdao (LPLA), abertura plastrdo-
carapaca (APC) e massa corporal (em kg) (tabela 1). Observou-se que os filhotes ndo apresentaram mudancga
significativa na biometria entre os individuos amostrados apresentando média de 15,6 + 0,9 em LCAR, 17,7 +
1,3 em CCAR, 13,9 £ 0,9 em CPLA, 10,3 £+ 0,6 em LPLA e 3,5 + 0,3 em APC. N3o houve relacdo entre o peso
(massa corporal) e parasitemia. Os animais sdo alimentados regularmente com ragdo de peixe a 30% de
proteina, se igualando ao teor proteico dos animais em ambientes naturais. Dessa forma, os individuos ndo
apresentam tamanhos variados significativos ja que recebem alimento no mesmo periodo e na mesma

guantidade.
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Tabela 1: Dados morfométricos dos individuos amostrados em P. expansa.

Animal LCAR CCAR CPLA LPLA APC Massa (g)
01 15,5cm 17,3 cm 13,8 cm 10cm 3,4cm 570
02 15,2 cm 17,6 cm 13,6 cm 10,2 cm 4 cm 570
03 16,3 cm 18,5cm 14,4 cm 10,6 cm 3,4cm 640
04 16,6 cm 19cm 14,3 cm 10,5cm 3,5cm 550
05 16 cm 18,5cm 14,7 cm 11cm 3,5cm 640
06 14 cm 15,5cm 12,3 cm 9,2cm 3,2cm 410

Prevaléncia

Durante a pesquisa foi estudado seis animais da espécie Podocnemis expansa e todos os individuos

se encontram parasitados por Sauroplasma (figura 1).

Figura 1: Sauroplasma parasitando hemdcia de p. expansa.

Observou-se que o numero de parasitos declinou (figura 2) evidenciando que tal protozoario pode

ser combatido pelas células de defesa, garantindo a eficiéncia das barreiras naturais.
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Figura 2: Prevaléncia de Sauroplasma em Podocnemis expansa.

Existem diversas condi¢cbes que determinam diferentes desfechos em uma infecdo (cura, doenga
aguda e morte, infecgdo crénica, doenga subclinica ou assintomatica) e possuem influéncias multifatoriais
complexas interligadas diretamente ao hospedeiro (situacdo imunolégica do individuo e da populagao,
periodo de exposicdo ao parasito, estresse, sexo, fatores genéticos, densidade populacional), ao parasito
(cepa, viruléncia), ao ambiente em que estes organismos estdo inseridos (STALLONES, 1972; YORKE et al.,
1979; HIRSH et al., 2003).

Uma das mais frequentes causas de doengas ou processos patoldgicos entre as tartarugas estdo as
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péssimas condicGes de manejo, a que na maioria das vezes sdo submetidas. As enteroparasitoses e
hemoparasitoses podem ser responsaveis por certo grau de anemia e até mesmo a morte. S3o inUmeras as
espécies de parasitas que acometem o sangue e o tubo digestivo dos queldnios, entre os quais destacam-se
protozoarios, hirudineos, helmintos e acantocéfalos, sendo que alguns destes podem determinar patologias
graves nos animais (BOURDEAU, 1988).

Outras espécies de quelénios possuem vulnerabilidade diferente em relacdo a parasitose, dentre elas
estdo as condi¢des ambientais como a temperatura e a pluviometria, a exposicdo aos parasitos, fatores
comportamentais como a jungdo de uma colbnia, e genético tal como a imunidade (LEE et al., 2006; MARINI,
2001; BEGON et al., 2007; CARVALHO, 2016).

Nos estudos evidenciados em outros répteis ndo ha parasitose por Sauroplasma nos individuos
amostrados, o que mostra que o protozodrio nao seja patogénico. Segundo Telford (2009) o Sauroplasma,
mesmo sendo um piroplasmida, possui pouca afinidade com outros representantes do mesmo grupo como
Babesia e Theileria, protozoarios encontrados em mamiferos e patogénicos, o que reduz o parasitismo em
alguns grupos animais. Da mesma maneira, estudos relatados por Van (2012) evidencia que as infec¢coes

causadas por Sauroplasma parecem ter pouco efeito visivel no préprio hospedeiro.

Parasitemia

No periodo de 2018 a média parasitaria foi de 15,7 + 2,2 dos animais amostrados (CARVALHO et al.,
2018). Os mesmos animais foram submetidos anteriormente a pesquisa constatando a parasitemia média de
41,3 + 12,4 nos filhotes de P. expansa. A parasitemia média dos filhotes foi de 41/2.000 (2%) dos eritrdcitos
em 2015, no estudo realizado em 2018 o valor foi de 15/2.000 (0,7%). No estudo realizado por Picelli et al.
(2016) a taxa média de parasitemia foi de 44,14/2.000 eritrocitos (2,2%) nas populagdes amostradas de
Podocnemis expansa., evidenciando que o protozoario ndo gera parasitemias altas em seus hospedeiros.

Sabe-se que em animais de vida livre as informagGes obtidas sdo poucas e inadequadas para um bom
diagndstico, porisso é feito o exame sanguineo (SANTOS et al., 2005). A hematologia é a técnica mais utilizada
na medicina silvestre e o uso do esfregaco sanguineo é o melhor método de diagnosticar previamente
qualquer alteragcdo no corpo do animal (CAMPBELL, 2006; CUNHA, 2013).

Normalmente a interpretacdo dos testes bioquimicos em sangue de répteis é semelhante aos
descritos para mamiferos domesticados. No entanto é considerada as alteragGes externas (como as
ambientais, condi¢des nutricionais, estacdo do ano) que podem ter maior ou menor influéncia na saude e
fisiologia de animais ectotérmicos (THRALL, 2007).

No presente estudo as analises sanguineas foram feitas através da microscopia dptica, considerada a
metodologia padrdo para o diagndstico de hemoparasitos (SEGHAL et al., 2005), onde constatou-se que
houve diminuicdo dos parasitas em relacao ao hospedeiro, isto mostra que os animais estdao desenvolvendo
imunidade contra os parasitas.

Como se sabe, os leucdcitos possuem a fungao de identificar e de combater os invasores externos ao
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corpo e os heterdéfilos estdo associados a infeccdo parasitaria (FUDGE, 2000; KERR, 2003; LORENZI, 2003;
OZZETTI, 2013). Devido a falta de variabilidade genética dos parasitos em detrimento da manutencdo
parasitaria, faz com que o sistema imune consiga eliminar com mais eficiéncia os protozodrios encontrados
no hospedeiro, a auséncia de vetores que completam o ciclo do parasita compromete a populagdo natural de
Sauroplasma no organismo.

Os parasitos possuem diversas estratégias de exploracdo de hospedeiros, podendo variar do
completo generalismo ao alto grau de especializagdo, porém tais comportamentos sdo dependentes de
complexas intera¢des entre fatores bidticos e abidticos nas comunidades onde a transmissdo ocorre
(RICKLEFS et al., 2002). Os fatores abidticos sdo determinados pelas condi¢Bes climaticas e as caracteristicas
do habitat, determinando a diversidade e a abundancia dos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os
fatores bidticos, relacionados aos hospedeiros, incluem sexo, faixa-etdria, imunidade, padrdes de migragdo e
de comportamento (BENSCH et al., 2000; RICKLEFS et al., 2005).

Outro fator que pode ter influenciado a diminuicdo de Sauroplasma é a auséncia do vetor na
manutencao do ciclo parasitario, pois em répteis terrestres o protozoario é transmitido provavelmente por
carrapatos e acaros, que sao encontrados nos animais parasitados. Ja em animais aquaticos o vetor é
desconhecido, Carvalho et al. (2018) em seu experimento mostrou que é muito provavel que a transmissao
do parasita seja feita por sanguessugas, ja que os filhotes usados no estudo ndo encontravam se parasitados
anteriormente.

Estudos voltados para este tema indicam que a diversidade onde esses animais se encontram reduz
o risco de se obter a doenca, quando é redistribuido as possiveis fontes de alimentagdo do vetor, a chance de
alcancar o hospedeiro ideal € menor (CARVALHO, 2016). Os animais utilizados neste estudo ndo apresentam
qualguer tipo de contato com vetores de transmissdo, o que faz com que a resposta imune seja maior, ja que
os hospedeiros ndo estdo tendo novas infec¢Ges e por isso estdo conseguindo criar imunidade e combater o

invasor.

Leucocitos

Decidiu-se fazer analise sanguinea de seis exemplares que ja possuiam o protozodrio por meio de
infeccdo experimental, os mesmos individuos avaliados no estudo de Carvalho (2016) e que ndo haviam sido
expostos a outros hematozodrios e ectoparasitos durante a pesquisa para verificar como as células de defesa
(indices leucocitarios) estavam se comportando. Na amostra examinada, verificou a presenca de leucdécitos
nos animais amostrados. As células de defesa encontradas foram contadas em um campo de 100 células,
obtendo assim os valores mencionados na tabela abaixo (tabela 2). Ndo foram observadas evidéncias
sugestivas de eosindfilos no material examinado.

De acordo com Stacy et al. (2011) os leucdcitos dos répteis podem ser classificados em granuldcitos
(basdfilos, heterdfilos e eosindfilos), e podem ainda ser divididos em duas classes: acidéfilos e basofilos,

classificados de acordo com a aparéncia em esfregago sanguineo. Existe um grade desafio na mensuragao de
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valores quantitativos de leucdcitos em répteis visto que a literatura apresenta valores discrepantes,

possivelmente devido a grande variagdo entre individuos da mesma faixa etdria (PIRES et al., 2009).

Tabela 2: Leucdcitos totais nos filhotes amostrados (campo de 100 células).

Filhotes Leucdcitos
Heterdfilos Azurofilos Linfocitos Mondcitos Trombacitos

01 43 11 33 3 10

02 42 11 32 7 8

03 43 10 38 3 6

04 47 11 34 3 5

05 45 8 36 3 8

06 41 11 30 8 10

Em todos os animais foram encontrados grande nimero de heteréfilos e linfdcitos (figura 3) e em
menor quantidade azuréfilos, trombdcitos, e mondcitos respectivamente. O sangue dos répteis é constituido
por eritrécitos nucleados, mondcitos, eosindfilos, heterdéfilos, trombdcitos, basdfilo e linfécitos (CAMPBELL,

2006).
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Figura 3: Fotos de hemacias e células de defesa.
Legenda: Linfocitos (*), Mondcitos (!) , @ Heteréfilo (@).

Algumas doencgas podem se manifestar no exame de sangue, sendo assim necessario realizar outros
exames laboratoriais. Quando o animal estd anémico pode haver variacdo nos niveis de eritrdcitos, e o
aumento ou diminuicdo dos leucécitos pode ou nao indicar infeccdo ou doenca viral (FALCE, 2009). Os
linfécitos sdo células de defesa do organismo com forma arredondada e seu tamanho pode variar entre 05
pm e 15 um, possui nucleo esférico que ocupa o centro da célula sendo envolto por citoplasma basdfilo

homogéneo. S3o produzidos em grande quantidade quando o hospedeiro estd infectado, assim
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correspondendo como indicador da saude do animal (PINTO, 2017).

Os linfécitos sdo células do sistema inume, conhecidas também como células imunocompetentes
(JAMRA et al., 1983; OZZETTI, 2013). Existem trés subtipos de linfécitos: Linfécito B, Linfécito T e natural killer
(NK), os linfécitos B e T sdo responsaveis pelas respostas imunoldgicas celulares e humorais, sdo as células
de reconhecimento de agentes externos, os linfocitos T agem diretamente sobre o invasor e os linfocitos B
produzem anticorpos (LICHTMAN et al., 2005; HAMSEL et al., 2007; LORENZI, 2003; OZZETTI, 2013).

As células dos répteis costumam ter uma grande variacdo morfoldgica, o que prejudica na
identificacdo dos leucdcitos. Esta identificacdo também é dificultada pela grande variedade de nomenclatura
gue atualmente tem na literatura. Normalmente os leucécitos dos répteis sdo divididos em granuldcitos e
nao granuldcitos. Os linfécitos encontrados em sangue de répteis sdo similares ao que sdao encontrados em
aves e mamiferos, sendo rotulado de igual forma (PINTO, 2017).

Os heterdfilos sao células que possuem forma esférica, ovalada ou irregular. Possui um citoplasma
abundante com granulos acidéfilos compactos e irregulares e contém nucleo circular (OZZETTI, 2013).
Quando ha aumento dessa célula é sinal de infecgdo por parasitas, a funcao dos heterdfilos é fagocitar os
agentes invasores (FUDGE, 2000)

Como visto, estas células estdo intimamente ligadas com as defesas dos organismos, e o seu aumento
pode indicar infeccdo parasitaria pelo fato de que quanto mais células de defesa maior é a quantidade de
invasores ou maior é a defesa do organismo contra o ser invasor (leucocitose). Diversos estudos na literatura
da parasitologia tém atentado para os motivos e consequéncias do modelo de compartilhamento dos
parasitas em vetores (ANDERSON et al., 1982). No entanto, a ligacdo entre distribuicdo da quantidade de
parasitas por vetor e a sua respectiva idade ainda nao foram mensuradas e definidas.

O conjunto dos parasitas na populagdo hospedeira pode crescer com a baixa idade pois o vetor fica
vulneravel. Com o amadurecimento do hospedeiro, o conjunto dos parasitas pode regressar pelo o aumento
na vulnerabilidade dos vetores e uma baixa na mortalidade dos parasitas, porém o conjunto dos parasitas
volta a cair em vetores com faixa etaria mais alta (ERNEST et al., 1989; SOUZA, 2004; SOUZA et al., 1988).

A nutrigcdo possivelmente seja um dos aspectos com maior frequéncia em estudos e biografias dos
quelbnios do Brasil, e pode ter uma relagdo intrinseca com a imunidade, isso porque a espécie P. expansa
muda sua alimenta¢do no periodo de seca e cheia do rio e durante sua fase de crescimento (ERNEST et al.,
1989; SOUZA, 2004; SOUZA et al.,, 1988). Certamente acontecem alteracdes ontogénicas na dieta,
possivelmente rica em proteina contribuindo no crescimento durante a fase jovem.

A dificuldade maior na dieta das tartarugas é a quantidade de proteinas que elas conseguem em vida
livre, as espécies criadas em cativeiro recebem uma dieta baixa em proteinas que sdo necessdrias para a
sobrevivéncia e crescimento. As pesquisas realizadas a respeito da ecologia nutricional além de esclarecer o
modo como 0s organismos das espécies necessitam ainda sdo carentes principalmente sobre as funcbes

bioldgicas e compreensao de seus nichos (DRESLIK, 1999).
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CONCLUSOES

CARVALHO, A. V.; SILVA, A. C. L.; PACHECO, V. R.

Pode-se concluir que os hospedeiros que ndo se encontram mais em contato com o possivel vetor

(sanguessuga) conseguem criar anticorpos suficientes para eliminar o parasita. A alimenta¢do pode ter

também influenciado no aumento da imunidade dos animais, pois um animal saudavel produz uma melhor

reacdo imunoldgica.

A parasitemia é influenciada pela manutencdo dos vetores no hospedeiro, se o ciclo é quebrado, os

parasitas ndo mantem sua populacdo reduzindo o nimero de protozoarios sobre o hospedeiro. Os leucdcitos

possuem uma importancia primordial no combate aos invasores detectando-os e eliminando a medida em

gue sdo encontrados.
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