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RESUMO

Na presente tese, foram estudados aspectos da relagdo parasito-hospedeiro,
constituida pelo protozoéario parasito Hepatozoon caimani (Apicomplexa: Adeleorina) e
seu hospedeiro vertebrado, o jacaré Caiman yacare (Crocodylia: Alligatoridae), na
regido do Pantanal Sul, Brasil. Com o objetivo de esclarecer os componentes
epizootioldgicos desta relagdo procuramos no primeiro momento examinar os niveis de
prevaléncia e distribuicdo da parasitemia do H. caimani em uma populacdo do C.
yacare, procurando por fatores que poderiam estar associados ao maior risco de
infeccdo, tais como género, tamanho/idade, e condic¢do corporal, no periodo de julho de
2006 a fevereiro de 2008. Encontramos prevaléncia de 76% para toda a populagéo
amostrada (n=229) e o risco de infecgdo foi associado somente com o tamanho/idade
dos jacarés, onde os animais filhotes ndo apresentaram infeccdo, 0s juvenis
apresentaram 63%, adulto jovens e adultos foram 100% infectados. O H. caimani
apresentou ainda uma distribuicdo agregada na populacdo do C. yacare. De maneira a
esclarecer os fatores responsaveis pela alta quantidade de jacarés infectados na regido
do Pantanal Sul, iniciamos estudos para investigar os possiveis fatores responsaveis por
este fenbmeno. Em um segundo momento, realizamos o levantamento dos culicideos
que realizam repasto sanguineo nos C. yacare e verificamos infec¢fes naturais pelo H.
caimani somente em exemplares do género Culex, sobretudo no subgénero
Melanoconion. Obtivemos infeccdes experimentais de C. yacare limpos ap0s a ingestao
de mosquitos Culex spp. com oocistos esporulados. A espécie incriminada como vetora
priméria do parasito foi Cx. (Mel.) theobaldi, devido a sua elevada abundéncia,
preferéncia alimentar pelos jacarés e elevados niveis de infeccdo natural pelo H.
caimani. Verificamos que alguns géneros de anuros silvestres, e os proprios C. yacare,
mediante o canibalismo, podem ser considerados hospedeiros intermediarios do H.
caimani, provavelmente contribuindo para a transmissdo do mesmo no ambiente
silvestre. Por fim, verificamos que gametdcitos do H. caimani em jacarés C. yacare e C.
latirostris, experimentalmente infectados, podem ser encontrados por periodos que
variaram de trés a seis meses nos crocodilianos, sugerindo que os jacarés podem servir

como fonte de infecgdo para os vetores no campo por periodos relativamente longos.



ABSTRACT

We studied aspects of the host-parasite relation beteween the protozoan parasite
Hepatozoon caimani (Apicomplexa: Adeleorina) and its vertebrate host, the caiman
Caiman yacare, in the Pantanal region, Brazil. We investigated the epizootiological
components of this relation by surveying the prevalence and parasitemia of H. caimani
in a population of C. yacare and searched for the factors that could influence the
infection rates, such as sex, size/age and body condition from July 2006 to February
2008. We sampled 229 caimans and found a prevalence of 76% and the infection rate
was related to caimans size/age. The young ones were not infected, the prevalence was
63% in the juveniles and 100% among the adult ones. Hepatozoon caimani showed an
aggregated pattern of distribuition. We also investigated the factors likely to have
caused the high prevalence of H. caimani among caimans. By sampling the culicids that
bite C. yacare, we found that the natural infection occurs only by Culex species,
especially those belonging to the subgenus Melanoconion. Experimental infections of
clean caimans C. yacare was retrieved after they ingested Culex spp. with sporulated
oocysts. Culex (Mel.) theobaldi was pointed as the main vector because of its great
abundance, preferance for biting caimans and high natural infection levels by H.
caimani. Some wild anuran genera may also be pointed as paratenic hosts, as well as
caimans C. yacare themselves through canibalism. Finally, H. caimani can be found in
experimentally infected caimans C. yacare and C. latirostris for three up to six months,

suggesting caimans as a perennial source of infection for the vectors in the environment.



1- INTRODUCAO

O entendimento da complexidade da relacdo parasito-hospedeiro exige uma
abordagem em diferentes niveis, tanto na escala individual, como ¢ o caso da
realizagdo de infecgdes experimentais, quanto na populacional, mediante a
determinacdo da prevaléncia e distribui¢do do parasito na populagdo do
hospedeiro (Dobson e Hudson 1995, McCallum e Dobson 1995). Contudo, para o
estudo de sistemas parasito-hospedeiro que envolvem animais silvestres existe
uma enorme defasagem de conhecimentos em comparagdo as pesquisas em
animais domésticos ou de laboratério. Parte disso se deve a fatores como baixa
densidade da espécie de hospedeiro estudada, criando dificuldades tanto no
encontro e captura de exemplares, quanto para realizagdo de infeccdes
experimentais. Outro aspecto relevante diz respeito ao padrdo agregado dos
parasitos nas populagdes dos seus hospedeiros (Poulin 2007), o que exige
amostragens robustas para contemplar a amplitude da carga parasitaria da

populacdo (Gulland 1997).

Estudos observacionais e experimentais demonstram que os parasitos estdo
envolvidos em processos de regulacdo de populagdes silvestres (Anderson e May
1978, Scott 1990, Grenfell e Dobson 1995, Tompkins e Begon 1999) e na
estruturagdo de comunidades ecoldgicas (Thomas et al. 2000, Poulin 1999,
Minchella e Scott 1991). A influéncia dos parasitos se estende ainda a varios
processos bioldgicos, tais como a selecdo sexual dos seus hospedeiros (Ehman e

Scott 2002, Zuk e McKean 1996), dindmica de predagdo e competi¢do (Prenter et



al. 2004, Minchella e Scott 1991), além de influenciar nos processos de

especiagdo e extingdo de seus hospedeiros (Renaud et al. 1996, Poulin 1999).

As poucas informagdes disponiveis sobre a presenga de parasitos em
populacgdes naturais estdo muitas vezes relacionadas a ocorréncia de doencas que
também infectam o homem ou animais domésticos (Gulland 1995), como ¢ o caso
de arboviroses. Consequentemente, o conhecimento sobre os fatores responsaveis
pela persisténcia dos parasitos em populagdes de animais silvestres esta muitas
vezes associado a eventos epidémicos (Tompkins ¢ Begon 1999, Gulland 1995,
Grenfell e Gulland 1995). Logo, avaliar os padroes de abundancia dos parasitos
dentro da populacdo do hospedeiro e estudar seus ciclos de transmissao sao tidos
como pontos centrais no estudo da interagdo parasito-hospedeiro em animais

silvestres (Bonsall 2002).

Os primeiros passos para se entender a dindmica dos parasitos em
populacdes naturais passam pela determinacdo da prevaléncia de hospedeiros
infectados e da frequéncia da distribui¢cdo temporal ou geogréafica da carga do
parasito (Grenfell e Dobson 1995, May e Anderson 1979). A abundancia dos
parasitos em uma populacdo natural de seu hospedeiro pode variar em resposta a
numerosos fatores, tanto em termos de prevaléncia quanto de carga parasitaria
(Salkeld e Schwarzkopf 2005). Os fatores que podem influenciar a abundancia
incluem a idade ou tamanho do hospedeiro (Sandland e Minchella 2003), o
estado imune do hospedeiro (Sheldon e Verhulst 1996), o género (Zuk e McKean
1996), a baixa condi¢do fisica (Brown et al. 2000, Jokela et al. 1999), alta

densidade populacional (Oppliger et al. 1998), o investimento reprodutivo



(Nordling et al. 1998, Richner et al. 1995) ¢ a biologia do vetor (Koella 1999),

além dos niveis de viruléncia (Anderson 1979, Lyles ¢ Dobson 1993).

1.1. PARASITOS DO FILO APICOMPLEXA

De um modo geral, grande parte do conhecimento dos protozoarios do filo
Apicomplexa esta associado principalmente aos géneros Plasmodium, Eimeria ¢
Toxoplasma, evidentemente por conterem diversas espécies de interesse médico
humano e veterinario. O género Hepatozoon, cuja espécie Hepatozoon. caimani é
estudada neste trabalho, faz parte do filo Apicomplexa. Assim, segue-se uma
breve exposicdo da taxonomia do filo Apicomplexa, de maneira a permitir um
melhor entendimento entre as semelhancas e diferencas dos parasitos do género
Hepatozoon e outros grupos do filo Apicomplexa. A caracterizacdo dos

representantes do filo Apicomplexa segue a revisao de Levine et al. (1980).

O filo Apicomplexa Levine, 1970, agrupa protozoarios que apresentam um
conjunto de estruturas conhecido como “complexo apical”, constituido por anéis
polares, condide, roptrias e microtibulos subpeliculares (Levine et al. 1980). O
grupo contém aproximadamente 6.000 espécies, reunidas em quatro grupos:
coccidios, gregarinas, hemosporidios e piroplasmas, onde muitas das espécies sdo
parasitos de humanos ou animais domésticos. Estes agrupamentos sdo baseados
principalmente em caracteristicas fenotipicas, tais como o tipo de hospedeiro
vertebrado e vetor envolvido em seu ciclo, além de qual tecido do hospedeiro ¢

parasitado (Morrison 2008).



Todos os membros do filo Apicomplexa s3o parasitos com ciclos de vida
complexos, podendo apresentar duas fases assexuadas, conhecidas como
merogonia e esporogonia, ¢ uma sexuada, chamada de gametogonia. Com
respeito ao seu desenvolvimento, os apicomplexa sdo unicos entre os eucariotos,
eles apresentam uma ontogenia de reprodugdo ciclica (Siddal 1995), onde um
gametdcito masculino se diferencia em um ou mais microgametas
(gametogénese), e fertiliza um macrogameta, ou gameta feminino, produzindo
um zigoto. Este, por sua vez, diferencia-se em um oocisto com maultiplos
esporozoitos formas alongadas que se liberam dos oocistos (esporogonia). Os
esporozoitos, apds invadirem uma célula hospedeira e se transformarem em
merozoitos, usualmente se dividem assexuadamente por uma ou duas vezes
(merogdnia primdria e secundaria), gerando varias células filhas também
chamadas merozoitos. Estes se diferenciam em gametocitos (gametogonia), que

sdo os precursores da fase sexual.

O filo compreende a classe Sporozoea Leuckart 1879, que se caracteriza
pela reproducdo usualmente sexual e assexual; oocistos contendo esporozoitos
infectivos resultantes da esporogonia; locomoc¢ao pela flexdo do corpo, com
deslizamento e ondulacdo; os flagelos quando presentes sdo encontrados nos
microgametas; podem ser heteroxénicos ou monoxénicos. A classe Sporozoea ¢
composta por trés subclasses: Gregarinia Dufour 1828, Piroplasmia Levine 1961

e Coccidia Leuckart 1879.

A subclasse Coccidia, encontra-se dividida em trés ordens:

Agamococcidiida Levine 1979, cujos individuos apresentam somente



esporogonia; Protococcidiida Kheisin 1956, com merogonia ausente; e
Eucoccidiida Léger ¢ Duboscq 1910, que apresenta as fases de merogonia,

gametogonia e esporogonia.

As espécies da ordem Eucoccidiida estdo agrupadas em trés subordens:

Eimeriina Léger, 1911, Haemosporina Danilewsky, 1885 e Adeleina Léger, 1911.

A subordem Eimeriina se diferencia da Adeleina pelo desenvolvimento
independente dos gametas, ou seja, hd auséncia de sizigia, o microgamonte
produz muitos microgametas, € 0s esporozoitos sdo tipicamente envoltos em
esporocisto, dentro de oocistos. As espécies de Eimeriina diferenciam-se
daquelas da subordem Haemosporina pela produgdo de oito microgametas, uma
caracteristica que os aproxima de Adeleina. Alguns dos géneros presentes na

subordem Eimeriina sdo Eimeria, Isospora e Toxoplasma.

A subordem Haemosporina também se diferencia da Adeleina por apresentar
gametas com desenvolvimento independente, ndo ocorrendo sizigia. Além disso,
difere das outras duas subordens por apresentar esporozoitos livres, além de
serem sempre parasitos heteroxénicos. Sdo exemplos de representantes da
subordem Haemosporina os géneros Plasmodium, Leucocytozoon e

Haemoproteus.

A subordem Adeleina (Léger 1911) caracteriza-se pelo desenvolvimento
conjunto de macro e microgametas no interior de uma célula do hospedeiro,

fendmeno denominado de sizigia; o microgamonte produz 1-4 microgametas; a



endodiogenia ¢ ausente e 0s esporozoitos encontram-se envoltos por uma
membrana delgada fragil dentro do oocisto, formando conjuntos denominados

esporocistos; as espécies podem ser monoxénicas ou heteroxénicas.

Entre as familias que compdem a subordem Adeleina estd a
Haemogregarinidae, a qual era inicialmente composta por quatro géneros:
Haemogregarina, Cyrilia, Karyolisus e Hepatozoon. Contudo, estudos
filogenéticos utilizando dados morfoldgicos, ultraestruturais e informagdes sobre
o tipo de desenvolvimento, demonstraram que a subordem Adeleina é um grupo
heterogéneo e polifilético (Barta 1989, Siddall e Desser 1991, Siddall 1995).
Barta (1989) observou que os quatro géneros da familia Hemogregarinidae ndo
formavam um grupo monofilético e sugeriu que fossem separados em trés
familias: Haemogregarinidae Neveu-Lemaire, 1901, com os géneros
Haemogregarina, Desseria e Cyrilia; Karyolysidae Wenyon, 1926, com os
géneros Karyolysus e Hemolivia, e Hepatozoidae Wenyon, 1926, com o género

Hepatozoon.

O termo hemogregarina ¢ geralmente utilizado para parasitos vermiformes e
largos encontrados em leucdcitos e eritrocitos (Davies 2000), um termo muitas
vezes associado a parasitos sanguineos da subordem Adeleina (Jakes et al. 2003).
A taxonomia de muitas das espécies de hemogregarinas pode ndo ser correta
tanto para as espécies, quanto para os géneros. Durante um periodo relativamente
longo, a descricdo de novas espécies de hemogregarina foi baseada somente em

critérios como morfometria dos gametocitos presente nas células sanguineas e/ou



pura e simplesmente pelo encontro de parasitos em uma nova espécie de

hospedeiro e/ou numa nova localidade (Siddall 1995).

O sucesso em infecgcdes experimentais entre diferentes espécies de
hospedeiros com a mesma espécie de parasito desencorajou essa pratica antiga
(Ball et al. 1967, Booden et al. 1970, Landau et al. 1972). Por exemplo, Ball et
al. (1967) demonstraram que Hepatozoon rarefasciens pode ser transmitido
experimentalmente entre serpentes de diferentes espécies e mesmo entre
diferentes familias de ofidios, mediante a ingestdo dos mosquitos Culex tarsalis e
Cx. pipiens com esporozoitos formados. Concluiu-se portanto que até a
observagdo de outras fases do ciclo serem realizadas ndo ¢ apropriado a descrigdo

de um novo hepatozoideo.

Em seguida, alguns autores revelaram que os ciclos de hemogregarinas,
como de Hepatozoon, podem ser bastante complexos, que os mecanismos de
transmissdo podem ser variados e que um mesmo parasito pode ou ndo infectar
diferentes hospedeiros vertebrados e invertebrados. Landau et al. (1972)
realizaram uma série de experimentos de transmissdo cruzada do parasito
Hepatozoon domerguei entre diferentes espécies de serpentes e também no
largarto Oplurus sebae, utilizando os mosquitos Culex fatigans e Anopheles
stephensi. A fonte de infeccdo para realizacdo dos experimentos foi a serpente
Madagascarophis colubrina, encontrada naturalmente infectada. Mosquitos Cx.
fatigans que realizaram repasto sanguineo sobre a serpente foram ingeridos pelas
serpentes limpas M. colubrina e Lioheterodon modestus, que por sua vez,

apresentaram gametocitos, merontes e cistos com cistozoitos do parasito.



Utilizando da mesma abordagem, mosquitos Anopheles stephensi foram
alimentados na serpente infectada M. colubrina e, em seguida, ingeridos pelos
lagartos Oplurus sebae e pela serpente Phyton sebae. Curiosamente, em ambos
hospedeiros foram observados gametocitos na circulagdo sanguinea, merontes ¢
cistos semelhantes, e os mosquitos que realizavam repasto sobre estes
vertebrados infectados apresentavam oocistos semelhantes. As outras duas
espécies de largarto testadas quanto a susceptibilidade do parasito foram Lacerta
muralis e L. viridis. Apos a ingestdo de mosquitos infectados todos os onze
individuos de L. muralis utilizados apresentaram somente cistos e L. viridis foi
refrataria a qualquer fase de desenvolvimento do parasito. Os lagartos com cistos
formados em suas visceras foram ingeridos por serpentes, e estas apresentaram
gametdcitos na circulacdo sanguinea posteriormente. Assim, os estudos de
Landau et al. (1972) marcam a comprovagdao de que os cistos com cistozoitos,
encontrados nas visceras dos hospedeiros vertebrados, poderiam servir de fonte
de infeccdo mediante a predacdo. Estudos posteriores reforgaram essa via de
transmissdo em sistemas parasito-hopedeiro onde o vertebrado ndo ingere
comumente os vetores invertebrados, como é o caso de serpentes (Smith et al.
1994; Sloboda et al. 2008), canideos (Johnson et al. 2008, 2009) e provavelmente

de crocodilianos (Lainson et al. 2003).

Apos constatacdo de que provavelmente muitas das espécies descritas como
Haemogregarina pudessem, na verdade, pertencer a outros géneros, uma nova
revisdo da subordem Adeleina foi realizada por Siddall (1995). O autor sugeriu a
transferéncia dos parasitos de lagartos, de serpentes, de aves e de crocodilianos,

inicialmente designados como pertencentes ao género Haemogregarina, para o



género Hepatozoon. O autor se baseou em alguns estudos em que fora observada
uma elevada quantidade de esporocistos formados nos oocistos na fase
esporogdnica. A partir do trabalho de Siddall (1995), o critério mais aceito para a
diferenciagdo entre os géneros Haemogregarina ¢ Hepatozoon ¢é o
desenvolvimento esporogonico nos vetores invertebrados (Desser 1993). No
género Haemogregarina os oocistos sdo menores € no seu interior sdo produzidos
cerca de oito esporozoitos. J4 nos parasitos do género Hepatozoon ocorrem

oocistos maiores ¢ a formagdo de centenas de esporozoitos (Figura 1).

Smith (1996) realizou a revisdo do género Hepatozoon, e seguindo a
orientacdo de Siddall (1995), transferiu as espécies do género Haemogregarina
registrados em lagartos, em serpentes, em aves e em crocodilianos para o género
Hepatozoon, mesmo que ainda se desconheca a esporogonia de muitas das
espécies destes vertebrados, que permanecem ainda caracterizados apenas pela
forma dos gametdcitos nas células sanguineas dos hospedeiros vertebrados. Com
efeito, muito pouco se sabe sobre os ciclos e as formas de muitas espécies ainda

consideradas validas.



Figura 1. Esquema da taxonomia do Filo Apicomplexa

/ Reino: PROTISTA Haeckel, 1866 \

Subreino: PROTOZOA Goldfuss, 1817
Filo: APICOMPLEXA Levine, 1970
Classe: SPOROZOEA Leuckart, 1879

Subclasse: COCCIDIA Leuckart, 1879

Usualmente com gamontes (4 e @), pequenos e intracelulares;
ciclo de vida variavel, com estagios sexuais e assexuais

(ex. merogonia, gametogonia e esporogonia)

\. @ Ordem: AGAMOCOCCIDIIDA Levine, 1979 A /

Merogonia ¢ gametogonia ausentes

Ordem: PROTOCOCCIDIIDA Kheisin, 1956

Merogonia ausente

Ordem: EUCOCCIDIIDA Léger e Duboscq, 1910

Com merogonia, gametogonia e esporogonia

Subordem: ADELEINA Léger, 1911

Gamontes 3 € Q@ em sizigia; & produzem

1-4 microgametas; esporozoitos em envelopes frageis

Familias

HAEMOGREGARINIDAE Neveu-Lemaire, 1901
Merogonia em células sanguineas ou tecidos;

Oocistos relativamente pequenos (35um de didmetro);

Baixa quantidade relativa de esporozoitos produzidos (8-100).

Géneros Haemogregarina, Cyrilia e Desseria

HEPATOZOIDAE Wenyon, 1926

Merogonia restrita aos tecidos, principalmente no figado, bago e pulmdes;
Oocistos relativamente grandes (100um de diametro);

Milhares de esporozoitos produzidos.

Género Hepatozoon

10



1.2. GENERO HEPATOZOON

A espécie-tipo do género Hepatozoon, H. muris, descrita inicialmente como
H. perniciosum por Miiller (1908). O autor observou gametocitos no interior de
leucocitos de um roedor e a esporogonia no acaro Laelaps echidninus apds o
repasto destes sobre roedores infectados. O autor descreveu a associagdo dos
gametocitos em sizigia e a entrada na parede do estomago dos invertebrados,
dando origem, apds varias divisdes assexuais, a oocistos com centenas de
esporocistos contendo esporozoitos. Os dcaros com oocistos formados foram
infectivos apds ingestdo por ratos limpos. Foi também observada a fase
merogdnica nas células do figado do rato, presumivelmente com a entrada dos
esporozoitos neste 6rgdo. O nome do entdo novo género, Hepatozoon, teve
origem no local onde foi observado o desenvolvimento assexual nos roedores, o

figado (Smith 1996).

Segundo Smith (1996), o género Hepatozoon inclui 46 espécies de parasitos
de mamiferos, 19 de aves, 42 de anuros, 121 de serpentes, 74 de lagartos, 1 de

salamandras e 6 de crocodilianos.

Estes parasitos apresentam ciclos heteroxénicos, ocorrendo em células
sanguineas e nas visceras como figado, pulmdes, baco e rim de seus hospedeiros
vertebrados. S0 nos hospedeiros invertebrados, tais como &caros, carrapatos,
pulgas, piolhos, hemipteros, flebotomineos, mosquitos, mutucas e sanguessugas,
ocorre a formagdo de oocistos contendo grupos de esporocistos abrigando

esporozoitos em numeros variados de acordo com a espécie, quando esta fase ¢
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conhecida, o que ¢ bastante raro. Estes invertebrados sdo considerados os
hospedeiros definitivos, devido ao desenvolvimento sexual do parasito no interior

dos mesmos.

Diversos estudos tém demonstrado que os hepatozoideos apresentam baixa
especificidade para seus hospedeiros vertebrados e invertebrados (Ball et al.
1967, Landau et al. 1972). Sao heteroxénicos e seus ciclos podem incluir diversas
vias de transmissdo (Smith 1996). Uma das caracteristicas marcantes dos
parasitos do género Hepatozoon, e que os diferencia de parasitos
filogeneticamente proximos, tais como os hemosporideos do género Plasmodium
(Barta et al. 2001, Merino et al. 2006), diz respeito a transmissdo para os
hospedeiros vertebrados. Os hepatozoideos sdo transmitidos pela ingestdo do
vetor invertebrado portando esporozoitos dentro dos oocistos. Contrariamente,
em Plasmodium spp. os esporozoitos sdo injetados no sangue dos hospedeiros
vertebrados juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo dos mosquitos.
Ou seja, nos Plasmodium, os esporozoitos tém as glandulas salivares como
destino final no seu vetor natural, podendo ser transmitido pela saliva. J& em
Hepatozoon, os esporozoitos, até onde se conhece, ndo invadem as glandulas
salivares, ficando dentro dos oocistos aderidos a parede externa do intestino do

vetor ou livres na cavidade geral, ou hemocele.

Nas espécies de Hepatozoon os esporozoitos sdo liberados no trato digestivo
dos vertebrados que os ingerem, onde atravessam a mucosa € caem na circulagdo
sanguinea, podendo, entdo, invadir 6rgdos como o pulmao, bago e figado. Uma

vez nas visceras, inicia-se a fase de reproducdo assexuada do ciclo, denominada

12



de merogonia. Os merozoitos formados deixam as células da viscera parasitada e
penetram em eritrocitos ou leucdcitos e, finalmente, transformam-se em
gametocitos, as formas infectantes para o vetor. Apods serem ingeridos pelo
hospedeiro invertebrado durante hematofagia, os gametdcitos se diferenciam em
macrogametdcito ¢ em microgametocitos na luz do intestino. Em seguida os
gametas se associam em sizigia ¢ se fundem formando o zigoto, que se
desenvolve formando a partir de entdo, o oocisto na parede externa do intestino
ou na hemocele do vetor. Dentro do oocisto ocorre a esporogonia, que culmina
com a formagdo de centenas de esporocistos contendo grupos de esporozoitos
hapléides no seu interior. O ciclo se completa quando o vetor infectado, com os
esporozoitos ja formados, ¢ ingerido pelo hospedeiro vertebrado (Desser 1993).
Uma interessante variacdo do local de desenvolvimento esporogdnico nos vetores
invertebrados foi observada na espécie Hepatozoon catesbianae, parasito do
anuro Rana catesbeiana (Desser et al. 1995). Mosquitos Cx. territans,
colonizados em laboratorio para a realizacdo dos experimentos, realizaram
repasto sanguineo sobre anuros R. catesbeiana infectados com o parasito. Apos
30 dias do repasto os mosquitos foram dissecados € 0s oocistos com esporozoitos
formados foram encontrados exclusivamente nos tubulos de Malpighi. Embora
exiba estas diferengas no ciclo exemplificamos, esquematicamente, um ciclo de

Hepatozoon na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo do ciclo-de-vida do hepatozoideo Hepatozoon catesbianae no
anuro Rana catesbeiana ¢ no mosquito Culex territans. A. Merontes localizados no
figado ddo origem a merozoitos que penetram nos eritrocitos. B. Merozoitos
transformam-se em gametocitos nos eritrocitos. C. Mosquitos alimentam-se em sapos
infectados e ingerem gametocitos. D. Gametdcitos saem dos eritrocitos no estdmago dos
mosquitos ¢ penetram nos tibulos de Malpighi. E. Micro ¢ macrogametdcitos se juntam
dentro de um vacuolo parasitoforo comum nas células dos tiabulos de Malpighi. F. A
gametogénese resulta na formagdo de dois microgametas biflagelados, um dos quais
fecunda o macrogameta. G. O zigoto se expande formando oocistos esférico dentro dos
tubos de Malpighi. H. Oocisto se segmenta formando varios esporoblastos. |.
Esporoblastos se transformam em esporocistos. J. Cada esporocisto contém quatro
esporozoitos. K. Sapos sao infectados quando ingerem mosquitos contendo esporozoitos
formados. L. Esporozoitos entram nas células do parénquima hepatico e se desenvolvem

formando os merontes. (Figura adaptada de Desser et al. 1995).
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Rotas adicionais de transmissdo incluem hospedeiros intermediarios, a
transmissao congénita, como ja reportada em cobras com elevada parasitemia, ¢
provavelmente o canibalismo (de Biase et al. 1972, Lowichik e Yaeger 1987,
Murata et al. 1993, Lainson et al. 2003). Mas, ndo se sabe se estas rotas podem
ocorrem em todas ou na maioria das espécies de Hepatozoon. No primeiro caso, a
ingestdo do vetor por um hospedeiro intermedidrio leva somente a formacao de
cistos com cistozoitos em suas visceras, onde estes podem permanecem como
estagios latentes do parasito provavelmente por periodos relativamente longos. A
transmissdo para os hospedeiros vertebrados intermediarios pode ocorrer pela
predacdo destes hospedeiros intermediarios contendo os cistos (Landau et al.
1972, Lainson et al. 2003, Sloboda et al. 2008). Por exemplo, Lainson et al.
(2003) observaram cistos com cistozoitos do parasito H. caimani no figado do
seu hospedeiro intermediario, o jacaré Caiman crocodilus, apds a ingestdo de
anuros que também apresentavam cistos do parasito. Cistos monozdicos também
foram observados em esquilos e cdes (Desser 1990, Baneth e Shkap 2003). Tais
evidéncias sugerem que para alguns sistemas parasito-hospedeiro, o canibalismo

possa funcionar como uma via adicional de transmissdo para os hepatozoideos.

1.2.1. HEPATOZOIDEOS EM CROCODILIANOS

Dentre os variados grupos de hospedeiros vertebrados, os crocodilianos
apresentam uma das menores quantidades de espécies descritas no género
Hepatozoon (Tabela 1) (Smith 1996). Na grande maioria das espécies de
hemogregarinas de crocodilianos as descrigdes se basearam, unicamente, na

observacdo de gametOcitos intraeritrocitdrios na circulacdo sanguinea.
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Constituem exce¢do as espécies Hemogregarina crocodilinorum, Hepatozoon

petiti e Hepatozoon caimani.

Descrita inicialmente como Haemogregarina petiti Thiroux 1910,
Hepatozoon petiti foi estudada posteriormente por Hoare (1932) na Uganda.
Hoare, durante uma expedi¢do na regido, que consistia numa antiga coldnia
inglesa, veio a descrever uma série de hematozoarios de animais silvestres.
Durantes os estudos, o pesquisador teve a oportunidade de amostrar exemplares
do crocodilo Crocodylus niloticus e observou gametdcitos e também merontes
nos eritrécitos dos crocodilianos, além de merogonia em células do figado.
Chatton e Roubaud (1913) descreveram a esporogonia de uma espécie de
Hepatozoon nao identifica em moscas tsetse Glossina palpalis silvestres, que
foram observadas realizando repasto sanguineo sobre lagartos ou crocodilos. Tais
evidéncias levaram Hoare (1972) a utilizar G. palpalis colonizadas em
laboratoério para realizagdo de repasto sanguineo sobre crocodilos naturalmente
infectados. Posteriormente, foram encontrados oocistos com centenas de
esporocistos na cavidade geral destes dipteros. Revelado o desenvolvimento
esporogonico do parasito, seu nome especifico foi alterado de Haemogregarina
petiti para Hepatozoon petiti (Thiroux). Infelizmente, ndo foram realizadas
infec¢des experimentais via ingestdo das moscas G. palpalis infectadas para

crocodilos limpos.

Em um estudo sobre a prevaléncia da hemogregarina Haemogregarina

crocodilinorum no aligator norte americano Alligator mississipiensis, Khan et al.

(1980) observaram a ocorréncia de merogonia do parasito nos eritrocitos de seis
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exemplares do aligator. A fase esporogdnica também foi registrada em
sanguessugas removidas diretamente dos aligatores. Contudo, a transmissao do
parasito ndo foi conseguida com a ingestdo de sanguessugas infectadas para A.
mississipiensis limpos. Com isso, a transferéncia da espécie Hemogregarina
crocodilinorum para o género Hepatozoon proposta por Smith (1996) foi
criticada por Lainson et al. (2003). Com isso, Lainson et al. (2003) sugeriram a
manutengdo da espécie do parasito no género Hemogregarina até que mais
estudos possam fornecer subsidios para uma designacdo genérica adequada.
Portanto, ndo sdo conhecidos os vetores naturais de nenhum dos Hepatozoon de

crocodilianos.

Um terceiro grupo de vetores, desta vez culicideos, foram
experimentalmente registrados como susceptiveis ao desenvolvimento
esporogdnico do H. caimani, parasito de jacarés. O histérico do conhecimento
sobre este hepatozoideo de crocodilianos brasileiros serd fornecido em um topico

mais a frente.

Na regido neotropical ocorrem doze espécies de crocodilianos, distribuidas
nos géneros Melanosuchus, Crocodylus, Paleosuchus ¢ Caiman (Martin 2008). O
unico género que ndo apresenta representantes no Brasil ¢ o Crocodylus. As
espécies de crocodilianos que ocorrem no pais sdo: Caiman latirostris, Caiman
yvacare, Caiman crocodilus, Paleosuchus palpebrosus, Paleosuchus trigonatus e

Melanosuchus niger.
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Até o presente momento, somente duas espécies do género Hepatozoon
foram descritas em crocodilianos no pais. Hepatozoon serrei, cujo registro de
infecgdo se restringe ao jacaré Paleosuchus trigonatus ¢ H. caimani, registrado
nos jacarés Caiman latirostris, Caiman crocodilus e Caiman yacare (ver revisao
em Lainson et al. 2003). Provavelmente, o critério para descri¢cdo das espécies H.
serrei ¢ H. caimani tenha sido apenas o encontro destes parasitos em diferentes
crocodilianos na América do Sul, ou seja, acreditamos que ambos possuem na
verdade a mesma identidade especifica. Gametocitos intraeritrocitarios
semelhantes aos de H. caimani presentes na circulagdo sanguinea do jacaré
Melanosuchus niger também foram registrados nos estados do Pard, mas ndo hé
dados sobre a esporogonia destes parasitos encontrados nestes hospedeiros, o que
ndo permite a confirmagdo do diagndstico (R. Lainson, dados ndo publicados).
Vale ressaltar que das seis espécies de crocodilianos que ocorrem no Brasil, a
unica espécie sem registro de infeccdo por hepatozoideos ¢ o jacaré Paleosuchus

palpebrosus.

Tabela 1. Espécies de hemogregarinas registradas em crocodilianos.

HEMOGREGARINA CROCODILIANO REGIAO

Hepatozoon hankini Simond 1901 Gavialis gangeticus Asia — India

Caiman latirostris
Hepatozoon caimani Carini 1909 Caiman yacare América do Sul
Caiman crocodilus

Hepatozoon serrei Phisalix 1914 Paleosuchus trigonatus América do Sul
Hepatozoon petiti (Thiroux 1910) Hoare 1932 Crocodilus niloticus Africa
Hepatozoon sheppardi Santos Dias 1952 Crocodilus niloticus Africa
Alligattor mississipiensis

Haemogregarina crocodilinorum Borner 1901 América do Norte

Crocodilus frontatus
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1.3. O JACARE CAYMAN YACARE - HOSPEDEIRO VERTEBRADO DO

H.CAIMANI

Os crocodilianos atuais pertencem a ordem Crocodylia, a qual é composta
por trés familias: Crocodylidae, Gavialidae e Alligatoridae (Martin 2008). Os
crocodilianos sdo muito mais adaptados ao ambiente aquatico do que terrestre,
podendo ser encontrados em dareas tropicais e subtropicais. Observados sobre a
Otica evolutiva, esses vertebrados mudaram relativamente pouco, mantendo de
modo geral sua morfologia conservada desde a era mesozdica (Brochu 2003). Sao
considerados predadores generalistas e oportunistas, cuja dieta depende da
diversidade de organismos presentes no ambiente e do tamanho dos proprios
crocodilianos (Santos et al. 1996, da Silveira e Magnusson 1999). Podem se
alimentar de animais vivos ou em decomposi¢do, e até mesmo da mesma espécie,
especialmente quando as presas sdo filhotes ou animais muito debilitados ou

mortos.

Magnusson et al. (1987), estudando a dieta das espécies de jacarés
amazonicos: C. crocodilus, M. niger e P. palpebrosus, verificaram que a
composi¢ao da mesma foi praticamente idéntica para as trés espécies, sugerindo
que a obtencdo dos alimentos esteve diretamente relacionada com os ambientes,
rios e lagoas, ocupados pelos jacarés. A dieta também variou em relagdo ao
tamanho dos animais, com individuos jovens alimentando-se principalmente de
pequenos invertebrados, especialmente insetos e crustdceos, € com animais
maiores foi observado um aumento gradual da frequéncia de vertebrados, tais

como peixes, aves, anfibios, e répteis. Contrariamente, animais maiores tenderam
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a apresentar uma diminui¢do da frequéncia da ingestdo de invertebrados. Sao
animais que conseguem sobreviver por meses sem se alimentar em temperaturas
baixas, um fato que também se deve as taxas metabodlicas relativamente baixas

exibidas por individuos de maior porte (Lang 1987).

O jacaré-do-Pantanal, C. yacare ¢ uma das seis espécies de crocodilianos
que ocorrem no Brasil. O C. yacare apresenta-se distribuido na Bacia do Rio
Paraguai, sendo um animal muito comum no Pantanal dos estados brasileiros do
Mato Grosso ¢ do Mato Grosso do Sul, em areas correspondentes da Bolivia e
Paraguai, bem como na Argentina (Goombridge 1987). Apesar de ter sido um dos
crocodilianos mais explorados no mundo pela caga ilegal, hoje o C. yacare ¢ uma

das espécies de maior densidade (>100 ind/km?) (Coutinho e Campos 1996).

A biologia do C. yacare estd grandemente associada a dindmica sazonal de
secas e inundac¢des do Pantanal, e a ocupacdo das diversas formagdes aquaticas,
tais como rios e lagoas, pelos jacarés reflete estes processos a cada ano. O
Pantanal ¢ uma planicie inundavel de aproximadamente 138 mil Km?®, que faz
parte da bacia do Rio Paraguai e que se situa na por¢do central da América do
Sul. A parte alta da bacia do Rio Paraguai estd em altitudes superiores a 200m e
aproximadamente neste nivel, em toda curva de nivel, hd uma queda brusca que
vem a formar o Pantanal, correspondendo as terras baixas e regido central da

bacia, com altitudes inferiores a 80m (Carvalho 1986).

O Rio Paraguai recebe aguas de numerosos afluentes que chegam ao

Pantanal trazendo enorme quantidade de sedimentos, que se espalham pela
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planicie com as inundacdes dos rios que ocorrem na regido (Carvalho 1986).
Com a chegada do fim da época da cheia, parte da agua regressa aos rios por

canais e/ou o solo.

Desta maneira, o Pantanal apresenta uma alternancia de estagdes chuvosas
e secas, que variam plurianualmente, alternando ciclos de anos mais chuvosos ou
mais secos (Adamoli 1986). Evidéncias da historia da regido do Pantanal
sugerem que a mesma sempre apresentou um carater instdvel, sujeita ora a
extensas inundagdes permanentes, ora a secas prolongadas, com geadas
frequentes durante o inverno a temperaturas que chegam a 40°C no verao (Brown
Jr. 1986). Segundo o mesmo autor, a duracdo da estiagem ¢ imprevisivel,
variando de ano a ano, fazendo com que exista uma forte pressdo ambiental sobre

as populacdes animais e vegetais na regiao.

Na estacdo das chuvas, que vai de margo a outubro, ocorre o surgimento de
novas dareas alagadas, especialmente pelo transbordamento dos rios. Nesse
momento os animais iniciam um movimento de dispersdo, com o surgimento de
novas areas para ocupacdo dos jacarés. Com o inicio da estacdo seca (maio a
setembro), as areas alagadas vdo diminuindo e em muitos locais sdo formadas
lagoas temporarias onde gradualmente concentram-se animais que ocupam O
ambiente aqudatico, tais como capivaras, anuros, peixes, € o que nos interessa
especificamente, os C. yacare. Esta situacdo provavelmente leva a um aumento
da possibilidade de predacdo de anuros e peixes por jacarés C. yacare. Segundo
Campos et al. (2003), a pressdo ambiental pela diminuicdo dréstica das colegdes

de agua temporarias leva a movimentagdo de individuos entre areas de lago e de
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rio, devido a diminuicdo de alimentos, o estresse causado pelo aumento da
densidade dos jacarés, ou perturbagdes antropicas. Nao se sabe se estes fatores
influenciam a dinamica de transmissdo de parasitos, como o H. caimani, uma vez
que podem aumentar o consumo de hospedeiros intermediarios, como sapos ou
até mesmo o canibalismo de animais mortos ou muito enfraquecidos por disputas

por recursos, como territorio.

Ou seja, ao mesmo tempo, o periodo de seca leva a agregacdo dos jacarés e
determina as atividades iniciais de corte e copula, que atingem uma frequéncia
maior em novembro, no inicio das chuvas. Todos os crocodilianos apresentam um
comportamento reprodutivo, onde os machos competem entre si para manterem
um grupo de fémeas para cruzamento (Lang 1987). Apds serem fecundadas, as
fémeas se deslocam em buscas de areas para nidificacdo, cujo pico das atividades
de posturas ocorre em janeiro, durante a estagdo chuvosa (Campos e Magnusson

1995).

A eclosdo dos filhotes ocorre entre o final de marco e inicio de abril, no
auge dos alagamentos dos terrenos no Pantanal e, portanto quando os recursos
hidricos sdo mais abundantes. Em muitas espécies de crocodilianos as fémeas
apresentam o comportamento de cuidado parental, protegendo seus filhotes
contra predadores potencias durante o tempo que estes permanegam com ela
(Lang 1987). Um estudo realizado por Cintra (1989), mostrou que as fémeas de
C. yacare acompanham seus filhotes por um periodo de aproximadamente seis
meses. Por conta da nidificagdo e do cuidado com os filhotes, as fémeas desta

espécie parecem procurar locais remotos ¢ deslocam-se pouco das areas proximas
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aos ninho, tornando mais dificil a sua captura que a dos machos. Os filhotes
comem quase estritamente insetos durante o primeiro ano de vida, que vai de uma
estacdo chuvosa, aquela em que eclodiram, até o final do ano subsequente,
quando passam gradualmente a incluir pequenos vertebrados na dieta (Santos et

al. 1996).

1.4. HEPATOZOON CAIMANI

1.4.1. Histérico taxondmico

H4 exatamente 100 anos o protozoario parasita Hepatozoon caimani foi
descrito no Brasil por Carini (1909) como Haemogregarina caimani. O autor
observou gametdcitos intraeritrocitarios em esfregacos sanguineos de trés
exemplares do jacaré-de-papo-amarelo, C. latirostris, capturados no Estado do
Rio de Janeiro.

Mais tarde, Migone (1916) também observou gametocitos no sangue de
jacarés C. crocodilus na regido do Paraguai, mas ndo lhes atribuiu nenhum nome
especifico. Provavelmente o jacaré examinado por Migone seja, na verdade C.
yacare, uma vez que C. crocodilus se distribui na regido norte, na bacia do rio
Amazonas e embora também no centro-oeste do Brasil, mas nas bacias dos rios

Araguaia e Tocantins.

Vale citar que a descricdo de Carini (1909) foi posteriormente criticada por

Khan et al. (1980), por este ter utilizado como critério para designagao especifica

do novo parasito apenas o fato de que até aquele momento nenhuma
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hemogregarina havia sido descrita no hospedeiro, o jacaré¢ C. latirostris, € nao
havia comparado as formas do parasito com hemogregarinas conhecidas até entdo

de outros crocodilianos no mundo.

Lainson (1977) registrou o encontro de uma hemogregarina em jacarés C.
crocodilus examinados na regido de Braganca, estado do Para. Verificou o padrao
de desenvolvimento esporogénico do parasito em mosquitos Culex fatigans, com
a formacdo de uma grande quantidade de esporocistos em cada oocisto, como
observado por Pessoa et al. (1972). Lainson (1977) concluiu que o parasito
pertencia ao género Hepatozoon e ndo a Hemogregarina. A seguir, comparagdes
morfologicas e morfométricas das formas parasitdrias das hemogregarinas
encontrados anteriormente em C. latirostris e C. crocodilus (Carini 1909, Di
Primio 1925; Pessoa et al. 1972) levaram Lainson et. al. (2003) a conclusdo de
que os parasitos encontrados em seis exemplares de C. yacare, provenientes do
estado de Mato Grosso, e de C. crocodilus, da regido amazodnica, se tratavam de

uma Unica espécie, o H. caimani.

1.4.2. A multiplicacdo merogodnica do H. caimani no hospedeiro vertebrado

O ilustre parasitologista brasileiro, Samuel Pessda empreendeu uma série de
estudos sobre hemogregarinas de répteis, sobretudo em serpentes mantidas no
Instituto Butantan, no estado de Sdo Paulo. Sua contribui¢do em estudos nesta
area foi sumarizada em uma revisdo sobre a frequéncia de hemoparasitos em
serpentes brasileiras (Pessda et al. 1974). Pessdal et al. (1972) examinaram dois

exemplares de jacarés C. latirostris e encontraram gametocitos no interior de
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eritrocitos, alguns j& maduros exibindo uma cépsula no interior das células
parasitadas. Examinando o figado a procura do sitio onde ocorreria a reproducio
assexuada nos jacarés (merogonia), os pesquisadores encontraram unicamente

cistos contendo dois cistozoitos no figado de um dos jacarés.

Lainson et. al. (2003) demonstraram local de desenvolvimento merogonico
do H. caimani em crocodilianos brasileiros. O mesmo nao havia sido encontrado
em estudos realizados anteriormente (Carini 1909, di Primio 1925, Pessoa et al.
1972), provavelmente devido ao fato de que estes pesquisadores focaram suas
buscas em visceras como figado, baco e pulmdes, locais sabidamente associados
ao desenvolvimento da merogonia em hepatozoideos (Smith 1996).
Curiosamente, Lainson et. al. (2003) ao sacrificarem dois C. crocodilus nao
infectaodos que haviam ingerido anuros com cistozoitos a aproximadamente 14
dias ndo encontraram gametocitos na circulagdo sanguinea dos répteis, mas
observaram uma quantidade abundante de merontes na /lamina propria do
intestino delgado dos jacarés. Nenhum desenvolvimento assexual do parasito foi

observado nas visceras citadas acima.

1.4.3. A esporogonia do H. caimani nos seus hospedeiros invertebrados

Os primeiros estudos sobre a esporogonia de H. caimani foram conduzidos
por Pessoa et al. (1972) mediante a realizacdo de repasto sanguineo com as
sanguessugas Haementeria lutzi, o triatomineo Triatoma infestans € 0s mosquitos
antropicos e criados em laboratdrios, Culex dolosus. O desenvolvimento das

formas esporogonicas foi observado somente em Cx. dolosus, e em taxas de
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infecgdo relativamente baixas (3 positivos/91 dissecados). Nos mosquitos foram
observados numerosos oocistos aderidos no estdmago ¢ na cavidade geral, e que
quando maduros, ou seja, com esporozoitos ja formados, mediram de 160 a
200um. O periodo para o término do desenvolvimento esporogonico foi de
aproximadamente 24 dias. O encontro de grande quantidade de esporocistos
formados, de 100 a 120, dentro de cada oocisto, possibilitou concluir que o
parasito se tratava de um hepatozoideo, assim seu nome foi mudado para

Hepatozoon caimani.

Lainson et. al. (2003) abordaram diversos aspectos do ciclo do parasito H.
caimani, tais como o desenvolvimento esporogdnico em mosquitos Cux.
quinquefasciatus e a participagdo de anuros silvestres na transmissdo do parasito
para os jacares C. crocodilus. Este estudo, dentre outros aspectos, o conjunto das
ilustragdes e as descri¢des do periodo esporogdnico e da evolugdo das formas do
parasito no vetor tornou-se uma referéncia para o estudo dos Hepatozoon de

crocodilianos.

Ainda em 2003, Paperna e Lainson realizaram um estudo sobre a
ultraestrutura do desenvolvimento esporogonico do H. caimani em mosquitos
Culex quinquefasciatus, ap6s repasto sobre um C. crocodilus infectado. Foram
encontrados oocistos uninucleados em mosquitos com 8-10 dias pds repasto
(d.p.r.) e com 22 d.p.r. esporozoitos foram observados no interior dos oocistos

aderidos ao estbmago do mosquito.
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1.4.4. Hospedeiros intermediarios

Lainson et al (2003) demonstraram a transmissdo do H. caimani para anuros
Lepatodactylus fuscus ¢ Rana catesbeiana apos a ingestdo de mosquitos Cx.
quinquefasciatus com oocistos esporulados. Cistos esféricos para ovais, contendo
varias esferas formando o corpo residual e usualmente com um ou dois zoitos,
mas raramente com mais de quatro, foram encontrados em quantidades
abundantes principalmente no figado dos anuros com 23-28 dias apds a ingestao.
Um exemplar de C. yacare ao ingerir o figado de um L. fuscus contendo cistos do
H. caimani, apresentou gametdcitos intraeritrocitarios aproximadamente 60 dias
depois. Tais observagdes sugerem que os anuros podem participar como
hospedeiros intermedidrios nos ciclos de transmissdo do parasito. Curiosamente,
cistos idénticos aos observados em anuros foram encontrados em C. yacare
infectados pelo H. caimani, sugerindo uma possivel via de transmissdo por

canibalismo entre jacarés (Lainson et al. 2003).

1.4.5 Prevaléncia do H. caimani em jacarés

A prevaléncia do H. caimani em populagdes de jacarés silvestres € pouco
conhecida. Lainson (1977) registrou uma hemogregarina, provavelmente H.
caimani em 46 de 60 (76.7%) jacarés C. crocodilus na regido amazonica.

O segundo estudo de campo foi realizado na regido do Pantanal, no estado
do Mato Grosso do Sul, envolvendo o parasito H. caimani e o jacaré C. yacare.
Entre setembro de 1998 e janeiro de 1999 foram amostrados 28 exemplares de C.

vacare ¢ foram encontradas hemogregarinas em 71,4 % (Viana e Marques 2005).
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Este estudo, juntamente com as informagdes sobre infeccdes experimentais
obtidas por Lainson et al. (2003), formam a base para o delineamento dos estudos
realizados na presente tese, com o objetivo geral de esclarecer aspectos sobre a

prevaléncia e transmissao do parasito H. caimani nos jacarés C. yacare.
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2. JUSTIFICATIVA

O jacaré-do-Pantanal, C. yacare, foi cacado ilegalmente de maneira
extensiva no passado, devido as demandas do mercado mundial de couro
(Mourdao et al. 1996). Mas, atualmente a espécie apresenta uma elevada
densidade populacional na regido do Pantanal, podendo ser encontrada formando
grandes concentracdes durante o periodo de seca (Coutinho & Campos 1996).
Estudos que busquem fornecer informagdes sobre o parasitismo, como por
protozoarios em espécies de crocodilianos ameacadas, ou que merecam mais
atencdo com relagcdo a sua conservagdo sdo de importancia. Outra justificativa
para estudos de prevaléncia de parasitos em jacarés repousa no fato de que o C.
yacare possui criacdes legalizadas na regido do Pantanal, o que acaba por
facilitar a obtencdo de animais ndo infectados para a realizacdo de estudos
experimentais. As informacdes advindas destes procedimentos auxiliam o

entendimento das vias de transmissdo que podem ocorrer no ambiente natural.

Um dos aspectos mais obscuros dos ciclos naturais de transmissao dos
parasitos do género Hepatozoon estéa relacionado a determinagdo dos seus vetores
no ambiente silvestre. O pouco conhecimento sobre a esporogonia de
hepatozoideos tem sido obtido pelo uso de artropodes de colonias de laboratorio,
que em sua maioria ndo apresentam distribuicdo geografica, héabitat e nem
preferéncias alimentares associadas aos hospedeiros vertebrados (Hoare 1932,
Pessoa et al. 1972, Lowichik et al. 1993, Lainson et al. 2003, Sloboda et al. 2007,
Telford et al. 2008). Com efeito, quase nada se sabe sobre as espécies de

mosquitos ou outros dipteros que se alimentam do sangue de crocodilianos.
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Recentemente, Ferreira et al. (2000) registraram quatro espécies de tabanideos
que realizam naturalmente repasto no jacaré C. crocodilus e na serpente Eunectes
murinus na regido amazonica. Estudos sobre o habito alimentar de mosquitos em
animais de sangue frio estdo geralmente associados a investigagdes sobre a
transmissao de arbobiroses empregando técnicas de biologia molecular ¢
sorologia (Christensen et al. 1996, Cupp et al. 2004, Rodrigues and Maruniak

2004, Molaei et al. 2008, Burkett-Cadena et al. 2008).

Um vetor deve ter caracteristicas especificas, dentre as quais ser atraido
pelo hospedeiro, ser simpatrico, ocorrer em densidades demogréficas suficientes
para manter a transmissdo e serem susceptiveis a infec¢do pelos parasitos,
permitindo a finalizacdo do ciclo esporogénico. Esse conjunto de informagdes
ndo existe na literatura para espécies do género Hepatozoon que infectam

crocodilianos no mundo.

Os hepatozoideos possuem ciclos complexos que podem incluir diversos
vertebrados e invertebrados (Landau et al. 1972, Paperna e Lainson 2004, Smith
e Desser 1997). Além da transmissdo por vetor, pouco se conhece sobre as vias
de transmissdao do H. caimani pela predacdo de hospedeiros intermedidrios e nada
se conhece sobre a susceptibilidade de anuros que ocorrem em simpatria com o
C. yacare na regido do Pantanal, quanto ao parasitismo pelo H. caimani. Além
disso, a constatacdo de cistos com cistozoitos no figado de jacarés C. crocodilus
experimentalmente infectados pelo H. caimani (Lainson et al. 2003), sugere que

o comportamento de canibalismo, exibido por algumas espécies de crocodilianos
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(Lang 1987, Rootes ¢ Chabreck1993), possa ser uma via de infecgdo para jacarés

C. yacare limpos na regido do Pantanal.

Diversos estudos tém demonstrado que nas infec¢des de hepatozoideos em
répteis, os gametocitos podem ser observados por longos periodos na circulagdo
sanguinea dos seus hospedeiros (Sorci 1995, Siroky et al, 2004, Amo et al. 2005).
Siroky et al. (2004), estudando a dindmica da hemogregarina Hemolivia mauritanica-
like em tartarugas Testudo marginata experimentalmente infectadas, constataram que
gametocitos intraeritrocitarios do parasito puderam ser encontrados na circulagdo
sanguinea das tartarugas por pelo menos 15 meses, e em tartarugas naturalmente
infectadas mantidas em cativeiro, o parasito foi observado por oito anos. Ball et al.
(1967) registraram a persisténcia do parasitismo natural de Hepatozoon rarefasciens na
serpente Drymarchon corais durante dois anos de acompanhamento. Nada se sabe

quanto a esse aspecto em crocodilianos americanos.

Estudos filogenéticos do género Hepatozoon tém sugerido que o grupo deva
ser dividido em dois géneros, baseado na diversidade de ciclos presente no
mesmo (Smith ¢ Desser 1997, Mathew et al. 2000, Jakes et al. 2003). Como
exposto por Lainson (1995) em um estudo sobre o parasito malarico Progarnia
archeosauria no jacaré¢ C. crocodilus: “a presenca de hemosporideo em um
membro da ordem Crocodylia ¢ claramente de consideravel interesse
filogenético, devido a grande antiguidade dos crocodilianos, os quais mudaram
relativamente pouco desde 160 milhdes de anos atras”. O levantamento dessas
informacdes bdsicas no sistema parasito-hospedeiro formado pelo jacaré C.

yacare ¢ o hepatozoideo H. caimani na regido do Pantanal, podem contribuir com
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estudos sobre a histéria evolutiva destes parasitos e no estabelecimento das

relagdes filogenéticas dos hepatozoideos.

Obs: as referéncias desta se¢do encontram-se ao fim da discussdo geral.
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e 3.0OBJETIVO

Verificar aspectos do parasitismo do jacaré Caiman yacare pelo
protozoario Hepatozoon caimani.

e 3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1.Avaliar a prevaléncia, a carga parasitaria e a distribui¢do do parasito

Hepatozoon caimani em uma populacdo silvestre de Caiman yacare.

Metas e estratégias

e Em uma populacdo silvestre do jacaré C. yacare, determinar a influéncia
do tamanho e o género dos C. yacare sobre a prevaléncia e a carga
parasitaria.

e Verificar a influéncia do tamanho/idade e peso dos jacarés C. yacare sobre
a carga parasitaria.

e Verificar a frequéncia da carga parasitdria do H. caimani dentro da
populacdo natural do C. yacare.

3.1.2.Investigar o vetor natural de Hepatozoon caimani

Metas e estratégias

e Determinar o(s) vetor(es) natural(ais) do H. caimani, investigando as
espécies de mosquitos que picam o hospedeiro vertebrado e realizando
infeccdes experimentais em jacarés nascidos em cativeiro para
confirmagdo da transmissao.

e Estimar a abundancia sazonal e a taxa de infeccao dos insetos vetores.

3.1.3.Investigar aspectos da dinamica infrapopulacional do Hepatozoon

caimani nos jacarés Caiman yacare.

Meta e estratégia

e Verificar a duragdo do periodo da infecc¢do pelo H. caimani em jacarés C.
yacare experimentalmente infectados.

3.1.4.Investigar a possibilidade de anuros participarem como hospedeiros

intermedidrios do Hepatozoon caimani na regido do Pantanal.

Meta ¢ estratégia

e Verificar quais espécies de anuros simpatricas com o jacaré C. yacare na
regido do Pantanal sdo susceptiveis ao parasitismo H. caimani e capazes
de infectar jacarés ao serem predadas.

3.1.5.Investigar o canibalismo como via de transmissdo do Hepatozoon

caimani na regido do Pantanal.

Meta ¢ estratégia

e Verificar a transmissdo do H. caimani entre jacarés C. yacare pela
ingestdo de visceras de jacarés infectados.
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4. ORGANIZACAO DOS CAPITULOS

No presente estudo foram verificados aspectos relacionados a prevaléncia e
a transmissdo do protozoario parasito Hepatozoon caimani em jacarés Caiman
yacare, na regido do Pantanal do estado do Mato Grosso do Sul. Os resultados

alcangados acham-se organizados em cinco capitulos.

O Capitulo 1 trata da determinac¢do da prevaléncia e distribui¢do da carga
parasitaria do H. caimani em uma populagdo do C. yacare. A populagdo de
jacarés foi estratificada por tamanho/idade e género, para verificar em quais
grupos as prevaléncias eram maiores e quais estariam em maior risco de infec¢do
ou que apresentariam maiores cargas parasitarias. Também foram verificadas
possiveis relagdes entre os niveis de parasitismo e dados biométricos como
tamanho/idade e peso dos hospedeiros. Foram discutidas as vias de transmissao.
Os dados foram reunidos em um artigo ja aprovado para publica¢do no The

Journal of Parasitology.

No Capitulo 2, descrevemos os vetores naturais do H. caimani para o0s
jacarés C. yacare. Mediante a utilizagdo de jacarés como isca, diversas espécies
de culicideos foram capturadas e dissecadas para procura de infec¢do natural pelo
parasito. Os mosquitos do género Culex, sobretudo do subgénero Melanoconion,
foram incriminados como vetores. Evidéncias como maior abundancia nas coletas
em jacarés, maior taxa de infeccdo natural e repasto sobre o C. yacare, e
transmissdo da infec¢do a jacarés limpos apds a ingestdo de mosquitos infectados

naturalmente permitiram ainda incriminar a espécie Cx. (Mel.) theobaldi como o
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vetor primario do H. caimani na regido do Pantanal. Este manuscrito foi aceito

para publica¢do no Journal of Medical Entolomology.

Os elevados niveis de infec¢do do H. caimani encontradas na populagdo do
C. yacare no Pantanal, somado ao fato de que os culicideos ndo se constituem em
itens alimentares dos jacarés, levaram a hipotese de que a ingestdo de vertebrados
insetivoros, tais como anuros, pudessem ser considerado a principal via de
transmissao do parasito para os crocodilianos. Com efeito, Lainson et al. (2003)
ja havia demonstrado a transmissdo do H. caimani para jacarés C. crocodilus
limpos apds a ingestdo de anuros portando cistozoitos do parasito presentes no
figado destes anfibios. Como os anuros sdo itens relativamente frequentes na
dieta de crocodilianos como o C. yacare (Santos et al. 1996), algumas espécies
silvestres das familias Leptodactydae e Hylidae foram estudadas quanto a sua
susceptibilidade a infeccdo pelo H. caimani e a possibilidade de transmitir o
parasito para jacarés ndo infectados apods serem ingeridos. No Capitulo 3,
registramos o encontro de formas parasitarias chamadas de cistozoitos no figado
de exemplares do anuro L. chaquensis experimentalmente infectados e
descrevemos a transmissdo do parasito para jacarés limpos pela ingestio de
anuros infectados. Discutimos ainda a possivel importancia de comportamentos
reprodutivos dos anuros, tais como a agregacdo e vocalizacdo dos individuos
adultos em colecdes de agua, para a predacdo e conseqiiente transmissao do H.

caimani para o C. yacare.

Durante a realizagdo do estudo da prevaléncia do H. caimani na populagdo

do C. yacare foi observado que em todas as amostragens sanguineas bimensais os
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animais adulto jovens e adultos apresentaram 100% de infec¢do (dados presentes
no Capitulo 1). Uma possivel hipotese para tal fato foi a ocorréncia de infecgdes
perenes nos jacarés infectados pelo parasito. No Capitulo 4 descrevemos que
apos a realizagdo de infecgdes experimentais do H. caimani em jacarés C. yacare
e C. latirostris, estes crocodilianos permanecem infectados pelo parasito por um
periodo de aproximadamente um ano de acompanhamento, a partir de uma unica
infecgdo. O processo parece independer da via de infec¢do, seja pela ingestao de

visceras de anuros com cistozoitos ou de mosquitos contendo esporozoitos.

Lainson et al. (2003) registraram o encontro de cistos contendo cistozoitos
no figado de jacarés C. crocodilus infectados experimentalmente pelo H. caimani
e os autores postularam a possivel transmissdo do parasito através do
canibalismo, um comportamento observado em algumas espécies de
crocodilianos. Logo, continuando os estudos sobre as vias potencias de
transmissdo do H. caimani para jacarés C. yacare na regido do Pantanal, no
Capitulo 5 ¢ relatada a transmiss@o do H. caimani para jacarés limpos apds a

ingestdo de visceras de um C. yacare naturalmente infectado.
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CAPITULO 1

HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) IN WILD

CAIMAN, CAIMAN YACARE, FROM THE PANTANAL REGION, BRAZIL

Manuscrito aceito para publicagdo no Journal of Parasitology

Autores: Licio André Viana, Fernando Paiva, Marcos Eduardo Coutinho e

Ricardo Lourengo-de-Oliveira

Fotos ilustrativas dos procedimentos de captura e obteng@o dos dados biométricos dos
jacarés C. yacare e os dados brutos utilizados para os calculos da prevaléncia e distribui¢ao da

carga parasitaria podem ser visualizados nos anexos.
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HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) IN WILD CAIMAN,
CAIMAN YACARE, FROM THE PANTANAL REGION, BRAZIL

Lucio André Viana, Fernando Paiva*, Marcos Eduardo Coutinhot, and Ricardo Lourenco-de-Oliveira
Laboratério de Transmissores de Hematozoarios, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Av. Brasil 4365, CEP 21045-900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

e-mail: lucviana74@gmail.com

ABSTRACT:

The prevalence and parasitemia of Hepatozoon caimani in the natural population of the caiman, Caiman yacare, from the

Pantanal area, state of Mato Grosso do Sul, central Brazil, were evaluated according to gender and month of capture from July 2006 to
February 2008. Blood samples were obtained bimonthly from a total of 229 caimans, and 76% were positive. Prevalence varied
significantly according to sampling month and animal size. Almost all adults (100%) and young-adults (97%) were positive, while 63%
of juvenile caimans were positive and all of the youngest individuals were negative. These results indicate that caimans are infected for
the first time as juveniles. The mean parasitemia in blood was 13.5 = 13.0 (n = 174; 1-96 parasites) and did not significantly vary with
respect to gender, month of sampling, size, or weight of the caiman. The frequency distribution of parasites in the caiman population
was aggregated. Differences in feeding habits and exposure to vectors between the youngest caimans and juveniles are hypothesized as
the main risk factors for caimans to acquire H. caimani in central Brazil.

Species of Hepatozoon are intracellular protozoans that infect a
wide range of vertebrates including amphibians, anurans, reptiles,
birds, and mammals, in addition to several hematophagous
invertebrates such as sandflies, leeches, ticks, and mosquitoes,
which act as both vectors and definitive hosts (Desser, 1993). The
parasite cycle is characterized by sporogonic development in
hematophagous invertebrates, leading to the formation of oocysts
with hundreds of sporocysts and sporozoites. Transmission is
believed to occur when vectors are ingested by vertebrate hosts.
Then, sporozoites trigger the merogonic phase inside several
organs, e.g., spleen and liver. The cycle continues when
gametocytes, which are present inside red blood cells and
leucocytes in the peripheral blood circulation of vertebrate hosts,
are ingested by hematophagous invertebrates (Smith, 1996).

In South America, the infection of crocodilians with species of
Hepatozoon has been reported in Caiman latirostris and Paleosu-
chus trigonatus which are infected, respectively, with Hepatozoon
caimani and Hepatozoon serrei (Smith, 1996). In recent years, these
reports have included 2 more species, the caimans Caiman
crocodilus and Caiman yacare, which are both infected with H.
caimani (Carini) (Lainson et al., 2003). Parasitic forms similar to H.
caimani have also been seen in erythrocytes of Melanosuchus niger
(R. Lainson, pers. comm.). By means of a series of experimental
infections, Lainson et al. (2003) observed both the complete
sporogony of H. caimani in the mosquito, Culex fatigans, blood fed
on infected C. crocodilus and the formation of cysts containing
cistozoites in the liver of frogs, Rana catesbeiana, fed with infected
mosquitoes. Caiman crocodilus showed gametocytes after feeding
with infected frogs and Cx. fatigans.

The geographic distribution of the caiman C. yacare is limited
to the Paraguay River basin and encompasses areas in the
Pantanal in the states of Mato Grosso and Mato Grosso do Sul,
Brazil, as well as in Bolivia, Paraguay, and Argentina (Goom-
bridge, 1987). Although these crocodilians were victims of illegal
hunting in the recent past, today they present high population
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densities (>100 animals/km?) in several subregions of Pantanal
(Coutinho and Campos, 1996).

The biology of C. yacare is associated with the seasonal
dynamics of droughts and floods in the Pantanal, and the
animals’ occupation of several aquatic formations reflects these
processes (Coutinho and Campos, 1996). Although several species
of caimans in Brazil are infected with Hepatozoon spp., most
studies report the parasitism in small samples of caimans. In the
present study, we sought to describe the prevalence and the
parasitemia of H. caimani in the wild caiman species, C. yacare, in
the Pantanal of the state of Mato Grosso do Sul, Brazil and to
determine whether infection prevalence and parasitemia are
associated with sex, age, or body condition.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The Pantanal is considered the largest flood plain in the world. It is
located in the central region of South America and has an average altitude
of 100 m and an area of about 140,000 km? (Godoi, 1986). This region is
divided into 11 sub-regions based on physio-morphological and geopo-
litical characteristics (Silva and Abdon, 1998). According to the Koppen
climate classification, the Pantanal has a sub-humid tropical climate (Aw),
with an annual mean temperature ranging from 23 to 26 C. In the summer,
absolute maximum temperatures may reach from 40 to 42 C. The annual
average rainfall is around 1,100 mm, and there is a clear change between
the dry season (April to September) and the rainy season (October to
March) (Adamoli, 1986a; Silva-do-Nascimento and Lourengo-de-Oliveira,
2007). The C. yacare mating season comprises copula, pregnancy, nesting,
and hatching, which mostly occurs in the rainy season (Crawshaw and
Schaller, 1980).

The study was performed in the county of Aquidauana in the
southeastern Pantanal in the state of Mato Grosso do Sul, subregion of
Aquidauana, in the Rio Negro basin (19°30'18"S, 55°36'45"W). The
vegetation is composed of different types of formations, ranging from
semi-deciduous, seasonal, sub-mountainous forest at the slope of the
Maracaju mountain range to permanently flooded areas, whose vegetation
coverage is composed of free floating and fixed emergent plants.
Components of Cerrado (savannah-like) vegetation prevail in non-
flooding and seasonally flooded areas (Adamoli, 1986b).

Blood samples of wild caiman C. yacare were collected bimonthly from
July 2006 to September 2007 and once in February 2008, for a total of 4
and 5 collections in the drought and flood periods, respectively. Caimans
were captured at night by hand or by using nooses attached to long poles.
Afterwards, they were marked in their tail ridges with a numbered plastic
ring, and their snout-vent lengths (SVL) were measured. Sex was
determined only in animals with SVL = 40 cm because it is not possible
to determine sex in smaller caimans (Campos et al., 2004). Individuals
captured were stratified into 4 SVL size groups: new hatchlings (<25 cm);
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TaBLE 1. Prevalence and parasitemia of Hepatozoon caimani in the wild
population of the caiman Caiman yacare in the Pantanal, Brazil, according
to month of sampling.

Positive Prevalence Parasitemia mean

Month n (n) (%) + SD
Jul 06 26 18 69 14.7 = 10.2
Sep 06 11 11 100 15.5 = 16.7
Nov 06 31 30 97 144 = 11.7
Jan 07 20 16 80 104 + 6.0
Mar 07 26 17 69 11.2 = 11.0
May 07 25 14 56 19.6 = 23.6
Jul 07 38 26 68 11.8 = 6.8
Sep 07 31 25 80 13.3 = 14.7
Feb 08 21 16 76 12.0 = 15.1

juvenile (26-50 cm); young adult (51-80 cm); and adult (>80 cm). The
growth of caimans has multiple phases, mostly due to abiotic factors and
to ontogenetic changes in their feeding habits. In addition, females tend to
grow more slowly than males, resulting in a loss of the direct relationship
between body growth and an animal’s estimated age (Coutinho, 2000).
Therefore, we have adopted size groups as an indirect age indicator. After
blood sampling, caimans were released on the same day at site of capture.
This study was approved by IBAMA, Brazilian Ministry of Environment
(protocol number 02014.000785/2006-91).

Blood was obtained by cutting one of the nails; thin smears were air-
dried, fixed in absolute methanol, and then stained with Giemsa. Infection
with H. caimani was confirmed by searching for parasitic forms for up to
20 min in each smear using an optical microscope (X400). Parasitemia was
determined by the number of parasites visualized per 2,000 erythrocytes, in
20 replicas of 100 erythrocytes (RBC), examined per field (Godfrey et al.,
1987, 1990).

Statistical analysis

Data not presenting a normal distribution by D’Agostino-Pearson tests
were analyzed by nonparametric tests (Zar, 1996). The distribution of H.
caimani among wild caiman was determined by the index of dispersion
(ID; variance by the mean of parasitemia) and by the discrepancy index
(D) (Scott, 1987; Esch and Fernandez, 1993; Poulin, 1993). Spearman’s
rank correlation coefficient (r,) was used to determine possible correla-
tions between the parasite intensity and the weight and the size:age (SVL)
of animals. Parasite intensity was analyzed considering the month when
samples were collected and size groups were analyzed using the Kruskal—
Wallis test. The Mann-Whitney U-test was used to verify differences
between parasitemia based on sex and the reproductive period in adult
males. This analysis was not performed for females due to the small
number of adult females captured in the study (n = 5).

To determine the parasite distribution pattern, the Quantitative
Parasitology 3.0 programme was used (Rozsa et al., 2000), and further
analyses were performed with Systat 12.0 (SYSTAT, 2007). Values were
considered statistically significant when P < 0.05.

RESULTS

From July 2006 to February 2008, 229 caimans C. yacare were
captured; the prevalence of H. caimani in the total population was
76%. There was no significant difference between the prevalence
in males (98%; n = 99) and females (100%; n = 61) (x> = 0.1479;
df = 1; P = 0.700). Sixty-nine animals (SVL = 40cm) were not
sexed as it was not possible to determine their sex; however, the
prevalence observed in these 69 caimans was relatively low (23%)
when compared to that in confirmed males and females.

Variations observed in the prevalence of H. caimani in the sampled
month (XZ = 18.520; df = 7; P = 0.010; Table I) should be
considered with caution, as detection depends essentially on the
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FiGure 1. Prevalence of Hepatozoon caimani according to host size

class of the caiman Caiman yacare. The prevalence (%) and the number of
animals examined in each class are given above the respective bar.

animal’s age at the time of examination in each sampling. Variation
in prevalence values in juveniles (n = 54), and the successful capture
of caimans from this age group as well as of hatchling caimans (n =
33) in each sampling, influenced the general prevalence throughout
the sampling period, as all, or virtually all, adult (n = 64) and young-
adult animals (n = 78) were infected with H. caimani (Fig. 1).
Hepatozoon caimani prevalence differed significantly among the size
groups (x> = 213.48; df = 3; P < 0.001).

To determine in which size or group the highest probability of
infection with H. caimani occurred, juvenile caimans were
subdivided into 5 size subgroups. Infection was only detected in
the blood of animals with an SVL over 31-35 cm (57%) (Fig. 2).

The mean parasitemia per infected host was 13.5 = 13.0 (n =
174; range 1-96 parasites). Parasite distribution in the C. yacare
population was typically aggregated (ID = 15.78; D = 0.587),
where few individuals presented high numbers of parasites in the

94% (16)

PREVALENCE (%)
5. 8

20.]
104
0% (10)
[{]=
26-30 4145

SVL {em)

FiGure 2. Prevalence of Hepatozoon caimani according to sub-groups
of juvenile caimans Caiman yacare. The prevalence (%) and the number of
animals examined in each class are given above the respective bar.
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Ficure 3. Distribution of parasitemia of Hepatozoon caimani in the

caiman Caiman yacare.

peripheral blood (Fig. 3). Parasite numbers per host did not differ
when measured according to the different sampling months
(Kruskal-Wallis test, H = 5.046; P = 0.752) (Table I) or between
adult (14.4 = 13.3), young-adult (13.0 = 11.5), and juvenile
animals (12.7 £ 15.6; Kruskal-Wallis test, H = 4.596; df = 2; P =
0.100). Parasite intensities in adult male caimans did not differ
significantly (Mann—Whitney U-test = 326.0; df = 1; P = 0.315)
between animals examined during the reproductive period of the
rainy season and those examined during the dry season. This
analysis was not performed in females due to the small number of
females caught (n = 5).

The mean parasite intensity for H. caimani in male caimans was
142 =129 (n =97)and 12.3 = 10.4 (n = 61) for females, with no
significant difference between genders (Mann-Whitney U-test =
2616.0; df = 1; P = 0.221).

A correlation was not observed between the parasitemia and
the SVL (relationship between size and age) (n = 171; r; = 0.182;

P = 0.017; Fig. 4A) or the weight (n = 169; r, = 0.160; P = 0.036;
Fig. 4B) of the animals examined.
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DISCUSSION

An understanding of parasite prevalence and intensity in a host
population of hosts, and the consequences of parasite persistence
in the population, is essential to understanding the interaction
between parasites and hosts in nature (Bonsall, 2002). The
intensity of parasite infection present in the host population may
vary in response to several factors, both in terms of prevalence
and parasitemia (Salkeld and Schwarzkopf, 2005). These factors
include the host age:size (Sandland and Minchella, 2003), sex
(Zuk and McKean, 1996), body condition (Jokela et al., 1999;
Brown et al., 2000), population density (Oppliger et al., 1998),
reproductive investment (Richner et al., 1995; Nordling et al.,
1998), vector bite rate, length of the sporogonic cycle of the
parasite in vector, the longevity of the vector (Koella, 1999), and
abiotic conditions of the environment.

The present study represents the largest sampling of crocodil-
ians to investigate infection with hemogregarines (n = 229).
Results suggest that the prevalence of hepatozoid parasites in
crocodilians of the genus Caiman may be higher than in other
genera. No significant differences have been observed in the
prevalence of haemogregarines in the crocodilians belonging to
other genera regarding an animal’s gender (Khan et al., 1980;
Viana and Marques, 2005). The high prevalence of H. caimani in
C. yacare found in the present study (76%) was similar to that
reported in a sample of caimans in the western Pantanal (71.4%, n
= 28) (Viana and Marques, 2005) and in C. crocodilus in the
Amazonian region of Brazil (76.7%, n = 60) (Lainson, 1977). In
contrast, the prevalence of Haemogregarina crocodilinorum in
Alligator mississipiensis (59%; n = 130) in the southern United
States, and of Hepatozoon pettiti in Crocodilus niloticus (55%; n =
38) in South Africa, was considerably lower (Khan et al., 1980;
Lovely et al., 2007). Among other factors, variations in
population density of vertebrate hosts and of vectors may
account for differences observed in the prevalence of these
parasites between male and female crocodilians, as well as
amongst transmission areas (Grenfell and Dobson, 1995).

The high prevalence of H. caimani in young adult (97%) and
adult caimans (100%), and the absence of blood parasites in
hatchlings, contrast with the prevalence of 57% found in juveniles
over 31-35 cm of SVL. The prevalence of infection thus increased
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FiGure 4. Relationship between the parasitemia with size (snout-vent lengths, SVL) (A) and weight (B) in the caiman Caiman yacare.



86 THE JOURNAL OF PARASITOLOGY, VOL. 96, NO. 1, FEBRUARY 2010

with respect to animal size, suggesting that H. camini recruitment
begins in the Pantanal when C. yacare are juveniles. Furthermore,
when juvenile caimans were regrouped into the 5 subclasses
according to SVL, parasites were only detected in animals with
SVLs over 31-35cm (57%).

Apparently, differences in the feeding habits of hatchling and
juvenile caimans (SVL = 30 cm), compared to those of larger
caimans, are key determinants in the risk of infection with H.
caimani. It is known that under natural and semi-natural
conditions, C. yacare reach a mean size of 25 cm SVL (18.2—
34.3 cm) at the end of their first year of life, during which time
they feed essentially on invertebrates, particularly arthropods
(Uetanabaro, 1989; Santos et al., 1996; Coutinho, 2000). From
the second year on, when they reach a mean size of 35-40 cm
SVL, juvenile C. yacare gradually start adding small vertebrates
to their diet, such as anurans and small fishes (Santos et al., 1996;
Coutinho, 2000). In the present survey, H. caimani was found in
blood smears in juveniles of 35-40 cm SVL, suggesting that,
during this developmental phase, the transmission through
predation of paratenic hosts may play a very important role in
infection. Transmission of Hepatozoon spp. by predatory verte-
brate paratenic hosts such as anurans has been reported for
snakes (Landau et al., 1972; Smith et al., 1994). Lainson et al.
(2003) have shown an experimental infection of C. crocodilus with
H. caimani by ingestion of the anurans Leptodactylus fuscus and
Rana catesbeiana presenting H. caimani cysts in their viscera.
Therefore, the first infections of C. yacare in the Pantanal with H.
caimani are suggested to occur mainly when they are 1.5- to 2.0-
yr-old.

Most C. yacare eggs hatch during the rainy season (Cintra,
1988). Generally, caimans are from 1.5- to 2.0-yr-old (35-40 cm
CRC) at the end of the rainy season (October to March) and at
the beginning of the dry season of the following year after
hatching. Thus, this is the first time that they experience the
flooding season in the Pantanal, when water impoundments, such
as lakes and swamps, are stabilized. Consequently, there is a great
abundance of both mosquitoes and anurans at this time (Prado et
al., 2000). In addition, the high mosquito bite rate increases both
the probability of infection of mosquitoes by feeding on infected
caimans and of the anurans that prey upon infected mosquitoes,
culminating in the formation of cysts of H. caimani in the viscera
of the anurans (L. Viana and R. Lourengo-de-Oliveira, pers.
obs.). At the same time, anurans increase reproductive activity in
the same water impoundments, which may increase the possibility
of their acquisition via predation by juvenile caimans. The
possibility that hatchling and juvenile caimans may become
infected by ingesting infected mosquitoes in nature should not be
excluded, since the experimental transmission of C. crocodilus
with H. caimani has been confirmed by the ingestion of Cx.
fatigans mosquitoes infected with the parasite (Lainson et al.,
2003). However, blood sample examinations of 20 hatchling C.
yacare (mean of 29.6 cm SVL, range 18.2-34.3 cm) that were kept
under semi-natural conditions from the time of hatching in an H.
caimani transmission area, and naturally fed only with wild
arthropods, were negative for H. caimani (L. Viana, pers. obs.).

The high prevalence observed in young adult and adult C.
yacare may be due to potential repeated infections throughout the
life of caimans in the Pantanal, considering the high abundance of
culicids, the natural vectors of H. caimani, throughout the year
(L. Viana and R. Lourengo-de-Oliveira, pers. obs.), or to the long

viability of erythrocytes (RBC) in crocodilians (Campbell, 1996).
RBC viability in A. mississipiensis is estimated to be 300 days at
31 C, which suggests that intra-erythrocytic parasite forms, such
as H. caimani, may live for relatively long periods in the blood
circulation (Davies and Johnston, 2000). Long infections with
hemogregarines are relatively common in reptiles such as snakes
(Vieira-Santos et al., 2005), lizards (Schall, 1986; Sorci, 1995;
Amo et al., 2005), and turtles (Siroky et al., 2004). For example,
turtles (Testudo marginata) experimentally infected with Hemoli-
via mauritanica-like parasites presented an infection for at least 15
mo, and parasite intensities in individuals that were naturally
infected and kept in captivity persisted for 8 yr, possibly due to
the occurrence of successive merogonic phases of the life cycle
(Siroky et al., 2004). Hepatozoon caimani was diagnosed for at
least 1 yr in the blood of a juvenile C. yacare that was naturally
infected and kept out of the transmission area (R. Viana, pers.
obs.), suggesting that long infections also occur in these caimans.

Findings of the few studies on parasite intensity by hemogreg-
arines in reptiles have also been described in lizards (Sorci, 1995;
Smallridge and Bull, 2001; Amo et al.,, 2005; Salkeld and
Schwarzkopf, 2005). In the present study, parasite intensity and
aggregation found in the sampled population of C. yacare could
not be related to the animals’ gender, age:size, or weight.
Individual immune response, the existence of parasite evasion
mechanisms, and the potential existence of niches with a higher
risk of infection in the host’s natural environment are some
factors that may explain this result.

The caiman’s parasitemia did not present significant differences
when considering gender and parasite intensity in male caimans
examined during the reproductive period versus the non-
reproductive period. The small variation in parasite intensity
over time suggests an enzootic stability of H. caimani in the wild
population. Factors that account for the persistence of hemo-
gregarines in their vertebrate hosts are still unknown. Species of
Hepatozoon are characteristically intracellular organisms, and
their development may lead to structural changes in the
parasitized red blood cells, as seen in infections in snakes (Daly
et al., 1984; Nadler and Miller, 1985). It remains unknown if these
changes in parasitized red blood cells may be recognized as non-
self, or induce an effective immune response in their natural hosts,
or both. Wozniak et al. (1996) reported inflammatory lesions in
lizards experimentally infected with Hepatozoon mocassini, a
parasite of the snake Agkistrodon piscivorus leucostoma, but they
did not detect the same reactions in natural hosts. Elimination or
decrease of parasitemia in hemogregarines has been observed in a
few studies with reptilians (Smallridge and Bull, 2001; Salkeld and
Schwarzkopf, 2005). After experimental reinfection with Hemo-
livia mariae in the lizard Tiliqua rugosa, both a decrease of the
prepatent period and of the parasite intensity were observed when
compared with prime-infected animals, suggesting that the
immune response could control the parasite population (Small-
ridge and Bull, 2001). Signs of elimination of hemogregarines
have been reported only in the lizard, Eulamprus quoyii, infected
with Hepatozoon hinuliae (Salkeld and Schwarzkopf, 2005).

The lack of relationship between parasitemia and weight or
size, and the absence of a significant difference between
parasitemia in adult caimans sampled in and out of the
reproductive period, should be considered with caution, given
the sampling characteristics of this study. Thus, different caimans
were examined during the course of the sampling period and these



variables probably depend, to some extent, on intrinsic variables
associated the individual hosts. Cohort studies may provide a
better understanding of the parasite-host system under natural
conditions by sampling of the same individuals in and out of
reproductive periods in the Pantanal.

The high prevalence of H. caimani in the wild population of the
caiman C. yacare, mainly in animals over 1.5- to 2.0-yr-old, is an
indication that the Pantanal is a region that presents very
favorable conditions for parasite transmission. However, the
possible transmission pathways in nature remain unknown for
this parasite-host system.
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Cx. (Melanoconion) theobaldi podem ser visualizadas nos anexos.
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ABSTRACT: Mosquitoes that feed on crocodilians are poorly known, despite the potential
role of these exothermic animals as reservoirs of arboviruses. In this article, we assessed the
frequency, abundance and temporal variation of caiman-biting mosquitoes as well as
searched for the natural vectors of the blood parasite of caimans, Hepatozoon caimani in
the Pantanal area of central-western Brazil from captures conducted bimonthly from
September 2006 to September 2007 and in February 2008. A total of 5,272 mosquitoes
belonging to 10 species of five genera were caught on caimans. The most abundant species
were Culex (Melanoconion) theobaldi, Mansonia (Mansonia) titillans, Ma. (Man.)
humeralis and Ma. (Man.) amazonensis, which together accounted for 80% of all sampled
individuals. Other blood-feeding Melanoconion species were also found quite frequently on
caimans, including Cx. clarki, Cx. idottus and Cx. bastagarius. Oocysts of H. caimani were
exclusively detected in Culex species, mainly in individuals of the subgenus Melanoconion,
and we accomplished experimental transmission from naturally infected mosquitoes to
uninfected Caiman yacare. The highest infection rates were observed in Cx. theobaldi
(0.55%), which is therefore indicated as the primary vector of H. caimani. In addition,
because the above mentioned Melanoconion and Mansonia species are abundant,
widespread, and have a broad set of hosts, including crocodilians, they may be suggested as
potential vectors of arboviruses, such as West Nile virus, in the Southern Cone in South

America.

KEYWORS: Caiman — mosquitoes — crocodilians — arbovirus — Hepatozoon caimani
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INTRODUCTION

Mosquitoes that feed on cold-blooded animals are poorly known (Tempelis and
Galindo 1975, Klein et al. 1987, Cupp et al. 2004, Molaei et al. 2008). Despite the potential
role of crocodilians as viral amplifiers and reservoirs for arboviruses, such as the West Nile
virus (WNV, Klenk et al. 2004), there is no information on the mosquito fauna that bites
these reptiles in America; except for the description of three species that fed on Alligator
mississippiensis alligators from Florida, USA (Rodrigues and Maruniak 2004). To our
knowledge, nothing is known about mosquitoes that feed on neotropical crocodilians.

Hepatozoon caimani (Carini 1909) (Apicomplexa: Hepatozoidae), a parasite of
caimans, was described from intraerythrocytic gametocytes found in Caiman latirostri.
Haemogregarines, such as H. caimani, have complex life cycles, which may require several
vertebrate and invertebrate hosts. Schizogony and formation of the intraerythrocytic
gametocytes, which are infectious to the respective arthropod vector, occur in the vertebrate
host. Sporogony takes place in these haematophagous vectors, culminating in the formation
of sporozoites. Eight species of haemogregarines are known to infect crocodilians (Smith
1996), but the natural vectors are still to be identified. Hoare (1932) observed sporulated
oocysts of Hepatozoon pettiti in the haematophagous fly Glossina palpalis fed on an
infected crocodile Crocodylus niloticus. Khan et al. (1980) detected Haemogregarina
crocodilinorum, parasite of A. mississippiensis, in the leech Placobdella multilineata.
However, several experimental studies have failed to transmit haemogregarines to A.
mississippiensis, C. latirostri, Caiman crocodilus and Caiman yacare by leeches (Pessoa et
al. 1972, Khan et al. 1980, Lainson et al. 2003, LAV, unpublished data), reinforcing that

the natural vectors are among haematophagous dipterans.
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The sporogony of H. caimani was described experimentally by Pessoa et al. (1972)
in the anthropic mosquito Culex dolosus bred in laboratory colonies. Lainson et al. (2003)
carried out a series of experimental infections and greatly improved the knowledge on the
life cycle of H. caimani: (i) the sporogony was reached in the house mosquito CX.
quinguefasciatus (= Cx. fatigans) from laboratory-bred colonies, and (ii) the transmission to
C. crocodilus was attained by ingestion of infected mosquitoes and of visceral tissues of
frogs previously fed on infected Cx. quinquefasciatus. It is noteworthy that the findings of
Pessoa et al. (1972) and Lainson et al. (2003) resulted from laboratory experiments in
anthropic mosquitoes, and the scarce studies on the sporogony of hepatozoids have mostly
used laboratory-bred mosquitoes. Therefore, natural vectors of these blood parasites, just as

in H. caimani, remain unknown.

In this study, we aim to report the mosquito fauna that feeds on C. yacare and
ascertain the natural vectors of H. caimani in the Pantanal region. We assessed the
frequency, abundance and temporal variation of caiman-biting mosquitoes, the natural
infection rate of H. caimani in the mosquitoes and, accomplished the experimental

transmission of this parasite to uninfected C. yacare caimans.
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MATERIALS AND METHODS

Study area - Field work was conducted at the Araratina Farm (19°30°18’S; 55°36°45”°W)
in the Negro basin, county of Aquidauana, south-eastern Pantanal, state of Mato Grosso do
Sul (MS), Brazil, as has been described previously (Viana et al. 2003). This site was
selected because of the high prevalence of H. caimani in C. yacare (100% and 97% of adult
and young-adult caimans were infected) (Viana et al. 2009). The Pantanal area is
considered the largest seasonal flood plain in the world with a sub-humid tropical climate
(Aw, Koppen classification), with an annual mean temperature ranging from 23°C to 26°C
and an annual average rainfall around 1,100 mm. The highest rainfall indices in Pantanal
are reported from October to March, and the dry season is from April to August-September
(Adamoli 1986, Silva-do-Nascimento and Lourenco-de-Oliveira 2007). The nearly flat land
surface of the Pantanal favours flooding of large areas during the rainy season, whereas
river branches and channels separate into uncountable water impoundments and swamps of
distinct size and depth, with exuberant floating and emerging vegetation at the beginning of
the dry season. In addition, main rivers and their tributaries are bordered by flat grassy
margins that flood late in the rainy season, forming large marshes. Thus, a variety of
mosquito larval habitats are available, particularly during the rainy season and river
overflows. In addition to semi-deciduous and gallery forests and low vegetation (floating
and fixed plants) at permanently flooded areas, the main vegetation all over non-flooded

and seasonally flooded sites is savannah-like (cerrado) (Adamoli 1986).

Mosquito captures - Caiman bait mosquito captures were performed from sunset to 20:30 h
during three consecutive days near a deciduous, sparsely treed gallery forest that grows

along the Correntoso River, a tributary of the Negro River. Captures were conducted
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bimonthly from September 2006 to September 2007 and, additionally, in February 2008,
accounting for a total of eight captures (four in the drought and four in the flood periods). A
restrained >70 cm of snout-vent lengths (SVLs) caiman captured in the adjacent swamps
was used as bait for mosquito attraction and blood-feeding propensity evaluation.
Mosquitoes were captured with a manual aspirator and returned to the laboratory for
species identification using the key and species descriptions by Rozeboom and Komp
(1950), Pecor et al. (1992), Consoli and Lourenco-de-Oliveira (1994) and Forattini (2002).
Dissections for the search of the oocysts of H. caimani were performed with a microscope
(400x) up to the fifth day after each mosquito capture following procedures and sporogony
description by Lainson et al. (2003). Mosquitoes were considered infected only when they

showed oocysts containing sporocysts.

Meteorological and hydrological data — Rainfall was recorded monthly at a meteorological
station of the Agencia Nacional de Aguas at Taboco (20°04°13"’S 55°38°39°’W), and data
on the water level of Correntoso River (Negro River basin) were obtained twice a month
from a hydrological station settled at Santa Maria farm. Both the meteorological and

hydrological stations are the closest to the mosquito collection sites in Aquidauna county.

Per os transmission experiments - Young caimans (=25.0cm SVL; nearly 1.5 yrs old) used
in the transmission experiments were hatched and raised in captivity at the Cacimba de
Pedra commercial caiman farm located in Miranda, MS, from eggs collected in the wild.
At least one month before the transmission experiments, 10 young caimans were returned
to the laboratory located at a H. caimani-free area at the Federal University of Mato Grosso

do Sul (UFMS) in Campo Grande, MS. They were kept at room temperature in fibreglass-
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lined concrete tanks (50% dry bottom and 50% with water of around 0.5 m depth), covered
on top with a nylon screen to avoid mosquitoes entering, and fed with bovine meat pellets
four times a week. The blood of these caimans was monitored several times for H. caimani
since their arrival at UFMS until their inoculation; all caimans were negative. Oocysts
containing mature sporocysts occasionally found in dissected naturally infected feral
mosquitoes were recovered in 0.9% NaCl and immediately administered in the anterior
portion of the oesophagus of young C. yacare with the aid of a long, thin, flexible stem and
a fine tip, disposable polyethylene dropper. Subsequently, blood samples were examined
nearly fortnightly beginning 15 days post-inoculation until at least 100 days. Blood smears
were made with blood obtained by cutting one of the nails, fixing the sample with absolute
methanol and then staining it with Giemsa at 10%. Infection with H. caimani was detected
by searching for parasitic forms for up to 20 min in each smear using an optical microscope
(400x magnification). Diagnosis was confirmed by the morphometric analysis of
gametocytes at 1000x magnification (Lainson et al. 2003). Two other young caimans from
the same batch taken to UFMS were used as a control. Their blood was monitored for H.

caimani for at least 120 days from their arrival and was always negative.
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RESULTS

We captured 5,272 mosquitoes feeding on C. yacare comprising 10 species distributed
among five genera (Table I). The most abundant species were Cx. theobaldi, Mansonia
titilans, Ma. humeralis and Ma. amazonensis, which together accounted for 80% of all
sampled individuals. Because of difficulties in distinguishing females of Cx. clarki from
those of Cx. idottus, the frequencies of both were grouped. Among Culex species, Cx.
theobaldi was more abundant than the other congenerics, such as Cx. clarki + Cx. idottus

and Cx. bastagarius.

Culicid distributions varied seasonally. A higher frequency of bites occurred in
March, July and September 2007 and February 2008 (Table I). Mansonia species (Ma.
titilans, Ma. humeralis, Ma. amazonensis and Mansonia sp.) were the most abundant in
September (91%). Cx. theobaldi was found in practically all sampling months, with
frequency peaks in March (n=628; 60% of the total collected) and July 2007 (n=208; 23%)
and February 2008 (n=475; 62%; Fig. 1). The mosquitoes Cx. clarki + Cx. idottus and Cx.
bastagarius had frequency peaks in January 2007 (n=157) and February 2008 (n=138),

respectively.

Mosquitoes, especially Culex (Melanoconion) species, were generally observed
biting around the eyes (Fig. 2), snout, and mouth of caimans; they also bit on the sides of
the caimans’ chest, often between dermal plates. Interestingly, biting was observed even
when the caimans were immersed in water, but the mosquitoes assembled around the eyes
in these cases. Caimans did not display any defence behaviour during mosquitoes’ landing

and blood meals (LAV, unpublished data).
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Within 3,995 dissected culicids, 35 were found to have oocysts with sporocysts that
appeared to be H. caimani (Table II). Oocysts were detected exclusively in Culex species,
mainly in individuals of the subgenus Melanoconion (n=33) and occasionally in Cx. (Cux.)
bidens (n=2). In relation to the total dissected mosquitoes (Table II), the highest infection
rates were observed in Cx. theobaldi (0.55%), Cx. clarki + Cx. idottus (0.12%) and Cx.
bidens (0.05%). Cx. theobaldi accounted for most of the infections in 6 out of 8 sampling
months, with monthly infection rates ranging from 0.6 to 9.3% (Fig. 3). Oocysts in different
stages of development were found in the same mosquito, with both sporulated and
undifferentiated oocysts co-occurring. Sporulated oocysts were not found free in the
abdominal cavity, but externally attached to the midgut. Following the ingestion of
naturally infected mosquitoes, gametocytes were found in caimans’ peripheral blood from

41 (Cx. theobaldi) to 94 days (Cx. clarki + Cx. idottus; Table III).
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DISCUSSION

In this study, 10 species of mosquitoes were found feeding on C. yacare. and this is
the first repost providing specific identification of mosquitoes that feed on a neotropical
crocodilian. The only other study describing crocodilian-biting mosquitoes was conducted
by Rodrigues and Maruniak (2004) at an alligator farm in Florida, USA, but only Ma.
titillans, Ma. dyari and Cx. erraticus were found to have engorged the alligator’s blood.

Hepatozoon species seem not to be specific in relation to vertebrate and invertebrate
hosts (Smith 1996, Sloboda et al. 2007). However, among the five genera of culicids found
biting C. yacare in the Pantanal, oocysts of H. caimani were found exclusively in Culex
species. Indeed, H. caimani seems to be equally infectious to several Culex mosquitoes
under laboratory conditions, regardless of their haematophagous habits. Even
anthropophilic species, such as the house mosquito Cx. (Cux.) quinquefasciatus and the
peri-urban Cx. (Cux.) dolosus, which typically feeds on birds and mammals despite being
generalist, were successful in experimental transmissions (Pessoa et al. 1972, Almirén and
Brewer 1995, Paperna and Lainson 2003, Lourengo-de-Oliveira unpublished data).

In spite of its preference for rodents, Cx. (Aed.) amazonensis has already been
reported biting lizards in Panama (Tempelis e Galindo 1975). This species was also
observed biting caimans in this study, but its low relative frequency and the absence of
infection with H. caimani do not suggest that Cx. (Aed.) amazonensis participates in
parasite transmission. The same can be stated about Cx. (Cux.) bidens, which was found
naturally infected with H. caimani, but it seems to prefer feeding on endothermic animals
(Almirén and Brewer 1995, Lourenco-de-Oliveira and Heyden 1986) and was barely

observed biting caimans.
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On the other hand, high infection rates were found among Culex species belonging
to the subgenus Melanoconion. Indeed, some mosquito species of this largely neotropical
subgenus have been reported to blood feed on other reptiles, such as turtles, lizards and
snakes (Tempelis and Galindo 1975, Cupp et al. 2004). Klein et al. (1987), studying the
transmission of Plasmodium floridense to the lizard Anolis carolinensis, found Cx. (Mel.)
territans and Cx. (Mel.) erraticus biting this reptile. Blood meals of Cx. (Mel.) erraticus
were also recorded in the alligator A. mississippiensis (Rodrigues and Maruniak 2006), and
Cx. (Mel.) peccator was found to feed on the cottonmouth snake Agkistrodon piscivorus
(Cupp et al. 2004).

In the Pantanal region, Cx. (Mel.) theobaldi was the most abundant caiman-biting
mosquito and had the highest infection rate of H. caimani, found naturally infected in most
sampling months. According to the data presented in this study, Cx. theobaldi may be
indicated as the primary vector of H. caimani. This species is widely distributed, occurring
over South and Central America (Forattini and Sallum 1989, Hutchings et al. 2005), but
little was known about its haematophagous habits. Cx. theobaldi was once captured on a
horse (Forattini and Sallum 1989), and its preference for reptiles was unknown so far. This
Melanoconion species is chiefly active at night (Jones et al. 2004), and its immature stages
have been found both in temporary and permanently flooded areas of different extents and
under different levels of shading. Its frequency peaks in the rainy season in the Pantanal.
Then river overflow leads to floods on extensive plain areas with the formation of vast
marshes, favouring the spread of Cx. theobaldi and other Melanoconion species. It is likely
that in other regions of South America, the transmission of Hepatozoon species to other
crocodilians may also involve Cx. theobaldi or even Cx. bastagarius, Cx. clarki and Cx.

idottus, as the geographic range of these crocodilian-biting mosquitoes is wide and matches
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the geographic range of vertebrate hosts, such as C. latirostris, C. crocodilus,
Melanosuchus niger and Paleosuchus trigonatus (Groombridge 1987). In the Amazon,
natural infection of H. caimani was confirmed in C. crocodilus, and gametocytes
corresponding to this parasite species were also detected in M. niger (Lainson 1977,
Lainson et al. 2003).

A possible means of transmission of H. caimani to C. yacare could be the accidental
ingestion of infected Culex (Melanoconion) mosquitoes while these are blood feeding
inside the caiman’s mouth. Mosquitoes frequently bite in the caiman’s mouth, which often
remain open-mouthed to thermoregulate (Pough et al. 2003). A similar mechanism was
proposed for the transmission of H. pettiti to the crocodilian C. niloticus that ingested
infected tsetse flies G. palpalis (Hoare 1932). However, this is not believed to be the main
transmission route of Hepatozoon spp. to reptiles, such as snakes and crocodilians, once the
invertebrate vectors are not included in the hosts’ diet (Paperna and Lainson 2003, Sloboda
et al. 2007). It is likely that the natural transmission of H. caimani to the caimans like C.
yacare occurs mainly by the ingestion of paratenic hosts, such as frogs, as demonstrated

experimentally (Lainson et al. 2003).

This study is a contribution to the knowledge on culicid species that bite C. yacare
in the wild. Experimental studies with the alligator A. mississippiensis in North America
asserted the former as a potential amplifier host in the transmission of WNV. Alligators
also had viraemia levels capable of infecting mosquitoes (Klenk et al. 2004). It is not
known whether caimans, such as C. yacare, may play any role in the transmission of WNV
or any other arboviruses in South America. Pantanal harbours a rich avian fauna, acting as a

migration route to transitory species annually arriving from the southern part of the
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continent as well as from the northern hemisphere (Figueira et al. 2006), and supports
rather high population densities of C. yacare and many culicid species. Komar and Clark
(2006) suggested that some boreal migrating bird species are responsible for the spread of
WNYV from North to South America. Although WNV has not been found in Brazil yet, it
was recently isolated from equines, and neutralising antibodies against WNV were detected
in birds in Argentina in the same hydrographic basin that Pantanal is located (the Paraguay-
Parana Basin) (Morales et al. 2006, Diaz et al. 2008). There is no information on the vector
competence of Cx. theobaldi or other caiman-biting Melanoconion species from Pantanal to
WNV. Nevertheless, because Melanoconion and Mansonia species are abundant,
widespread, have a broad set of hosts, and an opportunistic feeding behaviour, they are

suggested as potential vectors of WNV in the Southern Cone in South America.
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Fig. 1. Water level on flood fields near the Correntoso River (mm) and monthly frequency

of Culex (Melanoconion) mosquito species captured on Caiman yacare caimans in

Pantanal. Dotted line represents water level.

700
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

Number of specimens

50 [

0

R

—o— Cx. theobaldi

el Cx. clarki + Cx. idottus

—*— Cx. bastagarius

2

SEP/06 NOV/06 JAN/07 MAR/07 MAY/07 JUL/07 SEP/07 FEB/08

Months

/

145
140
135
130
125
120
115
110
105
100
95
90
85
80
75
70

Field water (mm)

Fig. 2. Eleven mosquitoes (arrows) feeding around the eye of a restrained Caiman yacare.
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Fig. 3. Bimonthly infection rate for Hepatozoon caimani in Culex (Melanoconion) species

captured on Caiman yacare in Pantanal, Brazil. Numbers over the bars stand for the

number of dissected mosquitoes.
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Table 1. Absolute and relative frequencies of mosquito species bimonthly collected on Caiman yacare in Pantanal, Brazil

Species sep/06 nov/06 jan/07 mar/07 may/07 jul/07 sep/07 feb/08 Total %
Culex (Mel.) theobaldi (Lutz) 5 27 133 628 93 208 66 475 1635  31.0
Mansonia (Man.) titillans (Walker) 100 71 3 201 46 115 522 31 1089  20.7
Mansonia (Man.) humeralis Dyar & Knab 26 63 37 121 80 235 279 7 848 16.1
Mansonia (Man.) amazonensis (Theobald) 127 43 65 19 76 149 159 20 658 12.5
Mansonia spp. 0 0 31 0 0 123 262 4 420 8.0
Culex (Mel.) clarki Evans +
Culex EMeI.; idottus Brethes 0 0 157 49 6 > 10 0 227 4.3
Culex (Mel.) bastagarius Dyar & Knab 0 0 0 0 0 0 0 138 138 2.6
Culex (Melanoconion) spp. 0 0 0 0 0 0 0 71 71 1.3
Coquillettidia spp. 0 0 0 0 0 43 6 0 49 0.9
Anqpheles (Nys.) albitarsis Lynch 0 0 | ) 0 6 35 | 45 0.9
Arribalzaga
Culex spp. 0 0 32 0 0 1 0 6 39 0.7
Anopheles (Nyssorhynchus) spp. 0 1 1 11 1 8 4 0 26 0.5
Culex (Cux.) bidens Dyar 0 0 0 9 1 4 0 5 19 0.4
Psorophora (Jan.) albigenu (Peryasst) 0 1 4 0 0 0 0 0 5 0.1
Culex (Aed.) amazonensis (Lutz) 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0.1
Total 258 206 464 1040 303 897 1343 761 5272 100.0




Table 2. Natural infection rate for Hepatozoon caimani in mosquito species collected

on Caiman yacare in Pantanal, Brazil

Species Dissected
N + %

Culex (Mel.) theobaldi (Lutz) 1457 22 0.55
Mansonia (Man.) titillans (Walker) 832 0 0
Mansonia (Man.) humeralis Dyar & Knab 747 0 0
Mansonia (Man.) amazonensis (Theobaldi) 443 0 0
Mansonia spp. 61 0 0
Culex (Mel.) clarki Evans +
Culex (Mel.) idottus Brethes 188 > 012
Culex (Mel.) bastagarius Dyar & Knab 132 1 0.02
Culex (Melanoconion) spp. 42 5 0.12
Coquillettidia spp. 35 0 0
Anopheles (Nys.) albitarsis Lynch Arribalzaga 29 0 0
Culex spp. 0 0 0
Anopheles (Nyssorhynchus) spp. 6 0 0
Culex (Cux.) bidens Dyar 18 2 0.05
Psorophora (Jan.) albigenu (Peryassi) 1 0 0
Culex (Aed.) amazonensis (Lutz) 3 0 O
Total 3.994 35

* Dark-scalled specimens probably belonging to Cx. bastagarius, Cx. idottus or Cx. clarki,
which were identified only to subgenus because the characters used to identify to species

level were lost or damaged.
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Table 3. Summary of experimental infections of Caiman yacare by oral inoculation of
mosquitoes naturally infected with Hepatozoon caimani

Caimans Mosquitoes species ino()((:lcl}l:tt; d d.a.it®
CY1 Culex (Mel.) clarki+ Cx. (Mel.) idottus 2 94
CY2 Culex (Mel.) theobaldi 1 41
CY3  Culex (Mel.) spp.’ 4 76
CY4 Culex (Mel.) bidens 8 76
CY5 Culex (Mel.) idottus 7 87

* Days after inoculation

® Dark-scalled specimen probably belonging to Cx. bastagarius, Cx. idottus or Cx.
clarki, that was only identified to subgenus because the characters used to identify to
species level were lost or damaged.
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CAPITULO 3

ANURANS AS PARATENIC HOSTS IN THE TRASMISSION OF
HEPATOZOON CAIMANI TO CAIMANS CAIMAN YACARE

AND CAIMAN LATIROSTRIS

Manuscrito em preparacdo para submissdo na Parasitology Research

Este trabalho terd como autores: Lucio André Viana, Priscilla Soares, Jhonatan Eber

Silva, Fernando Paiva e Marcos Eduardo Coutinho
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ABSTRACT

High prevalence of Hepatozoon caimani have been reported in caimans Caiman
yacare from the Pantanal region. The mosquitoes Culex (Melanoconion) spp. were recently
pointed out as vectors of this parasite. However, culicids are not usually eaten by crocodilians,
suggesting that the main transmission route is through ingestion of insectivorous vertebrates,
such as anurans. We checked the susceptibility of the wild frogs Leptodactylus chaquensis, L.
podicipinus and Scinax nasicus to infection by H. caimani. Wild-caugh anurans were force-
fed on sporulated oocysts from laboratory-bred Culex (Melanoconion) mosquitoes species.
Frogs were killed thirty days after infection and their internal organs were fed to caimans C.
yacare and C. latirostris. Cystozoites were found in fresh liver impression smears of L.
chaquensis. Caiman yacare fed on L. chaquensis organs presented gametocytes in the
peripheral blood circulation between 74 and 80 days post inoculation (d.p.i). Gametocytes
were also found in C. latirostris fed on the internal organs of L. podicipinus and S. nasicus
between 60-70 d.p.i. and 69-75 d.p.i., respectively. As the frogs used in the experiment are
sympatric with C. yacare and C. latirostris and may be in the diet of these caimans, the results

suggest these amphibians as paratenic hosts in the natural transmission cycle of H. caimani, in

Pantanal.
Key words: Paratenic host — Caiman yacare — Caiman latirostris — Leptodactylus — Scinax —
Hepatozoon caimani - transmission
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INTRODUCTION

Hepatozoon caimani is the most frequent hepatozoid in crocodilians from Brazil. It
can be found in the caimans Caiman crocodilus, C. latirostris and C. yacare, being highly
prevalent (76%) in C. yacare from Pantanal wetlands (Viana and Marques 2005; Viana et al.
2010a), where the mosquitoes Culex, especially Cx. (Melanoconion) species, are pointed as
natural vectors (Viana et al. 2010Db).

Hepatozoon infection may lead to the formation of cysts in vertebrate animals, when
cysts maintain infective forms, the cystozoites, these vertebrates may act as paratenic hosts
(Landau et al. 1972; Desser 1990; Paperna and Lainson 2004). The transmission is reached
when paratenic hosts, such as anurans and rodents, are eaten by predators like crocodilians,
snakes and canids (Sloboda et al. 2008; Johnson et al. 2008, 2009). Smith et al. (1994)
demonstrated the transmission of H. sipedon to the snake Nerodia sipedon sipedon with the
Northern Leopard frog Rana pipiens, in which the organs had parasite cysts. Similarly,
Sloboda et al. (2008) used infected rodents to transmit H. ayorgbor to the snake Python
regius. Lainson et al. (2003) reported the experimental transmission of H. caimani to the
caiman C. crocodilus fed on organs of commercially cultured Bull frogs Rana catesbeiana
and wild-caugh Leptodactylus fuscus, that had previously ingested mosquitoes Culex
quinquefasciatus infected with H. caimani.

Since the feeding habits of C. yacare and C. latirostris is known as gerenalist and
oportunistic (Santos et al. 1996; da Silveira e Magnusson 1999; Borteiro et al. 2009), it is
assumed that the transmission of H. caimani to caimans may occur by the ingestion of both
infected mosquitoes and paratenic hosts. Neverthless, mosquitoes are not tipically eaten by C.
yacare and C. latirostris, and an alternative transmission route in the natural environment
would be the inclusion of paratenic hosts, such as anurans (Lainson et al. 2003).

Both C. yacare and C. latirostris are parasitized by H. caimani and the geographical

distribution of these caimans matches that of some anuran species. Thus, this study aimed to

72



79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

04

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

assess the susceptibility of some wild frog species from the Pantanal region to the induced
infection by H. caimani. And also, investigate the possible participation of these frogs as

paratenic hosts in the transmission cycle.

MATERIALS AND METHODS

Animals — The anurans Leptodactylus chaquensis, L. podicipinus (Leptodactylidae) and
Scinax nasicus (Hylidae) were hand-captured, around the Pantanal Research Base of the
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (BEP-UFMS), municipality of Corumb4, State
of Mato Grosso do Sul, Brazil (19°34’37”S 57°00’42”"W). Animals were maintained in
terrariums in the laboratory for 30 days. Frogs were fed on laboratory-bred crickets Gryllus
sp.

Three juvenile C. yacare caimans (snout-vent length 25.0 cm; around 18 months old)
were obtained from the breeding farm Cacimba de Pedra, municipality of Miranda, MS.
Caimans were collected in the wild when still in the eggs, and then raised in captivity until
transported to the laboratory. Four individuals of Caiman latirostris were obtained in the
Animal Center (CESP), municipality of Porto Primavera, State of S&o Paulo. The animals
were kept at room temperature in a fiber-glass tank (50% of dry area and 50% with water
about 15cm deep) in the, city of Campo Grande, which is 250 km far from H. caimani
transmission area. Caimans were fed on beef, four times a week.

Culex (Melanoconion) spp. mosquitoes species were captured while feeding on two
naturally infected C. yacare individuals. The caimans were in the riparian forest of the
Miranda River, near the BEP-UFMS, where H. caimani and its natural vectors are fairly
abundant (Viana e Marques 2005, Viana et al. 2010b). Mosquitoes were taken to the
laboratory, and placed in water-filled containers to oviposit. After the oviposition, the eggs

were collected and mosquitoes larvae were raised to adulthood.
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Experimental Infections — The first generation of mosquitoes was fed on a naturally infected
individuals of C. yacare, from south-eastern Pantanal. Mosquitoes were exposed to blood-
meal on the caiman for twelve hours at night, then transferred to screened cages and
maintained with sugar water. Twenty-three days after the blood-meals, mosquiotoes were
dissected and surveyed for sporocysts with sporozoites, as described by Lainson et al. (2003).

The formers were dissected in NaCl 0.9% solution and when found, sporulated oocysts
were immediately injected into the anterior portion of the anurans esophagus with the help of
a flexible plastic pipette. A single specimen of each anuran species was used in the
experiment, and each one was force fed with sporulated oocysts from a single mosquito.
Anurans were necropsied 30 d.p.i., H. caimani infection was examined by blood smears and
squash preparations of liver tissue samples compressed between slides and coverslips.

One month before infections we toe-clipped each caiman and collected blood to make
two bloodsmears. If gametocytes were not seen, that animal was recorded as uninfected.
Thereafter, the viscera of L. chaquensis were force fed in an individual of C. yacare and those
of S. nasicus and L. podicipinus in two caimans C. latirostris.

Caimans were weekly surveyed for the presence of H. caimani through blood samples,
obtained by claw clipping. Smears were fixed in methanol and stained in Giemsa. Parasite
diagnosis was confirmed by gametocytes morphometry at 1.000x, according to Lainson et al.
(2003). Two non-infected caimans, C. yacare and C. latirostris, were kept in the same
conditions as the others. They worked as control units and were checked for an eventual
infection for 120 days.

The collection and maintenance of wild animals was authorized by IBAMA, the
Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources (protocol

02014.000785/2006-91).
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RESULTS

Cysts were found only in the liver of L. chaquensis (Fig. 1). The caiman C. yacare fed
on infected L. chaquensis presented intra-erythrocytic gametocytes 80 d.p.i (Fig. 2A). Due to
the range of weekly blood samples, the prepatent period was established between 74-80 days.
Three out of 2000 observed erythrocytes were parasitized by gametocytes morphometrically

compatible with H. caiman.

Figure 1. Cystozoite in the liver of the frog Leptodactylus chaquensis.

Figure 2A-C. Hepatozoon caimani gametocytes in the peripheral blood of caimans fed on
infected frogs. 2A. Intraerythrocytic gametocyte in Caiman yacare fed on viscera of
Leptodactylus chaquensis; 2B. Gametocyte inside erythrocytes of the blood of Caiman
latirostris fed on viscera of Leptodactylus podicipinus; 2C. Gametocyte in Caiman latirostris

fed on infected Scinax nasicus.
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Gametocytes were found in C. latirostris that fed on S. nasicus 67 d.p.i., within 60-67
d.p.i. pre-patent period and parasite load of 1/2000 erythrocytes (Fig. 2B). The other specimen
of C. latirostris, fed on L. podicipinus, presented gametocytes 75 d.p.i., the pre-patent period

was 69-75 d.p.i, and parasite load 3/2000 erythrocytes (Fig.2C).

DISCUSSION

Prepatent period varied and H. caimani gametocytes were found in the blood of C.
yacare within the range reported by Lainson et al. (2003), and cysts present in liver of L.
chaquensis are seemed similar to those described to H. caimani.

Viana et al. (2010a) found that the prevalence of H. caimani varies according caimans
size/age in the Pantanal region, and juvenile caimans (26-50cm) were the first ones to get
infected. By this life period, C. yacare starts to include small vertebrates in the diet (Santos et
al. 1996). Anurans are frequent, but not abundant in the diet of C. yacare and C. latirostris
(Borteiro et al. 2009; Santos et al. 1996). This is because C. yacare, as other crocodilians, is
opportunistic in prey capturing and its feeding behavior is highly dependent on the
environment and on prey availability (Magnusson et al. 1987; Santos et al. 1996; Silveira e
Magnusson 1999, Wallace and Leslie 2008).

The anuran species of this study have different habits. L. chaquensis and L.
podicipinus are semi-terrestrial while S. nasicus is a tree frog (Avila and Ferreira 2004). In
Pantanal, S. nasicus can be found in groups of around 35 individuals, calling on the vegetation
near the water (Avila and Ferreira 2004). In the same region, the leptodactylids L. chaquensis
and L. podicipinus were observed in groups up to eight males competing for a female (Prado
and Haddad 2003). These three anurans lay their eggs on the water surface (Prado and
Haddad 2003; Uetanabaro et al. 2008) and the reproductive behavior in a flooded

environment might increase the chances of predation by snakes and crocodilians.
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It was not possible to assure that the cystozoites in L. chaquensis were H. caimani,
although, this is strongly indicated by the success in the infection of clean caimans and by the
similarity in the morphology between gametocytes found in these study and those described
by Lainson et al. (2003).

It is likely that several anuran genera of the families Hylidae and Leptodactylidae,
many of them sympatric with C. yacare and C. latirostris (Gordo and Campos 2003), may be
susceptible to infection by H. caimani. Results of present study, along with those reported by
Lainson et al. (2003), suggest that these frogs may participate in the transmission cycle of H.
caimani as paratenic hosts. For South American crocodilians, the predation of insectivorous
vertebrates hosting parasite cysts, such as anurans, might be the main away of transmission of

H. caimani.

Transmission through predation of paratenic hosts is related to an important adaptation
of some hepatozoids, in situations where invertebrate hosts have few or no possibilities of
being eaten by intemediate hosts, such as snakes and crocodillians (Smith et al. 1994; Lainson
et al. 2003; Paperna and Lainson 2004; Sloboda et al. 2008). Interestingly, cysts have been
also observed in intermediate hosts themselves, suggesting that infection may also happen by

canibalism (Lainson et al. 2003).
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DINAMICA INFRAPOPULACIONAL DO HEPATOZOON CAIMANI

EM JACARES CAIMAN YACARE E CAIMAN LATIROSTRIS

81



12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

RESUMO

Estudos tém demonstrado que hemogregarinas, como Hepatozoon, podem ser
encontradas por periodos relativamente longos em seus hospedeiros vertebrados,
sobretudo em répteis. No presente estudo, realizamos o acompanhamento da
parasitemia do protozoario Hepatozoon caimani em dois de seus hospedeiros
crocodilianos, Caiman vyacare e C. latirostris. Jacarés C. yacare foram
experimentalmente infectados pelo parasito mediante a ingestdo de visceras do anuro
Leptodactylus chaquensis ou de mosquitos Cx. (Melanoconion) spp. com 00cistos
esporulados. Do mesmo modo, as infec¢gdes do C. latirostris foram realizadas pela
ingestdo de visceras dos anuros Scinax nasicus e L. podicipinus, previamente
alimentados com mosquitos contendo oocistos esporulados. O monitoramento das
infeccBes ocorreu no periodo de trés a seis meses. Ndo houve eliminagdo do parasito
em nenhum dos animais experimentalmente infectados no periodo de estudo de até
seis meses, e 0s mais elevados niveis de parasitemia foram observados no C. yacare
que ingeriu Cx. theobaldi infectado. Neste animal foram registrados 83
gametocitos/2.000 hemécias contadas. Sdo discutidos alguns fatores associados a
longa duracdo das infeccBes pelo H. caimani nos jacarés e a consequéncia deste fato

na prevaléncia do parasito no ambiente silvestre.
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INTRODUCAO

O termo infrapopulacdo é utilizado para designar todos os parasitos de uma espécie
encontrados em apenas um individuo hospedeiro, em um momento particular (Margolis et al.
1982, Bush et al. 1997). O parasito Hepatozoon caimani apresenta prevaléncia elevada na
populacdo do seu hospedeiro vertebrado, o jacaré Caiman yacare na regido do Pantanal Sul,
onde aproximadamente 76% dos crocodilianos apresentaram a infec¢do (Viana e Marques
2005, Viana et al. 2010a). Os niveis elevados de prevaléncia do parasito no ambiente silvestre
provavelmente se devem, em parte, pela ocorréncia de diferentes vias de transmisséo para o
C. yacare, tais como ingestdo de mosquitos Cx. (Melanoconion) spp. infectados contendo
oocistos esporulados (Viana et al. 2010b), predacdo de hospedeiros paraténicos como anuros,
canibalismo entre C. yacare (Viana et al. 2010c), além de peixes infectados (R. Lourengo-de-
Oliveira, dados ndo publicados), todos contendo cistos com cistozoitos em suas visceras, no
caso dos vertebrados.

Diversos estudos tém registrado que, usualmente, hemoparasitos podem ser
encontrados por periodos relativamente longos na circulagcdo sanguinea de seus hospedeiros
reptilianos (Ball et al. 1967, Bromwich e Schall 1986, Salkeld e Schwarzkopf 2005), e
mamiferos (Ewing et al. 2003). Tal fenémeno certamente tem consequéncias diretas sobre a
prevaléncia destes parasitos nas populagdes naturais de seus hospedeiros (Siroky et al. 2005).
No presente estudo, monitoramos a infrapopulacéo do parasito H. caimani por um periodo de
trés a cinco meses nos seus hospedeiros vertebrados, os jacarés C. yacare e C. latirostris, ap6s
a realizacdo de infecgcOes experimentais nos mesmos com visceras de anuros e/ou mosquitos

infectados.
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MATERIAIS E METODOS

As informag0es pertinentes sobre obtencdo, manutencédo e infecgdes experimentais de
anuros e mosquitos utilizados neste estudo e dos jacarés C. yacare e C. latirostris, encontram-
se na metodologia descrita com detalhes nos Capitulos 2 e 3. No mesmo também estdo as
informacgdes sobre o exame sanguineo dos jacarés. As amostragens de sangue para O
acompanhamento da parasitemia dos jacarés experimentalmente infectados foram realizadas
inicialmente em intervalos de aproximadamente sete dias e posteriormente uma vez ao més. O
periodo de monitoramento da infrapopulacdo do H. caimani nos jacarés experimentalmente
infectados foi de trés a no maximo seis meses. A amostragem nao pdde ser estendida devido a
morte de todos os animais com aproximadamente seis meses, ou antes, disso. Acreditamos
que tal fato tenha ocorrido por dificuldades na manutencéo do aquecimento da dgua na piscina
dos jacarés, devido a um defeito no termostato, nela incluido.

Os procedimentos em relacdo a utilizacdo de animais silvestres foram autorizados pelo

IBAMA, Ministério do Meio Ambiente, protocolo nimero 02014.000785/2006-91.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resumidamente, jacarés limpos C. yacare e C. latirostris foram infectados por via
oral, mediante alimentacdo dos mesmos com pedagos de visceras de anuros previamente
infectados pela ingestdo de mosquitos contendo oocisto esporulados. Outra fonte de infeccéo
foi a ingestdo direta de mosquitos com oocistos esporulados (Tabela 1). O sangue dos jacarés
foi examinado a partir do 15° dia apds a inoculagdo per os, atraves de esfregacos sanguineos
corados com Giemsa. A parasitemia foi estimada pela contagem do nimero de gametdcitos

em 2.000 hemécias no aumento de 40x.
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Tabela 1. Jacarés Caiman yacare e Caiman latirostris e suas respectivas fontes de infeccdo

pelo H. caimani, visceras de anuros ou mosquitos com oocistos esporulados.

PERIODO
N° DE . FONTE DE
ORDEM ESPECIE INFEC(}AO MONITORADO

(em meses)

1 C. yacare Leptodactylus chaquensis 3

2 C. yacare Cx. (Melanoconion) spp.* 5

3 C. yacare Cx. (Mel.) theobaldi 6

4 C. latirostris Scinax nasicus 4

5 C. latirostris Leptodactylus podicipinus 5

2 Préximo a Cx. clarki.

85



86

87

88

89
90

80
70+
60—-
50 +
40
304

20

Gametocitos/2.000 hemaceas

104

Leptodactylus chaquensis

80 —
704
eo-
50-
40
304

20

Gametdcitos/2.000 heméaceas

104

T T T T T
Jul Ago Set
Meses de amostragem

Cx. (Melanoconion) spp.

/

n
lil/.

80 4

70

60
50
40

30

Gametdcitos/2.000 hemaceas

204

104

T T T T T T T T
Mai Jun Jul Ago Set
Meses de amostragem

Cx. (Mel.) theobaldi

n T

I T T T T T T
Abr Mai Jun Jul Set

Meses de amostragem

Figura 1. Acompanhamento da parasitemia do Hepatozoon caimani nos jacarés Caiman

yacare por fonte de infeccdo.
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Figura 2. Acompanhamento da parasitemia do Hepatozoon caimani
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De um modo geral, todas as infrapopulagdes monitoradas apresentaram um aumento
com o passar do tempo (Figuras 1-2). Contudo, no jacaré C. latirostris, que recebeu as
visceras do anuro L. podicipinus, a parasitemia flutuou durante cinco meses sobre o valor
medio de aproximadamente 11 gametocitos do H. caimani/2.000 hemacias (Figura 2).
Parasitemias maiores foram observadas no jacaré C. yacare inoculado com o mosquito Cx.
theobaldi. Este jacaré apresentou quase o dobro (83 gametdcitos) de parasitas observados nos
outros crocodilianos que ingeriram visceras de hospedeiros paraténicos, cujos picos foram de
aproximadamente 24-29 gametdcitos/2.000 hemécias.

FlutuagBGes sazonais de hepatozoideos tém sido observadas em diferentes serpentes
naturalmente infectadas (Hull e Camin 1960, Santos et al. 2005). Santos et al. (2005)
observaram que o parasito H. terzii, da serpente Boa constrictor, ndo foi detectado durante
dois meses, vindo a ressurgir em niveis relativamente baixos, posteriormente. Existem poucas
evidéncias de eliminacdo de infecgdes por hemogregarinideos em seus hospedeiros
vertebrados reptilianos. Salkeld e Schwarzkopf (2005), em um estudo sobre a epizootiologia
do H. hinuliae no lagarto Eulamprus quoyii, mediante a realizacdo de recapturas do
hospedeiro vertebrado, os autores observaram a aparente eliminagdo do hepatozoideo em seis
lagartos. Contudo, Ujvari et al. (2004) demonstraram que 25 serpentes aparentemente
negativas para Hepatoozoon sp., mostraram-se positivas para o parasito quando do emprego
de uma PCR, tendo como alvo a regido do gene 18S do DNA ribossémico. Tais observagoes
sugerem a necessidade da utilizacdo de técnicas moleculares para a conclusdo de uma
eliminacdo real das infeccGes de hepatozoideos pelos seus hospedeiros reptilianos.

Embora ndo tenhamos conseguido monitorar os jacarés experimentalmente infectados
por um periodo superior a seis meses, estudos realizados, no campo, com recaptura de
lagartos Lacerta vivipara, infectados por uma hemogregarina ndo identificada, demonstraram
niveis semelhantes de parasitemia durante dois anos de amostragens (Sorci 1996). Néo se

pode excluir a possibilidade de reinfecgOes no caso do lagarto L. vivipara observado por Sorci
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(1996). Nds tivemos a oportunidade de verificar que o H. caimani pdde ser encontrado por
pelo menos um ano no sangue de um C. yacare juvenil naturalmente infectado, oriundo do
Pantanal e mantido em laboratério fora da area de transmissdo como fonte de infeccdo em
experimentos com possiveis mosquitos vetores (L.Viana, dados ndo publicados), reforcando a
hipotese de que infeccdes longas possam ocorrer em jacarés C. yacare, e provavelmente
também em C. latirostris, em infec¢fes naturais no campo.

A ocorréncia de ciclos merogbnicos constantes de hemogregarinas em répteis
infectados, sdo sugeridos como os responsaveis pela duracdo relativamente longa das
infeccBes (Hull e Camin 1960). Outro fator envolvido pode ser a longa duracdo dos eritrcitos
de répteis. Por exemplo, na tartaruga Terrapene carolina (600-800 dias) ou no aligator
Alligator mississipiensis a duracdo dos eritrdcitos varia de 300 a 1320 dias, dependendo da
tempetura de manutencéo do animal (Davies e Johnston 2000).

A consequéncia imediata das infeccBes relativamente longas para hepatozoideos,
como o H. caimani, € que os vertebrados podem servir como fonte de infeccdo perene para
seus vetores, contribuindo para a existéncia de prevaléncias geralmente altas na populacéo de
seus hospedeiros répteis na natureza e para a perpetuacdo da espécie no tempo e no espaco

(Siroky et al. 2004, Viana et al. 2010a).
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RESUMO

O comportamento de canibalismo em crocodilianos parece ocorrer geralmente sob condigdes
estressantes, associadas a baixa quantidade de alimento disponivel ou principalmente como
defesa de seus territorios. A ocorréncia de cistos contendo cistozoitos no figado de jacarés
Caiman crocodilus experimentalmente infectados pelo Hepatozoon caimani sugere que a
predacgdo intraespecifica possa causar a transmissdo do parasito entre jacarés. O objetivo do
estudo foi verificar a possibilidade de transmissdo do H. caimani pelo canibalismo entre
jacarés C. yacare. Caiman yacare nao infectados foram alimentados com visceras de um
jacaré C. yacare silvestre e naturalmente infectado pelo H. caimani. O exame a fresco do
figado do jacaré naturalmente infectado revelou formas cisticas compativeis
morfometricamente com o H. caimani. Um gametdcito morfologicamente idéntico ao H.
caimani foi observado na circulagdo sanguinea de um dos jacarés apds 168 dias da ingestao.
O encontro do periodo pré-patente relativamente longo, as provaveis condi¢des em que o
canibalismo entre C. yacare possam ocorrer, ¢ a avaliagdo da importancia do canibalismo na

transmissio do H. caimani s3o discutidas.

INTRODUCAO

Os parasitos do género Hepatozoon possuem ciclos de vida complexos que podem
envolver diversos hospedeiros e a transmissdo para os hospedeiros vertebrados ocorre por
diversas vias (Landau et al. 1972, Desser 1993, Smith e Desser 1997). No caso do
Hepatozoon caimani, parasito de algumas espécies de crocodilianos na América do Sul, o
ciclo parasitario ocorre da seguinte maneira: uma vez no sistema digestivo do hospedeiro
vertebrado, os esporozoitos penetram em células da lamina propria do intestino delgado dos
jacarés. Em seguida, ocorre a multiplicagdo assexuada, merogonia, gerando células filhas

denominados merozoitos. Parte destes mantém repetidos ciclos sexuados destinados a

94



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

manuten¢do da infeccdo no hospedeiro vertebrado, ao passo que outros penetram em
eritrécitos e transformam-se em gametocitos, formas sexuadas, que vao se fecundar no
interior do inseto vetor e dar origem a fase assexuada, denominada de esporogonia, que
culmina com a formagdo de milhares de esporozoitos. A ingestdo de vetores invertebrados
infectados com oocistos contendo esporozoitos consiste na via mais conhecida na transmissao
para os hospedeiros vertebrados.

Contudo, a infeccdo por hepatozoideos em vertebrados, muitas vezes, acarreta na
formagao de cistos, que apresentam, em seu interior, formas infectantes denominadas de
cistozoitos (Landau et al. 1972, Desser 1990, Johnson et al. 2008, Johnson et al. 2009). Por
exemplo, Landau et al. (1972) demonstraram a transmissdo do parasito Hepatozoon
domerguei para diferentes espécies de lagartos e serpentes. Ou seja, lagartos que haviam
ingerido mosquitos Cx. fatigans e Anopheles stephensi contendo esporozoitos apresentaram
posteriormente gametocitos na circulagdo sanguinea e cistos com cistozoitos em suas visceras.
Em, seguida serpentes que ingeriram visceras destes lagartos infectados apresentaram
gametdcitos intraeritrociticos do H. domerguei. Desser (1990) registrou a ocorréncias de
cistos com um cistozoito nos pulmdes de esquilos Sciurus carolinensis, naturalmente
infectados com o parasito H. griseisciuri. Contudo, o autor nao realizou experimentos de
transmissdo utilizando os cistos encontrados nas visceras do esquilo.

A transmissdo de hepatozoideos pela predacdo de hospedeiros paraténicos parece ser
importante quando os hospedeiros vertebrados que, por conta e seus habitos, possuem pouca
ou nenhuma possibilidade de ingerirem os vetores invertebrados, como no caso de serpentes e
ou crocodilianos. Com efeito, a ingestdo de artropodes vetores, tais como mosquitos, deve
ocorrer acidentalmente para os predadores citados (Smith et al. 1994, Lainson et al. 2003,
Paperna e Lainson 2004). Os jacarés C. yacare incluem pequenos artrépodes em sua dieta
basicamente no seu primeiro ano de vida. Entretanto, a presenca de dipteros, como culicideos

ndo tem sido observada na sua dieta (Santos et al. 1996). E, conforme os crocodilianos
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aumentam de tamanho, a frequéncia de artropodes em sua dieta de uma maneira geral
diminui, uma vez que principalmente peixes passam a ser as presas mais prevalentes
(Magnusson et al. 1987, Silveira ¢ Magnusson 1999). Assim, cistos do parasito H.
caimani foram observados no figado de jacarés C. crocodilus apds a ingestdao de visceras
infectadas dos anuros Rana catesbeiana e Leptodactylus fuscus (Lainson et al. 2003). Da
mesma maneira, cistos foram encontrados na serpente Boa constrictor constrictor apos a
ingestdo do lagarto Tropiduros torquatos, infectado com cistos do Hepatozoon terzii (Paperna
e Lainson 2004).

Viana et al. (2010a) identificaram onze espécies de culicideos que realizavam repasto
sanguineo em jacarés Caiman yacare, na regido do Pantanal, no Brasil. As infec¢des naturais
por H. caimani em vetores foram encontras exclusivamente em mosquitos do género Culex, e
a espécie Cx. (Melanoconion) theobaldi foi incriminada como principal vetor do H. caimani
para os jacarés C. yacare. Tal fato se deve a elevada abundancia anual desta espécie picando
jacarés, maior taxa de infec¢@o natural pelo parasito, e ao sucesso na realizagdo de infecgdes
experimentais para jacarés limpos, mediante a ingestdo do Cx. theobaldi contendo oocistos
maduros. Porém, hipoteticamente, ha poucas chances de jacarés se infectarem ingerindo
mosquitos infectados como comentamos acima e vias alternativas de transmissdo necessitam
ser investigadas.

Tendo visto que cistozoitos funcionam como unidades de transmissdo para
hepatozoideos entre hospedeiros vertebrados e a existéncia do comportamento de canibalismo
entre crocodilianos, mesmo que em baixa frequéncia (Lang 1987, Rootes e Chabreck 1993), o
objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia da transmissao do parasito H. caimani para C.

yacare, através do canibalismo.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Para realizacdo do estudo foram utilizados quatro C. yacare juvenis com
aproximadamente 18 meses de idade, e de 25cm de comprimento rostro-cloacal. Os mesmos
foram obtidos do criatério comercial Cacimba de Pedra, localizado no municipio de Miranda,
MS. Os animais foram coletados ainda como ovos no ambiente silvestre, incubados
artificialmente e criados em condigdes de cativeiro até o momento de sua transferéncia para o
laboratorio. Os crocodilianos foram mantidos a temperatura ambiente, em um tanque de fibra-
de-vidro (50% de area seca e 50% com agua com aproximadamente 15cm de profundidade),

coberto por um tecido, para impedir o acesso de mosquitos e outros insetos. A temperatura da
dgua foi mantida constante mediante a utilizagdo de um termostato (= 26°C) A alimentagido

foi baseada em carne bovina, oferecida quatro vezes por semana.

Um C. yacare adulto foi capturado nas proximidades da Base de Estudos do Pantanal
(BEP), da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), localizada no municipio de
Corumba/MS (19°34°37”S 57 °00°42”W). O animal foi examinado para presenca de
gametodcitos do H. caimani, mediante a observagdo de esfregagos sanguineos, achando-se com
parasitemia de cinco gametocitos/2000 hemaceas contadas. A obtencdo de amostras
sanguineas foi realizada pelo corte da ponta das unhas em intervalos semanais. O diagnostico
do parasito foi confirmado pelas caracteristicas morfométricas dos gametocitos sob aumento
de 1.000x, segundo a redescri¢do de Lainson et al. (2003). O jacaré naturalmente infectado foi
sacrificado e amostras do tecido hepatico foram comprimidas entre ldminas e laminulas para

exame a fresco.
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Infeccéo experimental

Antes da realizagdo dos experimentos, o sangue dos jacarés juvenis foi examinado por
duas vezes quanto a presenga de hepatozoideos, mostrando-se negativos. Por¢des do figado
do jacaré C. yacare naturalmente infectado pelo parasito foram inoculados na porgao inicial
do esofago de dois jacarés C. yacare limpos. Outros dois jacarés juvenis da mesma origem
foram utilizados como controle e mantidos nas mesmas condi¢gdes que os animais inoculados.

A presenga de gametdcitos do H. caimani nos jacarés juvenis inoculados foi verificada
mediante a observagdo de esfregacos sanguineos fixados com metanol e corados com Giemsa,
com a periodicidade e método escritos acima.

A captura do C. yacare infectado no Pantanal e manutengdo dos animais limpos na
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul foi autorizada pelo IBAMA, Ministério do Meio

Ambiente (protocolo 02014.000785/2006-91).

RESULTADO E DISCUSSAO

O exame a fresco do figado do jacaré naturalmente infectado revelou formas cisticas
compativeis morfometricamente com o H. caimani. Dentre os dois jacarés juvenis que
ingeriram o figado do C. yacare naturalmente infectado pelo H. caimani, foi observado
somente um gametocito intraeritrocitario, em apenas um dos crocodilianos. O periodo pré-
patente foi de 168 dias apds ingestdo das visceras do C. yacare infectado. Os dois C. yacare

mantidos como controles apresentaram-se sempre negativos durante o exame dos esfregacos.

O ciclo do H. caimani no jacaré infectado através da ingestdo de animais pode
demandar mais tempo para que a parasitemia seja patente, € a merogonia a partir das formas
infectantes ingeridas ainda ¢ obscura no caso deste parasito (Lainson et al. 2003). O periodo
pré-patente de 168 dias para o aparecimento do gametocito na circulagdo sanguinea foi longo

em comparagdo ao observado pela ingestdo das visceras infectadas de anuros, 74-80 dias, ou
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de 41-94 dias apos a ingestdo mosquitos Culex (Culex) bidens e Cx. (Melanoconion) spp. com

esporozoitos formados (Viana et al. 2010a, 2010b).

Ainda ndo se sabe quanto tempo é necessario para que se estabelega a merogonia
ciclica e responsavel pela manuten¢do da infec¢do nos jacarés por periodos relativamente
longos (Capitulo 4). Assim, ndo se pode descartar a possibilidade do parasito ampliar a
merogonia, antes de investir na gametogonia no hospedeiro C. yacare. Esta hipotese pode
explicar porque foi encontrado somente um gametocito em um exemplar do C. yacare

experimentalmente infectado com 168 dias apds a inoculacao.

Segundo Polis (1981), em sua revisdo sobre o fenomeno da predacgdo intraespecifica,
aproximadamente 1.300 espécies de animais apresentam o comportamento de canibalismo. O
mesmo estd associado a transmissdo de diversos patdgenos para o homem e animais
silvestres, seja pela predacdo de individuos vivos ou mesmo por necrofagia (Rudolf e
Antonovics 2006). O unico crocodiliano que apresenta registros sistematicos de predacao
intraespecifica é a espécie Alligator mississipiensis, encontrada na regido sul da América do
Norte (ver revisdo em Rootes e Chabreck1993). Embora, ndo haja o registro de canibalismo
em estudos sobre a dieta de algumas espécies de jacarés sulamericanos (Thorbjarnarson 1993,
Santos et al. 1996, Silveira e Magnusson 1999, Horna et al. 2001, Marioni et al. 2008,
Borteiro et al. 2008), acredita-se que este tipo de predacdo deva ocorrer entre crocodilianos

em frequéncias relativamente baixas na natureza (Lang 1987).

Contudo, no Pantanal a duracdo da estiagem pode variar de ano a ano, resultando
numa forte pressao sobre as populagdes animais e vegetais (Brown 1986). A baixa quantidade
de alimentos disponiveis em colecdes de agua remanescentes durante a estacdo de seca,
somado a elevada densidade de jacarés C. yacare nestes locais, podem compor um cenario
propicio para a ocorréncia de predacgdo intraespecifica entre jacarés. A elevada densidade de
uma dada populagdo animal em um determinado local ¢ uma das principais causas da

predacdo intraespecifica (Polis 1981). Muitas vezes tal fendmeno ¢ usualmente associado com
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espécies que mantém ativamente seus territorios e altas concentragdes propicia a violacdo do
espaco minimo entre os individuos, levando ao ataque entre os animais. A morte de
coespecificos do jacaré C. yacare em condigdes ambientais estressantes poderia aumentar a
possibilidade de consumo de carcagas entre os jacarés. Estes crocodilianos podem ser vistos
alimentando-se de carcacas de animais em decomposicdo, geralmente peixes (L Viana,
observacgao pessoal). No Pantanal ainda ocorrem episodios de caga ilegal de jacarés C. yacare
para o consumo de carne (Z. Campos\EMBRAPA-Pantanal, observagdes pessoais). Apds
serem mortos e terem suas caudas retiradas, os cacadores descartam o restante da carcaga dos
animais nos locais de captura e esta pode entdo servir de alimento para outros jacarés C.
yacare nas proximidades. Contudo, ndo se sabe se os cistos do H. caimani podem permanecer
viaveis por periodos relativamente longos durante o processo de decomposigao.

Em relagdo a contribui¢do do canibalismo na transmissdo do H. caimani em condi¢oes
naturais é importante ter em mente que o C. yacare, como outros crocodilianos, ¢
extremamente oportunista em relacdo a captura de suas presas, e sob condi¢cdes ambientais
propicias, a predacdo intraespecifica pode vir a ocorrer. Essa via de transmissdo muito
provavelmente ¢ menos importante do que infec¢des através da ingestdo de cistozoitos em
visceras de anuros (Capitulo 3) ou de peixes (Lourencgo-e-Oliveira, dados ndo publicados) e

de mosquitos Cx. (Melanoconion) spp. com esporozoitos do parasito.
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10. DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES

O presente trabalho relne um conjunto de observagbes resultantes de
investigagOes que se iniciaram inspiradas em estudos realizados por R. Lainson.
Lainson (1995) registrou o primeiro encontro de um hemosporideo em um
membro da ordem Crocodylia. No mesmo estudo, foi realizada a descri¢cdo do
parasito malérico Progarnia archosauriae em jacarés C. crocodilus, na llha de
Marajo, Estado do Pard. O autor observou a ocorréncia de merogbnia
frequentemente envolvendo linfécitos e mondcitos, mas podendo ocorrer também
em trombdcitos e eritrécitos jovens. Ja, os gametdcitos foram observados em

linfécitos, mondcitos e trombécitos.

Tal fato inusitado levou a hipdtese da ocorréncia de esporozoarios malaricos
em outras espécies de crocodilianos e em outros biomas, tal como o jacaré
Caiman yacare na regido do Pantanal. Logo, em 2000, foi realizado um estudo
com o objetivo de verificar a ocorréncia de parasitos sanguineos no C. yacare no

Pantanal, especificamente na subregido do Rio Negro (Viana e Marques 2005).

Na amostra de jacarés examinados (n=28), 71% apresentaram
hemoparasitos, mas ndo foram encontrados parasitos malaricos como no estudo
da Amazonia. Além disso, a identidade da hemogregarina encontrada na amostra
ndo foi confirmada. Contudo, na regido do Pantanal, os jacarés C. yacare podem
ser observados formando grupos relativamente grandes, sobretudo no periodo de
estiagem. Atualmente a espécie apresenta uma das maiores densidades entre 0s

crocodilianos no mundo, podendo ser encontrados aproximadamente 100
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individuos/km? dentro das diversas sub-regiées do Pantanal (Coutinho e Campos
1996). Além de ser espécie criada em algumas fazendas com a finalidade de
obtencéo de pele e carne. Esse panorama favoreceu a realizacdo de estudos mais
detalhados e que pudessem oferecer dados mais ricos sobre a histdria natural e

especialmente sobre a transmissdo de hemogregarinas no Pantanal.
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Prevaléncia

De modo geral, os estudos realizados com hepatozoideos de répteis
envolvem relativamente poucos individuos com o objetivo principal de descrever
novas espécies, e onde as formas comumente registradas sdo gametdcitos
intraeritrocitarios presentes na circulagcdo sanguinea (Desser 1993). Estudos sobre
a prevaléncia e intensidade de infeccdo por hemogregarinideos tém sido
realizados em algumas populagdes naturais de lagartos (Schall 1986, Reardon e
Norbury 2004, Salkeld e Schwarzkopf 2005, Amo et al. 2005a, 2005b, Naldo et
al. 2009), serpentes (Lowichik e Yaeger 1987, Thoisy et al. 2000, O’Dwyer et al.
2003, Ujvari et al. 2004) e tartarugas (Siroky et al. 2005, Mihalca et al. 2008).
Contudo, a distribuicdo da carga parasitaria dos hepatozoideos, assim como 0s
seus vetores naturais e possiveis vertebrados que podem atuar como hospedeiros

intermediarios nos ciclos sdo desconhecidos para a quase totalidade das espécies.

No sistema parasito-hospedeiro formado pelo parasito H. caimani e seu
hospedeiro vertebrado, o jacaré C. yacare, o conhecimento do parasitismo no
ambiente natural se restringia aos niveis de prevaléncia na populacdo silvestre do
C. yacare. O estudo realizado por Viana e Marques (2005) havia mostrado que
hemogregarinas semelhantes ao H. caimani poderiam ser encontradas em niveis
relativamente altos na populacdo do crocodiliano (71%, n=28). Contudo, a
quantidade e amostragem no que concerne a faixa etaria dos animais examinados
ndo permitiram aprofundamentos em relacdo a questdes como quais
subpopulagbes (género e tamanho/idade) estariam em maior risco de contrair a
infeccdo ou que apresentariam maior prevaléncia e/ou carga parasitaria pelo H.

caimani.
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Logo, uma das preocupacdes iniciais na formulacdo desta tese foi
aumentar a quantidade de jacarés C. yacare amostrados, em um namero que fosse
estatisticamente significante para se verificar a prevaléncia numa dada populacéo
e realizar estratificacbes na mesma. Postulava-se que a prevaléncia aumentaria
com o tamanho/idade dos jacarés, provavelmente devido a um maior tempo de
exposicdo aos vetores e a maior probabilidade dos C. yacare terem predado
hospedeiros intermediarios. A quantidade de crocodilianos amostrados permitiu a
comprovacdo da hipdtese acima, quando observamos (Capitulo 1) que os
crocodilianos maiores apresentaram os maiores niveis de prevaléncia. E, com a
estratificacdo da populacdo do C. yacare, segundo tamanho/idade, pode-se
verificar que os individuos filhotes mostraram-se sempre negativos, ao contrario
dos animais adulto jovens e adultos, com 100% de infec¢do. O grupo de animais
de juvenis, de 26-50 cm de comprimento do focinho a cloaca, e que potencialmente

achavam-se com 1,5-2 anos de vida, mostraram prevaléncia de 63%.

Foram desenvolvidas técnicas moleculares para o diagndstico de
hepatozoideos de alguns répteis, como a serpente australiana Liasis fuscus
(Ujvari et al. 2004) e diversos anfibios do género Rana (Smith et al. 1999,
Boulianne et al. 2007). Oligonucleotideos baseados em genes das subunidades
ribosomais foram desenvolvidos por Perkins e Keller (2001) para diagndstico e
estudos filogenéticos de hemogregarinas em lagartos. Smith et al. (1999) utilizou
seqiéncias de nucleotideos do espagador interno transcrito (ITS) do DNA
ribossémico para estimar as relacdes evolutivas entre espécies de hepatozoideos
encontrados em serpentes, anuros e mosquitos no Canada. Boulianne et al. (2007)

obteve a diferenciacdo entre os hepatozoideos de anuros, H. clamatae e H.
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catesbianae. Porém, por ndo dispormos de métodos moleculares com
especificidade de diagnostico para o H. caimani, neste estudo empregamos

métodos tradicionais como a microscopia.

Por conta disso pode-se hipotetizar que, o resultado que revelou a alta
quantidade de animais negativos dentre os jacarés mais jovens, todos os filhotes e 37%
dos animais juvenis, poderia ser devido a ocorréncia de cargas parasitarias sub-patentes
do H. caimani ndo detectadas nos exames ao microscopio. Contudo, acreditamos que 0s
animais realmente ndo apresentaram infecgdes, especificamente os filhotes, devido a
diferengas quanto ao comportamento alimentar entre os jacarés filhotes-juvenis e 0s
animais adulto jovens e adultos. Apesar dos filhotes poderem se infectar ao ingerirem
mosquitos com esporozoitos formados, como demonstrado em infec¢bes experimentais
que realizamos (Capitulo 2), no ambiente natural as infeccbes devem ocorrer
principalmente quando jacarés menores passam a ingerir vertebrados, contendo cistos
do parasito. Mesmo que artrépodes sejam a fonte inicial de alimento para jacarés no
primeiro ano de vida, insetos tdo pequenos como mosquitos ndo parecem ser elementos
comuns na dieta (Santos et al. 1996). Porém, conforme os crocodilianos juvenis vao
adicionando gradualmente vertebrados a sua dieta, as infec¢Ges aparecem nesta
categoria. Reforca esta hipotese, o fato de que ao examinarmos 20 C. yacare, entre
filhotes e juvenis (29,6cm de CRC em média, 18.2-34.3cm), mantidos em uma &rea
enzodtica do H. caimani, desde a eclosao até aproximadamente um ano, ndo detectamos
infecgdes pelo H. caimani (Viana, dados ndo publicados). O local onde os animais eram
mantidos era murada, impedindo a entrada de vertebrados, mas permitia 0 acesso de

artropodes silvestres utilizados como alimentac&o natural para os filhotes.
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Estudos realizados por Coutinho (2003) mostraram que, no Pantanal, a
condicdo corporal do C. yacare é menor entre os meses de julho e dezembro. A
passagem pelo periodo de estiagem no Pantanal leva a uma diminui¢do gradual
das colegbes de agua temporaria no campo, tais como lagoas e charcos, locais
comumente utilizados durante o ano pelos jacarés na regido. A queda da condicao
corporal dos jacarés se deve ao aumento da densidade entre os individuos nos
remanescentes aquaticos e a gradual diminuicdo de alimento nestes locais.
Consequentemente, imagina-se que poderia haver a elevacdo da carga parasitaria
em animais examinados no periodo de seca (Opplinger et al. 1998, Brown et al.
2000, Sandland e Minchella 2003). Porém, nossos resultados ndo mostraram
nenhuma relacdo entre cargas parasitarias e a estacdo do ano em que 0s jacares

foram examinados.

O método adequado para se investigar a variagdo da carga parasitaria,
seria 0 monitoramento dos mesmos individuos ao longo do ano. Durante a
presente tese, programamos 0 exame de animais teoricamente retidos em uma
lagoa, numa &rea enzodtica no municipio de Miranda (MS), no Pantanal. Porém,
dos 38 animais examinados e marcados numa primeira coleta, em dezembro de
2008, apenas cinco e nenhum foram capturados na 2° e 3% campanha,
respectivamente. Infelizmente, houve uma diminui¢do da quantidade de animais
no local de estudo devido a fuga dos jacarés da area do lago por aberturas na

cerca, e a investigacgado teve de ser interrompida.

Os crocodilianos sdo organismos que minimizam seu gasto energético e,

como outros répteis, apresentam taxas metabdlicas menores em relacdo a
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mamiferos, por exemplo. Schall (1986), estudando o efeito do parasitismo de
uma hemogregarina no lagarto Cnemidophorus arubensis, ndo observou nenhum
efeito adverso sobre variaveis fisioldgicas e comportamentais em hospedeiros
infectados. Também ndo observou diferencas sazonais quanto a prevaléncia ou
carga parasitaria. Por outro lado, resultados contréarios foram obtidos em lagartos
parasitados por uma espécie de hemogregarina ndo identificada. Ou seja, ap6s
sofrerem autotomia de suas caudas, os lagartos parasitados apresentaram um
periodo maior para a reconstituicdo da mesma que os ndo infectados, além de

alteracdes fisioldgicas (Opplinger et al. 1996, Opplinger e Clobert 1997).

Umas das poucas generalizagbes em estudos sobre o parasitismo em
populacgdes naturais é a constatagdo de que os parasitos se distribuem de maneira
agregada nos seus hospedeiros (Poulin 2007), ou seja, em uma amostra
populacional, as maiores cargas parasitarias devem ser encontradas em
relativamente poucos individuos (Anderson e Gordon 1982, Esch e Fernéndez
1993, Poulin 1993). Estudos tém demonstrado que tal padrdo pode ocorrer devido
a fatores como diferencas comportamentais, fisiolégicas ou imunologicas (ver
revisio em Shaw et al.1998). A distribuicdo agregada do H. caimani na
populacdo de jacarés C. yacare examinada neste estudo ndo pode ser explicada
pelo peso ou tamanho/idade dos hospedeiros. O jacaré C. yacare difere no seu
comportamento entre as fases de filhote-juvenis e adultos, e tais grupos
geralmente ndo se sobrepdem em uma mesma lagoa, além de diferirem quanto ao
habito alimentar. Se inicialmente, os filhotes se alimentam de pequenos
artropodes, aqueles na fase juvenil iniciam j& uma gradual incorporacdo de

pequenos vertebrados, como pequenos anuros e peixes (Santos et al. 1996). Os
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crocodilianos adultos sdo caracterizados como oportunistas e generalistas,
consumindo diversos grupos de vertebrados e invertebrados, e suas escolhas
dependem, em muito, dos itens disponiveis no ambiente em torno (Magnusson et

al. 1987, Silveira e Magnusson. 1999).

Diferencas fisioldgicas sdo encontradas, evidentemente, entre machos e
fémeas. Mas ndo detectamos diferencas significativas com relacdo a carga
parasitaria segundo o género. Estudos tém demonstrado que hospedeiros machos
sdo mais susceptiveis ao parasitismo devido a diferencas comportamentais que
exigem maior gasto energético, como competicdo por territério ou por fémeas, e
fatores fisiologicos, como a produgdo de testosterona, horménio muitas vezes
associado a imunossupressdo em machos (Zuk e McKean 1996, Salkeld e
Schwarzkopf 2005). Logo, postulou-se que a prevaléncia e/ou carga parasitaria
do H. caimani poderiam diferir quanto ao género nos jacarés C. yacare. Em
nossos resultados ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas em relacdo ao género e entre a prevaléncia e a carga parasitaria.
N&o se pode descartar a hipotese de que o numero relativamente baixo de fémeas

capturadas pode ter exercido alguma influéncia nos resultados obtidos.

Em relagdo a influéncia da agregacdo do H. caimani na transmissao entre
0s jacarés C. yacare pelos seus vetores, 0s mosquitos, podemos supor que as
maiores cargas parasitarias possam se traduzir em uma maior transmissibilidade
aos vetores no ambiente natural. Curiosamente, tivemos a oportunidade de

encontrar um jacaré juvenil com 200 gamet6citos/2.000 hemécias, a maior carga
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parasitaria registrada no estudo. Para efeito de comparacdo, essa carga
corresponde a quase vinte vezes o valor médio total encontrado para a populacao
amostrada do C. yacare (13.5£13.0; n = 174; amplitude de 1-96 parasitos). O
citado animal foi utilizado experimentalmente como fonte de repasto sanguineo
para mosquitos Culex quinquefasciatus, Aedes fluviatilis e Ae. albopictus,
colonizados em laboratério. Para nossa surpresa, todos os culicideos de ambas as
espécies que realizaram repasto no jacaré juvenil morreram, em sua grande
maioria um dia ap6s o repasto no jacaré (R Lourenco-de-Oliveira, dados ndo
publicados). Na verdade, grande parte dos insetos infectados tornaram-se
moribundos ou morreram seis horas apds o repasto. Talvez a numerosa migragao
dos zigotos através do epitélio do estbmago seja a causa desta mortalidade
precoce. Em infecgbes de mosquitos com filarias, Dirofilaria immitis, ha dois
principais momentos de mortalidade do vetor. Quando a parasitemia ¢é elevada
nas primeiras horas apds o repasto, momento da migracdo dos parasitos para fora
da luz intestinal, e cerca de 2-3 semanas depois, quando da migracdo das formas
infectantes L3 para a cabeca do inseto (Brito et al. 1999, Ahid et al. 2000, Serrdo

et al. 2001).

Embora o estudo nédo tenha sido conduzido com o0s vetores naturais,
devido a impossibilidade do estabelecimento de uma colbnia estavel em
condi¢cBes de laboratério, os resultados sugerem que cargas parasitarias muito
elevadas podem diminuir o sucesso de transmissdo para 0s vetores, exatamente
por causar a morte dos mesmos. O parasito Plasmodium mexicanum ¢
encontrados nos eritrécitos do lagarto Sceloporus occidentalis, e é transmitido

pela picada do flebotomineo Lutzomyia vexator, mediante a inoculacdo dos
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esporozoitos presentes nas glandulas salivares do inseto. Schall (2000) verificou
que as maiores taxas de infeccdo por P. mexicanum em L. vexator eram
observadas quando a parasitemia no lagarto era de 1 a 20 gamet6citos do P.
mexicanum/1000 do eritrocitos. Ou seja, a maior quantidade de infeccdes no
vetor foram observadas em densidades relativamente baixas dos gametocitos na
circulacdo sanguinea do lagarto. Em parasitemias entre 20-50 gametocitos de P.
mexicanum/1000 havia uma estabilizacdo da taxa de infeccdo em valores
relativamente baixos nos fleb6tomos. Provavelmente, hospedeiros com elevada
carga parasitaria do H. caimani na populacdo do C. yacare podem diminuir a
sobrevivéncia dos mosquitos vetores, um fator considerado critico para a
transmissdo. Com efeito, o desenvolvimento esporogbnico no vetor leva
aproximadamente 25 dias para a formacdo dos esporozoitos, as formas
infectantes para os animais vertebrados (Pessoa et al. 1972, Lainson et al. 2003,

Viana et al. 2010Db).

Um dos fatores que pode ter influenciado na alta prevaléncia do H.
caimani na populacdo natural do C. yacare pode estar associado a duracdo das
infeccdes nestes hospedeiros. Um estudo do acompanhamento do parasitismo do
H. caimani em jacarés C. yacare revelou que ap0s uma Unica infeccdo
experimental gametocitos podem ser detectados por um periodo de até seis meses
nos animais (Capitulo 4). Logo, postula-se que variacdes da prevaléncia do H.
caimani na populagdo do C. yacare possam ser encontradas somente em estudos
empreendidos em periodos mais longos do que o aqui realizado. Pelo menos dois

fatores parecem explicar a longa duracdo das infeccbes em hospedeiros
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reptilianos: a existéncia de ciclos merogonicos repetidos (Siroky et al. 2004) e a

longa duracéo das células sanguineas em crocodilianos (Campbell 1996).

Um dos fatores mais importantes que influenciam a prevaléncia de um
parasito em uma populacdo de hospedeiros estdo relacionados a diversos aspectos
bioldgicos e ecolégicos do vetor, tais como abundancia, a taxa de picada,

susceptibilidade ao parasita e sobrevivéncia (Koella 1999).

Vetor

Dentre as aproximadamente 300 espécies descritas no género Hepatozoon,
praticamente nada se conhece sobre os vetores naturais e o desenvolvimento
esporogOnico que ocorre nestes organismos. A falta de informacdes tem
influéncia direta em questdes ainda ndo esclarecidas sobre a taxonomia e
filogenia dos hepatozoideos (Smith e Desser 1997, Mathew et al. 2000, Jakes et
al. 2003). Estudos filogenéticos com base em dados morfoldgicos,
ultraestruturais e moleculares sugerem que o0 género Hepatozoon pode ser
futuramente dividido em dois géneros (Smith e Desser 1997). Contudo, a
organizacdo do género depende da identificagdo dos vetores e do conhecimento

acerca do desenvolvimento esporogdnico das espécies nos vetores.

A verificagdo do desenvolvimento esporogbnico também é extremamente
importante na identificacdo correta das familias Hemogregarinidae e
Hepatozoidae, uma vez que a morfologia dos gametdcitos, praticamente o Unico
dado comumente descrito para a maioria das espécies, ndo permite diferenciagdes

seguras entre essas familias. Nos hepatozoideos, os oocitos sdo relativamente
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maiores e apresentam milhares de esporozoitos formados no seu interior. J& os
membros da familia Hemogregarinidae apresentam oocistos menores e produzem
quantidades relativamente reduzidas de esporozoitos por oocisto (Desser 1993).
O ciclo de vida das espécies de hepatozoideos que infectam crocodilianos é
parcialmente conhecido e o desenvolvimento esporogonico foi registrado em dois
grupos de invertebrados. Hoare (1932) observou oocistos com muitos
esporocistos do parasito H. pettiti em moscas tsetse da espécie Glossina palpalis
criadas em laboratério que realizaram experimentalmente repasto sanguineo
sobre o Crocodylus niloticus. Infelizmente, o autor ndo realizou tentativas de
infeccdo experimental para crocodilos limpos e nem demonstrou a transmissdo do
parasito para crocodilos pela ingestdo das moscas. Em um estudo sobre a
hemogregarina Haemogregarina crocodilinorum, no aligator norte americano
Alligator mississipiensis, sanguessugas obtidas diretamente de aligatores
infectados com o parasito apresentaram no seu interior gametécitos livres e em
sizigia. Sanguessugas dissecadas com 139 dias ap0s repasto sobre o0s
crocodilianos apresentaram oocistos com esporozoitos formados (Khan et
al.1980). Contudo, a transmissdo da H. crocodilinorum ndo foi conseguida com a
ingestdo de sanguessugas do género Placobdella infectadas por A. mississipiensis
limpos. Ou seja, praticamente nada é conhecido sobre os vetores naturais de

Hepatozoon spp. de crocodilianos.

Um dos aspectos mais relevantes no estudo sobre o ciclo do H. caimani,

desde a sua descri¢cdo ha 100 anos, era a identificacdo do hospedeiro invertebrado

no ambiente natural. Na regido do Pantanal alguns grupos de invertebrados que
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realizam naturalmente repasto sanguineo em jacarés C. yacare eram considerados

potenciais vetores do H. caimani.

Sanguessugas, provavelmente do género Placobdella (F. Paiva, com.
pessoal), podem ser encontradas com frequéncia no assoalho bucal dos jacarés C.
yacare, ou mesmo sobre a lateral do corpo, onde o tegumento é menos
queratinizado, e diretamente sobre as placas 6sseas, no dorso dos jacares (L.
Viana, obs. pessoal). Sanguessugas coletadas em jacarés naturalmente infectados
foram colocadas para realizacdo de repasto sanguineo sobre jacarés limpos e
posteriormente foram inoculadas oralmente em outro grupo de jacarés limpos (L.
Viana, dados ndo publicados). O experimento foi realizado por duas vezes, mas o
resultado foi sempre negativo, o que vai de encontro aos resultados obtidos em
outros estudos com a sanguessuga Haementeria lutzi (Péssoa et al. 1972, Lainson

et al. 2003).

Barros (1999) verificou que o tabanideo Phaeotabanus fervens foi
provavelmente atraido pelo C. yacare. Estes tabanideos foram registrados
voando junto a uma janela de alojamento onde haviam exclusivamente jacarés
confinados para abate. Porém, o autor ndo observou a hematofagia de mutucas
sobre o jacaré C. yacare. Contudo, Ferreira et al. (2002) registraram o repasto
sanguineo de quatro espécies de tabanideos sobre o jacaré C. crocodilus na
regido amazonica. Durante o levantamento de hemoparasitos no C. yacare, Viana
e Marques (2005) observaram o repasto sanguineo nos répteis por culicideos,
tanto anofelinos quanto culicinios, durante o manuseio dos mesmos para

obtencdo de amostras sanguineas. Porém, estudos de infeccdo experimental para
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0 esclarecimento da esporogonia do H. caimani haviam empreendido
invertebrados como sanguessugas, triatomineos e mosquitos, mas as infec¢des so6
foram obtidas em culicideos (Pessoa et al. 1972, Lainson et al. 2003, Paperna e
Lainson 2003). Consequentemente, na procura pelos vetores naturais do H.
caimani na regido do Pantanal, definimos como estratégia o levantamento das

espécies de culicideos que realizam repasto sanguineo no jacaré C. yacare.

Os hepatozoideos sdo considerados pouco especificos, tanto para o0s
hospedeiros invertebrados quanto vertebrados (Smith 1996) e niveis de
especificidade relativamente baixos tém sido observados para 0s vetores da
familia Culicidae, nos géneros Culex, Aedes e Anopheles (Ball et al. 1967,
Booden et al. 1970, Smith 1996). Um dos estudos classicos que exemplifica a
baixa especificidade dos hepatozoideos para os seus vetores invertebrados foi
realizado por Ball et al. (1967). Neste, a esporogonia do H. rarefaciens foi
realizada com sucesso nos mosquitos Culex tarsalis, Anopheles albimanus e
Aedes sierrensi. A transmissdo do parasito também foi obtida apds a ingestdo dos
mosquitos Cx. tarsalis que haviam realizado repasto sanguineo sobre a serpente
infectada Drymarchon coralis, foram ingeridos pela serpente Constrictor
constrictor. Posteriormente, gametdcitos intraeritrociticos do H. rarefaciens

foram registrados na circulagdo sanguinea da C. constrictor.

Portanto, postulamos que o parasito poderia realizar seu ciclo esporogdnico
em varias espécies e géneros de mosquitos. Foi coletado um total de 5272
mosquitos, utilizando-se jacarés C. yacare silvestres como isca. Os exemplares

foram distribuidos em cinco géneros, e em onze espécies. Contudo, ao dissecar 0s
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mosquitos apds a captura encontramos infeccdes naturais pelo H. caimani
somente nos individuos do género Culex, sobretudo no subgénero Cx.
(Melanoconion). A espécie Cx. theobaldi que determinamos como o vetor
principal e primario, apresentou a maior quantidade de infec¢bes naturais, além
de ser a espeécie mais abundante durante as amostras realizadas por
aproximadamente um ano e meio, e ter sido encontrada infectada em varios
meses durante este periodo (Capitulo 2). Transmitimos o parasito para jacarés
limpos através da ingestdo de mosquitos infectados e incriminamos pela primeira
vez Cx. (Melanoconion), especialmente Cx. theobaldi, como vetores para um

crocodiliano.

O Pantanal compreende diversas subregides com composi¢do vegetal e
fatores abidticos particulares, constituindo efetivamente um mosaico de
ambientes (Adamoli 1986). Como nosso estudo foi realizado apenas na subregido
do Rio Negro e a fauna de culicideos na regido do Pantanal é praticamente
desconhecida, ndo se pode descartar que, em outras subregides, a composicao da
fauna de culicideos possa apresentar outras espécies que realizem repasto
sanguineo sobre os jacarés C. yacare e sejam susceptiveis ao desenvolvimento do

H. caimani.

Em nossos trabalhos de campo durante a estacdo das chuvas, tivemos a
oportunidade de encontrar quantidades relativamente altas de criadouros de Cx.
(Melanoconion) spp. Os criadouros eram formados por numerosas pocas de agua
ndo turva, com uma camada de folhas desprendidas das &rvores ao fundo (L.

Viana, observacdo pessoal). Jacarés C. yacare podem ser comumente observados
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imoveis nestes locais, de modo que, esta sobreposicao de habitos e habitats pode
favorecer o contato vetor-hospedeiro, ou seja, 0s eventos de repasto sanguineo
dos mosquitos sobre jacarés infectados. Na realizacdo das capturas dos jacarés,
durante o periodo noturno, constatamos a realizacdo de repasto sanguineo dos
mosquitos em jacarés que se encontravam imersos na agua. Nesta condicdo, 0s
crocodilianos geralmente deixam expostos somente parte de sua cabeca.
Verificamos que, ainda assim, o repasto se processa abundantemente ao redor dos

olhos dos jacarés.

A maior dificuldade encontrada para realizagdo desta etapa do estudo foi a
identificacdo especifica dos mosquitos do género Culex, sobretudo do subgénero
Cx. (Melanoconion). A taxonomia deste grupo ainda carece de estudos para o
esclarecimento das relacdes entre as espécies, o que se reflete na dificuldade do
encontro de chaves dicotdmicas que permitam a identificagdo segura das fémeas
das espécies, objetivo alcancado somente com maior grau de certeza pela
observacdo da morfologia da genitalia masculina (Forattini 2002). As espécies do
subgénero Cx. (Melanoconion) spp. estdo subdividas em duas se¢bes: Spissipes e
Melanoconion. A se¢do Spissipes é a Unica que foi objeto de revisdo taxondmica
(Forattini e Sallum 1989, Sallum e Forattini 1996). Contudo, 0os mosquitos Cx.
(Melanoconion) encontrados realizando repasto sanguineo em jacarés C. yacare,
no presente estudo, eram da se¢do Melanoconion. Consequentemente, esforcos
foram realizados para a obtencdo de mosquitos machos de Cx. (Melanoconion)
presentes no local de estudo. Foram utilizadas armadilhas luminosas tipo “CDC”
e estabelecemos uma criacdo em laboratorio de proles individualmente obtidas de

desovas de fémeas ingurgitadas na ocasido das capturadas sobre os jacarés. Em
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laboratério, foram obtidas oviposicdes e as formas imaturas de larva e pupa
foram mantidas até a eclosdo dos adultos, em aproximadamente 20 dias. Os
mosquitos machos eclodidos tiveram suas genitalias dissecadas e posteriormente
montadas para observacdo e identificacdo, mediante a comparagcdo com
descricdes e ilustracBes disponiveis em artigos sobre o subgénero Cx.
(Melanoconion) (Rozeboom e Komp 1950, Sirivanakarn 1982, Pecor et al. 1992).
Em seguida, a designacdo especifica das fémeas foi obtida pela comparagdo
morfologica entre os machos identificados e as fémeas coletadas no campo sobre
0s jacarés. Porém, em alguns casos, devido a grande semelhanca entre fémeas no
momento da disseccdo, alguns espécimes foram agrupados, como foi o caso de

Cx. idottus e Cx. clarki (Capitulo 2).

E importante ressaltar que praticamente nada se sabia sobre a preferéncia de
Cx. theobaldi e outro Cx. (Melanoconion), tais como Cx. idottus, Cx.
bastagarius, Cx. clarki, pelo sangue de jacarés. Essas espécies tém sido coletadas
principalmente na fase larvar, em charcos, brejos e outros tipos de colecdes de
adgua, ou em armadilhas luminosas, que ndo definem a preferéncia por
hospedeiros. Em coletas realizadas em cavalos, na mesma localidade onde
fizemos as capturas de mosquitos em jacarés, anofelinos e outro culicideos (como
Mansonia, Coquillettidia, Psorophora, Aedes e Culex (Culex) compreenderam a
quase totalidade das coletas em trés equinos utilizados como iscas (R. Lourengo-
de-Oliveira e T. Silva do Nascimento, dados ndo publicados). Portanto, esta tese
contribui ndo somente com a descoberta dos principais vetores naturais de
Hepatozoon de crocodilianos, mas também traz informagbes originais sobre o

habito hematofagico de algumas espécies de mosquitos.
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Embora os culicideos Cx. (Melanoconion) ssp. sejam componentes bioticos
fundamentais no ciclo do H. caimani no Pantanal, a ingestdo dos mesmos por
jacarés C. yacare parece pouco provavel. O encontro das infec¢Ges naturais mais
precoces do H. caimani ocorre em jacarés juvenis, idade em que o animal passa a
ingerir vertebrados (Viana et al, 2010a), juntamente com 0 exposto
anteriormente, reforcam a hip6tese da existéncia de uma via alternativa de
transmissdo pela predacdo de hospedeiros vertebrados insetivoros, infectados

pelo H. caiman, passa a ter importancia para infec¢do dos jacarés.

Hospedeiros intermediarios

Ciclos complexos com a participacdo de diversos hospedeiros sdo comuns
em varios grupos de parasitos e a predacdo pode ser uma importante via de
transmissao para parasitos sob certas circunsténcias (Lafferty 1999). Se unidades
de propagacdo, tais como cistos, puderem sobreviver em animais que sao
comumente presas de hospedeiros predadores, pode haver um aumento no

sucesso de transmisséo pela predagdo (Choisy et al. 2003).

Os hepatozoideos apresentam ciclos de transmissdo que variam em
complexidade conforme o grupo de vertebrados que infectam. Os mais diversos
podem ser encontrados em hospedeiros reptilianos, tais como lagartos (Smith
1996). Uma das interessantes adaptacdes dos hepatozoideos para sua transmissao
foi a inclusdo de um hospedeiro vertebrado insetivoro, onde ao ingerirem o vetor

infectado, o parasito, nas visceras, se transforma em um cisto contendo formas
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infectantes conhecidas como cistozoitos (Landau et al. 1972). Essa adaptacao é
um passo evolutivo importante para ciclos onde os vetores podem ndo ser ou
definitivamente ndo sdo itens comuns na dieta dos hospedeiros vertebrados, e a
predacdo pode apresentar-se como uma das estratégias para dispersdo destes
parasitos. Para hepatozoideos de serpentes, animais ndo insetivoros, onde 0s
principais vetores sdo mosquitos, a participacdo de hospedeiros intermediarios
parece ser de extrema importéncia para o sucesso das transmissdes. Oocistos do
parasito H. sipedon presentes em mosquitos Cx. pipiens, ao serem ingeridos pelo
anuro Rana pipiens acabam por formar cistos do figado do mesmo (Smith et al.
1994). A ingestdo do anuro pela serpente Nerodia sipedon sipedon leva a
transmissao do H. sipedon. Sloboda et al. (2008) registraram a transmissdo de H.
ayorgbor, parasito da serpente Python regius, para serpentes limpas ap6s a
ingestdo de roedores com cistos no figado. Em mamiferos, a transmissdo do H.
americanum também foi obtida para cées limpos, ap0s a ingestdo de roedores e
coelhos portando cistos em suas visceras (Johnson et al. 2008, Johnson et al.

2009).

O Unico estudo sobre transmissdo de hepatozoideos para crocodilianos,
mediante a ingestdo de hospedeiros intermediarios foi realizado por Lainson et
al. (2003). Cistos com cistozoitos do H. caimani existentes no figado dos anuros
Rana catesbeiana e Leptodactylus fuscus foram capazes de infectar C. crocodilus

limpos apds a ingestdo do figado infectado dos anuros.

Entre as possiveis vias de transmissdo do H. caimani para seus

hospedeiros crocodilianos, a predagdo de vertebrados com cistozoitos é
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provavelmente o mecanismo mais frequente em condic¢des naturais. A ingestdo de
culicideos com oocistos formados por jacarés deve ocorrer de forma esporadica,
acidentalmente, com o fechamento abrupto da boca do crocodiliano, prendendo
mosquitos que poderiam estar realizando repasto sanguineo na cavidade oral do
mesmo, um mecanismo semelhante ao proposto por Hoare (1932) para a ingestdo

de moscas tsetse Glossina palpalis pelo Crocodilus niloticus.

No presente estudo, a transmissdo experimental do H. caimani para o
jacaré C. yacare foi obtida mediante a ingestdo do figado do anuro Leptodactylus
chaquensis contendo cistos do parasito. De modo similar, obtivemos a
transmissdo do H. caimani através da ingestdo dos anuros silvestres Scinax
nasicus e Leptodactylus fuscus experimentalmente infectados para o jacaré-de-
papo amarelo C. latirostris. Um levantamento da fauna de anuros realizado da
regido do Pantanal Sul, no municipio de Corumb4, entre os anos de 1993 e 1994
registrou 19 espécies distribuidas em quatro familias e 14 géneros (Gordo e
Campos 2003). Postula-se que no Pantanal espécies de anuros de diferentes
géneros e/ou familias possam ser susceptiveis ao H. caimani e potencialmente
participar dos ciclos de transmissdo do parasito para o C. yacare no ambiente

natural.

Nossos dados, juntamente com os de Lainson et al (2003), reforcam a
hipotese que o H. caimani, assim como outros hepatozoideos, possuem uma
especificidade relativa baixa para os seus hospedeiros intermediarios. Tal

estratégia pode ser vantajosa se 0S 0ocistos puderem permanecer viaveis por
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periodos relativamente longos nas visceras dos anuros, servindo como fontes de

infecgdo perenes para os crocodilianos, o que precisa ser verificado.

Possivelmente, a fase do ciclo de maior risco de morte para o H. caimani
esteja relacionada ao desenvolvimento no mosquito. Estes invertebrados,
evidentemente sdo mais susceptiveis as variagbes ambientais e precisam
sobreviver por pelo menos 25 dias para a finalizagdo do desenvolvimento
esporogonico do parasito. Outros vertebrados recentemente comprovados como
hospedeiros intermediarios foram peixes (R. Lourencgo-de-Oliveira, dados nédo
publicados). Estes animais sdo considerados um dos itens mais frequentes na
dieta do C. yacare no Pantanal (Uetanabaro 1989, Santos et al. 1996). E provavel
qgue o H. caimani possa percorrer diversos elos da cadeia tréfica, por diversos

vertebrados, até chegar aos jacarés C. yacare.

Duas evidéncias nos levaram a verificar a possibilidade de mais uma via
de transmissdo do H. caimani mediante a predagdo, no caso, o canibalismo entre
jacarés C. yacare. A primeira diz respeito ao fato de que muitas espécies de
crocodilianos apresentam o comportamento de canibalismo (Lang 1987, Rootes e
Chabreck 1993). A segunda, que jacarés C. crocodilus infectados pelo H.
caimani, além de apresentarem gametocitos na circulagdo sanguinea, tambem
possuem cistos com cistozoitos no figado (Lainson et al. 2003). Nosso
experimento consistiu da alimentagdo de dois C. yacare limpos com pedacos de
figado contendo cistozoitos de um jacaré coespecifico naturalmente infectado
(Capitulo 5). Um dos jacarés alimentados apresentou um gametdcito, apos um

periodo pré-patente relativamente longo (168 dias), quando comparado ao
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periodo observado em infec¢des com visceras de anuros (60-80 dias; Cap. 2) e de

peixes (R. Lourenco-de-Oliveira, dados na publicados).

Em conjunto, os resultados obtidos ap6s a realizacdo de estudos abordando
aspectos diferentes da interacdo entre o parasito H. caimani e seu hospedeiro
vertebrado, o jacaré C. yacare, na regido do Pantanal, permitem fazer algumas
inferéncias. A prevaléncia relativamente elevada do H. caimani na populacéo

silvestre do C. yacare pode ser explicada pelos seguintes fatores:

(i) O H. caimani apresenta um periodo de paténcia relativamente longo,
pois parasitos puderam ser encontrados por aproximadamente seis meses em
jacarés C. yacare experimentalmente infectados e monitorados. De um modo
geral as infecgbes por hepatozoideos sdo registradas como longas e com
rarissimos registros de eliminacdo dos parasitos pelos hospedeiros vertebrados.
(ii) Os insetos vetores sdo abundantes na area de estudo, podendo ser encontrados
em quantidades relativamente altas ao longo do ano, sobretudo o mosquito Cx.
theobaldi, que apresentou infeccdo natural em todos os meses de amostragem.
(ili) A predacdo de vertebrados pelos jacarés C. yacare, tais como anuros e
peixes contendo cistozoitos formados, pode ser a principal via de transmissdo do
H. caimani no ambiente natural, uma vez que tais vertebrados sédo itens
frequentes na alimentagdo dos crocodilianos. Embora o canibalismo entre os C.
yacare seja comprovado como uma via de transmissdo, a mesma parece ocorrer

esporadicamente, levando a uma baixa contribuic¢do para a dispersdo do parasito.

O H. caimani revelou baixa especificidade que permite explorar uma gama
de hospedeiros vertebrados, que podem ser predados pelo C. yacare devido a
coexisténcia destes animais nos diversos ambientes aquaticos do Pantanal. De
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modo que, varios pontos da cadeia trofica podem contribuir para que o H.
caimani possa alcancar seu hospedeiro vertebrado, o C. yacare. Uma vez no
crocodiliano, o parasito pode ser encontrado por periodos relativamente longos
na circulacdo sanguinea, servindo como fonte de infeccdo perene para os vetores
Cx. (Melanoconion) spp., abundantes na regido do Pantanal, e aparentemente,

com elevada predilecdo pela hematofagia em crocodilianos.
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11. Conclusoes

- O parasito H. caimani apresenta-se amplamente distribuido e com elevada
prevaléncia na populacao natural do seu hospedeiro vertebrado, o jacaré Caiman
yacare, na regido do Pantanal. O principal fator relacionado a dinamica de
transmissdo do agente parece estar associado as diferencas comportamentais dos

jacarés em relacdo a alimentacdo, exibidas entre os animais filhotes e juvenis.

- Os vetores naturais do H. caimani na regido do Pantanal s&o mosquitos do
género Culex, sobretudo do subgénero Melanoconion, e a espécie Cx. theobaldi

parece ser o principal vetor.

- A infec¢do sanguinea, isto é, a presenca de gametdcitos no sangue periférico do
C. yacare do H. caimani pode ser observada por um periodo relativamente longo,

pelo menos seis meses, apds a infecgao.

- Duas espécies de anuros do género Leptodactylus e uma de Scinax se mostraram
susceptiveis a infeccdo pelo H. caimani e a transmissdo pela predacdo de
vertebrados, como anuros e peixes, provavelmente consiste em uma via

importante para a infeccdo dos jacarés C. yacare no ambiente natural.

- O canibalismo é uma das vias de transmissdo entre jacarés C. yacare, mas

provavelmente apresenta pouca importancia na transmissao do parasito.
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12. Perspectivas

Os resultados gerados no presente trabalho podem ser considerados como
0 arcabougo inicial, onde novos estudos poderdo ser idealizados para o
aprofundamento no conhecimento desta relacdo parasito-hospedeiro Hepatozoon-
Caiman yacare. O estudo de parasitos de crocodilianos é bastante interessante do
ponto de vista evolutivo, pois estes vertebrados tém mudado relativamente pouco

desde sua vida com os dinossauros, a aproximadamente 160 milhdes de anos.

Em relagdo aos vetores do H. caimani, poderiam ser explorados quatro
pontos da relagdo parasito-hospedeiro ainda desconhecidos para as espécies de

hepatozoideos.

(1) Apesar dos vetores naturais do H. caimani, os mosquitos Cx. (Melanoconion)
spp., terem sido identificados no Pantanal, praticamente nada se conhece sobre a
taxa de infeccdo experimental dos mesmos, ou seja, a competéncia vetorial das
diferente espécies. Realizamos um estudo piloto com esse objetivo, mas
dificuldades na obtencdo e criacdo de diferentes espécies de Cx. (Melanoconion)

inviabilizaram momentaneamente 0s experimentos.

(2) Seria interessante verificar o efeito de diferentes cargas parasitarias sobre a

quantidade de oocistos produzidos e sobrevivéncia do vetor.

(3) Ainda com relacdo a aspectos do vetor, o Unico grupo ainda ndo verificado

quanto & participacdo na transmissdo do H. caimani no Pantanal sdo os
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tabanideos. Logo, poderiam ser verificadas quais espécies de tabanideos realizam
repasto sanguineo sobre o C. yacare no Pantanal e examinar a ocorréncia de
desenvolvimento esporog6nico nos exemplares coletados.

A elevada mortalidade, em laboratério, de mosquitos infectados com H. caimani
logo ap6s a ingestdo de sangue com alta concentracdo de gametocitos, ou néo,
como relatadas em outros estudos com hepatozoideos de répteis (Ball et al. 1967,
Paperna e Lainson 2003, Paperna e Lainson 2004, Lourengo-de-Oliveira, dados
ndo publicados) merece ser investigada mediante abordagens ultraestruturais e

parasito-imunoldgicos (resposta imune do vetor).

(4) Culex (Melanoconion) theobaldi e as demais espécies cogenéricas
encontradas naturalmente infectadas ou sugando jacarés no Pantanal também
seriam vetores deste parasito em outros biomas e para outras espécies de

crocodilianos, como os da Amaz6Onia e Mata Atlantica?

Outros dois aspectos que poderiam ser explorados estdo associados a
determinacgdo das relagcGes filogenéticas do H. caimani e verificar a identidade
dos hepatozoideos de outros hospedeiros crocodilianos, que ndo os do género

Caiman.

(1) A subordem Adeleina, onde se incluem os hepatozoideos, é tida como o grupo
intermediario entre os hemosporideos (ex. Plasmodium) e os coccidios (ex.
Toxoplasma). Os hepatozoideos sdo heteroxénicos e realizam o seu
desenvolvimento merogénico em diversas visceras, tais como figado, baco e

pulmdes. Contudo, a merogonia o H. caimani foi encontrada somente na lamina
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propria do intestino delgado do seu hospedeiro vertebrado, o jacaré C.
crocodilus, um local geralmente associado desenvolvimento de coccidios
monoxénicos e heteroxénicos. Estudos evolutivos sugerem que os crocodilianos
mudaram relativamente pouco se comparados a outros grupos de vertebrados.
Portanto, assumindo-se que parasitos e hospedeiros podem apresentar historias
evolutivas conjuntas (coevolucgdo), um estudo das relagbes filogenéticas do H.
caimani pode auxiliar na compreensdo da historia evolutiva dos hepatozoideos e

de outros apicomplexa.

(2) Lainson et al. (2003) postulou que todos os crocodilianos da América do Sul
sejam infectados pela mesma espécie de hepatozoideo, o H. caimani. Os Unicos
crocodilianos confirmados para o parasitismo pelo H. caimani sdo Caiman
latirostris, C. crocodilus e C. yacare. Ja foi registrado o encontro de gametécitos
de um hepatozoideo ainda ndo identificado na circulacdo sanguinea do jacaré
Melanosuchus niger (Lainson et al. 2003). Tratar-se-ia do H. caimani ou outra
espécie ? Embora a espécie H. serrei tenha sido descrita por Thiroux (1910) no
jacaré Paleosuchus trigonatus, mas é possivel que este hepatozoideo seja, na
verdade, o H. caimani. Estudos sobre a esporogonia do H. serrei precisam ser
realizados. O unico crocodiliano sul-americano ainda sem registro para o
parasitismo por hepatozoideos é Paleosuchus palpebrosus, provavelmente devido
a auséncia de estudos parasitologicos com esta espécie. Portanto, seria
interessante realizar a amostragens nas trés espécies de crocodilianos citados e
comparar 0s hepatozoideos encontrados segundo as caracteristicas da
esporogonia e mediante a utilizacdo de marcadores moleculares, ainda néo

desenvolvidos, para o H. caimani. Além disso, poderiam ser identificados os
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culicideos que naturalmente realizam repasto sobre esses crocodilianos
infectados, de modo a comparar as espécies de artropodes envolvidos e caracteres
morfométricos da fase esporogdnica para uma melhor caracterizacdo taxondmica

dos hepatozoideos encontrados.
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Figura 1. Metodologia de captura, registro de dados biométricos e marcacdo dos jacarés Caiman yacare durante os trabalhos de campo no
Pantanal.
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Figura 2. Captura de culicideos utilizando-se um jacaré Caiman yacare como isca. A-B. Coletas realizads com capturador de Castro. C.
Mosquitos realizando repasto sanguineo na ponta do focinho do jacaré. D. Diveros mosquitos em repasto junto ao olho do jacaré.
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Figura 3. Formas parasitarias do Hepatozoon caimani durante esporogonia no mosquito
Cx. (Mel.) theobaldi. A-B. Oocistos esporulados em mosquito dissecado (seta). C-E.
Oocistos jovens com esporoblasto, notar esporoblasto duplo em E. F-H. Oocistos sobre
0 estbmago do mosquito, ja em fase adiantada na formacao de esporocistos. 1. Oocisto
esporulado, com esporocistos e esporozoitos formados. J. Esporocisto com
esporozoitos. K. Esporozoitos. As figuras ndo se encontram em escala.



Figura 5. Mapa do limite fisiografico do Pantanal e sua area de influéncia. A regido
onde se realizou o estudo pertence a bacia do Rio Negro (seta), subregido de
Agquidauana. Fonte: Anais do I° Simposio sobre recursos naturais e sécio-econdmicos do

Pantanal. Embrapa Pantanal, Corumbé. 265p.



Tabela 1. Dados biométricos, marcacao, exame dos jacarés Caiman yacare e
parasitemia do Hepatozoon caimani.

MES

CRC

PESO

MARCACAO SEXO CLASSE (cm) (Kg) EXAME |PARASITEMIA
jul/06 47 Fémea adulto jovem 61,0 4,9 positivo 9
jul/06 48 Fémea adulto jovem 56,8 3,9 positivo 10
jul/06 49 Fémea adulto 81,5 14,0 positivo 5
jul/06 61 Macho adulto 101,5 26,0 positivo 33
jul/06 64 Macho adulto 87,0 15,0 positivo 30
jul/o6 65 Macho adulto 1054 23,0 positivo 20
jul/o6 66 Macho adulto 90,5 15,0 positivo 8
jul/06 67 Macho adulto 86,2 15,0 positivo 21
jul/06 68 Macho adulto 94,7 17,0 positivo 4
jul/06 69 Macho adulto 97,0 18,0 positivo 18
jul/06 70 Macho adulto jovem 56,0 3,8 positivo 22
jul/06 73 Macho adulto jovem 51,0 3,2 positivo 19
jul/06 74 Macho adulto jovem 74,0 8,5 positivo 10
jul/06 75 Macho adulto jovem 75,0 7,5 positivo 16
jul/06 77 Macho adulto jovem 61,4 5,5 positivo 32
jul/06 filhote 1 Indeterminado filhote 18,0 0,1 negativo 0
jul/06 filhote 2 Indeterminado filhote 17,5 0,1 negativo 0
jul/06 filhote 3 Indeterminado filhote 18,1 0,2 negativo 0
jul/06 filhote 4 Indeterminado filhote 18,4 0,2 negativo 0
jul/06 filhote 5 Indeterminado filhote 17,7 0,1 negativo 0
jul/o6 juvenil 1 Indeterminado juvenil 27,4 0,4 negativo 0
jul/06 juvenil 2 Indeterminado juvenil 27,5 0,5 negativo 0
jul/06 juvenil 3 Indeterminado juvenil 26,7 0,4 negativo 0
jul/06 juvenil 4 Indeterminado juvenil 37,0 DElE3 positivo 2
ausentes
jul/06 juvenil 5 Indeterminado juvenil 38,0 1,5 positivo 1
jul/06 juvenil 6 Indeterminado juvenil 39,7 2,0 positivo 6
set/06 53 Fémea juvenil 50,0 3,0 positivo 18
set/06 54 Fémea adulto jovem 75,0 10,0 positivo 6
set/06 79 Macho juvenil 48,0 3,0 positivo 4
set/06 80 Macho adulto 83,0 12,0 positivo 10
set/06 81 Macho adulto 102,0 13,5 positivo 10
set/06 82 Macho adulto jovem 65,5 6,5 positivo 59
set/06 83 Macho adulto 99,0 19,0 positivo 13
set/06 84 Macho adulto 98,0 16,0 positivo 7
set/06 s/ marc Indeterminado juvenil 35,0 15 positivo 2
set/06 s/ marc Indeterminado juvenil 41,3 2,0 positivo 33
set/06 s/ marc Indeterminado juvenil 50,0 2,7 positivo 9
nov/06 56 Fémea adulto jovem 75,0 11,0 positivo 7
nov/06 58 Fémea adulto jovem 66,0 6,3 positivo 10
nov/06 59 Fémea adulto jovem 73,0 9,0 positivo 4
nov/06 60 Fémea adulto jovem 77,0 8,0 positivo 7
nov/06 61 Fémea adulto jovem 52,0 4,0 positivo 16
nov/06 62 Fémea adulto jovem 64,0 8,0 positivo 3
nov/06 63 Fémea adulto jovem 77,0 10,0 positivo 5
nov/06 64 Fémea adulto jovem 71,5 9,0 positivo 34
nov/06 65 Fémea adulto jovem 79,4 15,0 positivo 44
nov/06 66 Fémea juvenil Dados Dados positivo 29




ausentes ausentes
nov/06 68 Fémea adulto jovem 58,5 6,0 positivo 7
nov/06 69 Fémea juvenil DElE3 DElE3 positivo 4
ausentes ausentes
nov/06 85 Macho adulto DElE3 DElE3 positivo 26
ausentes ausentes
R Dados
nov/06 86 Fémea adulto 86,6 6,5 Dados ausentes
ausentes
nov/06 86 Macho adulto jovem 80,0 11,0 positivo 7
nov/06 87 Macho adulto jovem 79,5 12,0 positivo 2
nov/06 88 Macho adulto 94,0 21,0 positivo 5
nov/06 89 Macho adulto 94,0 29,0 positivo 32
nov/06 90 Macho adulto 94,8 17,0 positivo 27
nov/06 91 Macho adulto jovem 78,3 14,0 positivo 13
nov/06 92 Macho adulto jovem 72,0 10,0 positivo 21
nov/06 93 Macho adulto 97,0 16,0 positivo 15
nov/06 94 Macho adulto 97,0 21,0 positivo 37
nov/06 95 Macho adulto 94,4 16,0 positivo 8
nov/06 96 Macho adulto 83,4 16,0 positivo 3
nov/06 97 Macho adulto jovem 74,3 24,0 positivo 17
nov/06 98 Macho adulto jovem 51,0 3,0 positivo 4
nov/06 100 Macho adulto jovem 75,5 9,0 negativo 0
nov/06 101 Macho adulto 96,0 25,0 positivo 18
nov/06 102 Macho adulto 86,0 21,0 positivo 2
nov/06 103 Macho adulto 91,5 21,0 positivo 16
nov/06 104 Macho juvenil 44,0 35 positivo 11
jan/07 70 Fémea adulto jovem 77,2 11,0 positivo 23
jan/07 71 Fémea adulto jovem 70,2 9,5 positivo 16
jan/07 72 Fémea juvenil 46,6 3,0 positivo 13
jan/07 74 Fémea adulto jovem 76,0 11,5 positivo 7
jan/07 75 Fémea adulto jovem 79,0 13,5 positivo 3
jan/07 105 Macho adulto 91,1 13,5 positivo 6
jan/07 106 Macho adulto 83,8 18,0 positivo 5
jan/07 107 Macho adulto jovem 75,6 9,5 positivo 18
jan/07 108 Macho adulto 85,4 15,5 positivo 7
jan/07 109 Macho adulto 86,4 19,0 positivo 8
jan/07 110 Macho adulto jovem 66,8 6,9 positivo 11
jan/07 111 Macho adulto 91,0 Dados positivo 15
ausentes
jan/07 112 Macho adulto 90,0 16,0 positivo 16
jan/07 113 Macho juvenil 47,7 5,0 positivo 11
jan/07 114 macho adulto 91,6 20,5 positivo 7
jan/07 filhote 1 Indeterminado filhote 75 0,7 negativo 0
jan/07 juvenil 1 Indeterminado juvenil 26,2 0,6 negativo 0
jan/07 juvenil 2 Indeterminado juvenil 41,1 2,2 negativo 0
jan/07 juvenil 3 Indeterminado juvenil 29,8 0,9 negativo 0
jan/07 juvenil 4 Indeterminado juvenil 35,8 1,3 positivo 1
mar/07 32 fémea adulto jovem 74,1 9,5 positivo 13
mar/07 57 macho adulto 93,5 23,0 positivo 13
mar/07 62 macho adulto 98,3 23,0 positivo 13
mar/07 83 fémea juvenil 48,5 2,9 positivo 2
mar/07 84 fémea adulto jovem 74,8 10,0 positivo 42
mar/07 85 fémea adulto 85,2 14,0 positivo 8
mar/07 86 fémea adulto jovem 72,8 11,0 positivo 34




mar/07 87 fémea adulto jovem 71,7 14,2 positivo 2
mar/07 88 fémea adulto jovem 72,3 115 positivo 4
mar/07 89 fémea adulto jovem 63,3 6,5 positivo 8
mar/07 90 fémea adulto jovem 77,3 14,5 positivo 14
mar/07 91 fémea adulto jovem 76,4 12,5 positivo 2
mar/07 99 macho adulto 92,3 18,5 positivo 12
mar/07 115 macho adulto 94,0 17,5 positivo 17
mar/07 116 macho adulto 98,7 20,5 positivo 10
mar/07 117 macho adulto 90,5 16,0 positivo 3
mar/07 118 macho adulto 91,5 20,0 DEIES Dados ausentes
ausentes
mar/07 filhote 1 indeterminado filhote 20,0 0,3 negativo 0
mar/07 filhote 2 indeterminado filhote 22,5 0,9 negativo 0
mar/07 filhote 3 indeterminado filhote 22,5 0,9 negativo 0
mar/07 filhote 4 indeterminado filhote 23,0 0,6 negativo 0
mar/07 filhote 5 indeterminado filhote 25,0 0,9 negativo 0
mar/07 filhote 6 indeterminado filhote 22,7 0,7 negativo 0
mar/07 juvenil 1 indeterminado juvenil 26,0 0,9 negativo 0
mar/07 juvenil 2 indeterminado juvenil 26,0 1,0 negativo 0
mar/07 juvenil 3 fémea juvenil 44,0 2,3 positivo 5
mar/07 juvenil 4 indeterminado juvenil 33,4 11 alL?saecriwc'zZs Dados ausentes
mar/07 juvenil 5 indeterminado juvenil 38,4 1,9 positivo 1
jul/o7 96 Fémea adulto 87,0 15,0 positivo 16
jul/o7 97 Macho adulto 87,0 24,0 positivo 22
jul/07 97 Fémea adulto jovem 65,0 11,0 positivo 14
jul/07 98 Fémea adulto jovem 75,8 12,0 positivo 20
jul/07 99 Fémea adulto jovem 55,0 4,5 positivo 10
jul/o7 100 Fémea adulto jovem 62,5 6,8 positivo 10
jul/07 101 Fémea Juvenil 50,3 4,0 positivo 14
jul/07 102 Fémea Juvenil 46,2 3,0 positivo 10
jul/07 126 Macho adulto 81,5 25,0 positivo 5
jul/o7 127 Macho adulto 106,0 21,5 positivo 10
jul/o7 128 Macho adulto 87,0 20,0 positivo 6
jul/07 129 Macho adulto 85,0 23,5 positivo 31
jul/07 130 Macho adulto jovem 58,0 6,0 positivo 3
jul/07 131 Macho adulto jovem 65,0 9,0 positivo 5
jul/07 132 Macho Juvenil 48,0 5,0 positivo 12
jul/o7 133 Macho adulto jovem 65,5 9,0 positivo 3
jul/07 134 Macho adulto 94,0 20,0 positivo 22
jul/07 135 Macho adulto 98,0 21,0 positivo 10
jul/o7 136 Macho adulto jovem 71,0 9,2 positivo 9
jul/07 137 Macho adulto jovem 72,0 10,5 positivo 14
jul/o7 138 Macho adulto jovem 73,0 13,0 positivo 6
jul/07 139 Macho adulto jovem 71,0 11,0 positivo 11
jul/07 141 Macho adulto 98,0 24,5 positivo 11
jul/07 Alf Macho adulto jovem 56,5 6,0 negativo 0
jul/o7 F1 indeterminado filhote 14,0 0,9 negativo 0
jul/o7 F10 indeterminado filhote 17,4 11 negativo 0
jul/o7 F11 indeterminado filhote 174 1.2 negativo 0
jul/o7 F2 indeterminado filhote 14,0 11 negativo 0
jul/o7 F3 indeterminado filhote 13,0 0,8 negativo 0
jul/o7 F4 indeterminado filhote 14,5 05 negativo 0




jul/o7 F5 indeterminado filhote 16,5 0,8 negativo 0
jul/o7 F6 indeterminado filhote 15,0 0,7 negativo 0
jul/07 F7 indeterminado filhote 16,0 0,6 negativo 0
jul/o7 F8 indeterminado filhote 14,2 0,7 negativo 0
jul/o7 F9 indeterminado filhote 15,4 0,8 negativo 0
jul/07 Nic Fémea adulto jovem 56,0 6,5 positivo 9
jul/o7 s/ marc Macho adulto 88,0 17,0 positivo 21
jul/o7 Valentina Fémea Juvenil 47,5 3,5 positivo 3
set/07 17 Macho adulto 98,2 18,1 positivo 11
set/07 28 Fémea adulto jovem 79,0 13,5 positivo 41
set/07 103 fémea adulto jovem 68,0 65,0 positivo 8
set/07 104 Fémea adulto jovem 51,9 4,5 positivo 3
set/07 105 fémea adulto 86,5 13,5 positivo 5
set/07 106 fémea adulto jovem 60,0 5,0 positivo 10
set/07 107 Fémea juvenil 50,0 3,2 positivo 25
set/07 108 Fémea juvenil 46,0 3,0 positivo 1
set/07 109 fémea adulto jovem 75,8 11,5 positivo 16
set/07 110 fémea adulto jovem 65,4 8,1 positivo 17
set/07 111 Fémea adulto jovem 76,6 11,2 positivo 4
set/07 142 macho adulto jovem 61,0 6,0 positivo 2
set/07 143 Macho juvenil 47,8 3,0 positivo 27
set/07 144 Macho adulto jovem 76,0 11,0 positivo 2
set/07 145 Macho adulto jovem 62,0 5,0 positivo 11
set/07 146 Macho adulto jovem 78,3 14,5 positivo 1
set/07 147 Macho juvenil 50,0 3,5 positivo 28
set/07 148 Macho adulto jovem 74,6 11,5 positivo 2
set/07 149 Macho juvenil 47,3 3,2 positivo 4
set/07 150 Macho adulto jovem 71,4 9,0 positivo 2
set/07 151 Macho adulto 85,0 21,0 positivo 12
set/07 152 Macho adulto jovem 76,0 11,5 positivo 30
set/07 153 Macho adulto 87,8 14,5 positivo 4
set/07 154 Macho adulto 94,5 17,0 positivo 6
set/07 F1 Indeterminado filhote 20,2 0,2 negativo 0
set/07 F2 Indeterminado filhote 19,6 0,2 negativo 0
set/07 juv 1 Indeterminado juvenil 40,4 2,1 negativo 0
set/07 juv 2 Indeterminado juvenil 48,5 3,1 negativo 0
set/07 R Indeterminado juvenil 36,4 1,6 negativo 0
set/07 R2 Indeterminado juvenil 31,0 0,1 negativo 0
set/07 R3 Indeterminado juvenil 38,0 2,0 positivo 61
fev/08 114 Fémea adulto jovem 75,0 13,5 positivo 16
fev/08 115 Fémea adulto jovem 75,4 10,5 positivo 5
fev/08 116 Fémea adulto jovem 72,0 10,1 positivo 13
fev/08 117 Fémea adulto jovem 77,7 12,7 positivo 3
fev/08 118 Fémea adulto jovem 66,0 9,1 positivo 11
fev/08 158 Macho adulto 103,0 20,5 positivo 11
fev/08 159 Macho adulto jovem 72,0 12,2 positivo 1
fev/08 160 Macho adulto 88,0 22,5 positivo 4
fev/08 161 Macho adulto 90,1 17,5 positivo 20
fev/08 162 Macho adulto 89,0 20,0 positivo 5
fev/08 163 Macho adulto 86,5 17,0 positivo 22
fev/08 164 Macho adulto 96,0 19,5 positivo 11
fev/08 F1 Indeterminado filhote 17,8 0,2 negativo 0
fev/08 F2 Indeterminado filhote 21,3 0,2 negativo 0

SN




fev/08 J1 Indeterminado juvenil 36,5 14 positivo 63
fev/08 J2 Indeterminado juvenil 36 15 positivo 6
fev/08 J3 Indeterminado juvenil 30,3 1,0 negativo 0
fev/08 J4 Indeterminado juvenil 32,3 11 positivo 1
fev/08 J5 Indeterminado juvenil 38,5 15 negativo 0
fev/08 J6 Indeterminado juvenil 40,7 1,7 negativo 0
fev/08 J7 Indeterminado juvenil 39,6 17 positivo 1
mai- . . -

jun/o7 92 Fémea adulto jovem 64,2 7,0 positivo 27
mai- . . .

jun/o7 93 Fémea adulto jovem 68,5 10,3 positivo 1
mai- A .

jun/07 94 Fémea adulto 83,7 14,0 positivo c
mai- . . -

jun/07 95 Fémea adulto jovem 62,5 6,3 positivo 20
mai- . -

jun/o7 119 Macho adulto jovem 61,4 55 positivo 20
mai- .

jun/07 120 Macho adulto 97,7 19,5 positivo 6
mai- .

jun/07 121 Macho adulto 81,4 14,0 positivo %6
mai- . —

jun/07 122 Macho adulto jovem 73,0 115 positivo 26
mai- .

jun/07 123 Macho adulto 98,5 19,5 positivo 18
mai- .

jun/07 124 Macho adulto 88,4 17,3 positivo 1
mai- .

jun/07 125 Macho adulto 86,0 17,0 positivo 16
mai- . . .

jun/o7 F1 Indeterminado filhote 23,8 0,4 negativo 0
mai- . . .

jun/o7 F2 Indeterminado filhote 14,4 0,7 negativo 0
mai- . . .

jun/o7 F3 Indeterminado filhote 13,4 0,6 negativo 0
mai- . . .

jun/o7 F4 Indeterminado filhote 12,2 0,6 negativo 0
mai- . . .

jun/o7 F5 Indeterminado filhote 14,7 0,7 negativo 0
mai- . . .

jun/o7 F6 Indeterminado filhote 14,3 0,7 negativo 0
mai- . . . .

jun/o7 J1 Indeterminado juvenil 37,5 15 positivo 6
mai- . . . .

jun/07 J2 Indeterminado juvenil 43,7 2,7 positivo 1
mai- . . . .

jun/07 J3 Indeterminado juvenil 25,8 0,5 negativo 0
mai- . . . .

jun/07 Ja Indeterminado juvenil 34,3 15 negativo 0
mai- . . . .

jun/07 J5 Indeterminado juvenil 30,1 1,1 negativo 0
mai- . . . .

jun/o7 J6 Indeterminado juvenil 39,3 2,1 negativo 0
mai- . . . .

jun/o7 J7 Indeterminado juvenil 32,5 0,9 positivo 1
mai- . . . .

jun/o7 J8 Indeterminado juvenil 35,7 1,9 negativo 0
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Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
e v Sistema de Autorizacado e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 19348-1 | Data da Emissao: 14/04/2009 16:43 Data de Validade: 14/04/2010

Dados do titular

Registro no Ibama: 2145110 | Nome: LUCIO ANDRE VIANA DIAS | CPF: 528.742.651-87

Titulo do Projeto: HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) NO JACARE CAIMAN CROCODILUS YACARE NO PANTANAL
SUL MATO-GROSSENSE: ESTUDOS SOBRE AS VIAS DE TRANSMISSAO

Nome da Instituigdo : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ | CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observacoes, ressalvas e condicionantes

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

Esta autoriza¢do ndo exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

Esta autoriza¢&o ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagéo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenca para importacéo ou exportagédo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.ibama.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.

O titular de licenca ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populag8es do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico.

Em caso de pesquisa em Unidade de Conservacéo Federal, o pesquisador titular devera contactar a administracéo dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS

i das expedicdes, as condi¢des para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8 As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacgadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotagdo.

Equipe

# Nome Funcgao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 [Jhonatan Eber Silva Estagiario 362.715.858-09 461550581 ssp-SP Brasileira

2 | Gudryan Jackson Bardnio Estagiario 062.477.199-73 98581090 ssp-PR Brasileira

3 | MARCOS EDUARDO COUTINHO Pesquisador 541.126.486-34 M759844 SSP-MG

4 | Luiz Eduardo Roland Tavares Pesquisador 874.300.296-04 M6208080 SSP-MG-MG Brasileira

5 | Priscilla Soares dos Santos Estagiaria 026.647.671-60 001603772 ssp-MS Brasileira

6 | Fernando Paiva Pesquisador 106.291.221-72 0276 crmv-MS Brasileira

7 | Olivia Tavares Dias Estagiaria 331.331.218-71 35.038.471-x ssp-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricdo do local Tipo

1 | CORUMBA MS PANTANAL DE MATO GROSSO DO SUL Fora de UC

2 | SEROPEDICA RJ CETAS/RJ Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atividade

Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ

yacare, Culicidae, Astianax

Glossiphoniidae, Ranidae, Leptodactylidae, Hylidae, Hoplias malabaricus, Caiman crocodilus

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ

Caiman crocodilus yacare

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ

malabaricus (*Qtde: 30)

Caiman crocodilus yacare (*Qtde: 20), Ranidae (*Qtde: 20), Leptodactylidae (*Qtde: 20), Hylidae
(*Qtde: 20), Culicidae (*Qtde: 1000), Glossiphoniidae (*Qtde: 50), Astianax (*Qtde: 30), Hoplias

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢gdo Normativa Ibama n°154/2007. Através do

codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacédo: 37247575
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Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
e v Sistema de Autorizacado e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 19348-1 | Data da Emissao: 14/04/2009 16:43 Data de Validade: 14/04/2010

Dados do titular

Registro no Ibama: 2145110

| Nome: LUCIO ANDRE VIANA DIAS | CPF: 528.742.651-87

Titulo do Projeto: HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) NO JACARE CAIMAN CROCODILUS YACARE NO PANTANAL
SUL MATO-GROSSENSE: ESTUDOS SOBRE AS VIAS DE TRANSMISSAO

Nome da Instituicdo : FUNDACAO OSWALDO CRUZ

| CNPJ: 33.781.055/0001-35

E

em cativeiro

Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres

Astianax, Caiman crocodilus yacare, Ranidae, Leptodactylidae, Hoplias malabaricus, Hylidae

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

Amostras biolégicas (Répteis)

Sangue

Método de captura/coleta (Anfibios)

Captura manual, Armadilha de queda “pit fall*

Método de captura/coleta (Invertebrados Terrestres)

Armadilha luminosa

Método de captura/coleta (Peixes)

Tarrafa, Anzol e linha (op.manual):linha de mé&o,de corso,carretilha,molinete,corrico,vara e isca viva

A BW|IN|F-

Método de captura/coleta (Répteis)

Captura manual, Lago com cabo de aco

Destino do material biol6gico coletado

#

Nome local destino

Tipo Destino

1

UFMS

As carcaga dos animais serdo oferecidas para o Lab. de Zoologia/UFMS
para fins didaticos

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢gdo Normativa Ibama n°154/2007. Através do

codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ib

Codigo de autenticacédo: 37247575

ama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Figura 4. Mapa da América do Sul com detalhamento da regido do Pantanal.

Fonte: Anais do 1° Simp6sio sobre recursos naturais e sécio-econdmicos do Pantanal.
Embrapa Pantanal, Corumba. 265p.



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 13152-1 | Data da Emissao: 30/01/2008 08:33 Data de Validade: 29/01/2009
Dados do titular
Registro no Ibama: 2145110 | Nome: LUCIO ANDRE VIANA DIAS | CPF: 528.742.651-87

Titulo do Projeto: HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) NO JACARE CAIMAN CROCODILUS YACARE NO PANTANAL

SUL MATO-GROSSENSE: PREVALENCIA E TRANSMISSAO NATURAL

Nome da Instituicdo : FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ | CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observacoes, ressalvas e condicionantes

A participacéo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagéo depende de autorizagéo expedida pelo Ministério de Ciéncia e

1 Tecnologia (CNPg/MCT);

Esta autorizac¢éo n&o exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

responsavel pela érea, publica ou privada, onde seré realizada a atividade.

Esta autorizagdo ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagdo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
3 | ambiental de empreendimentos. O material biolégico coletado devera ser utilizado exclusivamente para atividades didaticas ou cientificas sem potencial de uso
econdmico.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br/cites. Em caso de
material consignado, consulte www.ibama.gov.br/sisbio - menu Exportagéo.

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populag8es do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Este documento néo dispensa a obtencéo de autorizagdo de acesso ao componente do patrimonio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da

6 legislagdo vigente.

7 Em caso de pesquisa em Unidade de Conservacéo Federal, o pesquisador titular devera contactar a administracdo dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS
das expedicdes, as condi¢des para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

3 As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotagéo.

Equipe

# Nome Func¢ao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 [ Fernando Paiva Pesquisador 106.291.221-72 0276 crmv-MS Brasileira

2 [ KARLA MAGALHAES CAMPIAO Pesquisadora 014.904.771-10 01368292 SSP-MS Brasileira

3 | Olivia Tavares Dias Pesquisadora 331.331.218-71 35.038.471-x ssp-SP Brasileira

4 [ MARCOS EDUARDO COUTINHO Pesquisador 541.126.486-34 M759844 SSP-MG

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio | UF [Descricdo do local [ Tipo

[1 TcorumBA [MS [ Base de estudos da UFMS [ Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
L L Palaeosuchus palpebrosus, Caiman yacare, Caiman crocodylus, Culicidae, Anura, Characidae,
1 | Captura de animais silvestres in situ Erythrinidae
2 | coletattransporte de amostras biolégicas in situ ?rr;Léroszy(I::saramdae, Culicidae, Erythrinidae, Palaeosuchus palpebrosus, Caiman yacare, Caiman
Characidae (*Qtde: 20), Erythrinidae (*Qtde: 20), Anura (*Qtde: 30), Culicidae (*Qtde: 2), Caiman
3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ crocodylus (*Qtde: 40), Caiman latirostris (*Qtde: 20), Palaeosuchus palpebrosus (*Qtde: 20),

Caiman yacare (*Qtde: 20)

Manutencao temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres

4 oY Anura, Erythrinidae, Characidae
em cativeiro

5 | Marcag&o de animais silvestres in situ Palaeosuchus palpebrosus, Caiman yacare, Caiman crocodylus

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacéo, a serem coletados durante um ano.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugcdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 13152-1 | Data da Emissao: 30/01/2008 08:33 Data de Validade: 29/01/2009
Dados do titular
Registro no Ibama: 2145110 | Nome: LUCIO ANDRE VIANA DIAS | CPF: 528.742.651-87

Titulo do Projeto: HEPATOZOON CAIMANI (APICOMPLEXA: HEPATOZOIDAE) NO JACARE CAIMAN CROCODILUS YACARE NO PANTANAL

SUL MATO-GROSSENSE: PREVALENCIA E TRANSMISSAO NATURAL

Nome da Instituicdo : FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ | CNPJ: 33.781.055/0001-35

Material e métodos

1 | Amostras bioldgicas (Anfibios) Sangue

2 | Amostras biolégicas (Peixes) Sangue

3 | Método de captura/coleta (Anfibios) Captura manual, Armadilha de queda “pit fall*

4 | Método de captura/coleta (Invertebrados Terrestres) Armadilha luminosa, Captura manual
Rede de arrasto de praia: cerco de praia (tragdo manual), Rede de emalhar (emalhe de deriva, de

5 | Método de captura/coleta (Peixes) fundo, malhadeiras, caceio, feiticeiras,tresmalhos e cagoeira), Anzol e linha (op.manual):linha de
mao,de corso,carretilha,molinete,corrico,vara e isca viva

6 | Método de captura/coleta (Répteis) Lago com cabo de ago, Captura manual

7 | Método de marcagéo (Animais) “Tags”

Destino do material biol6gico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[ [FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL [colecdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugcdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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