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RESUMO

Os anuros sdo espécies amplamente utilizadas para estudos cientificos, no entanto até pouco tempo néo se tinha
muitas informacdes sobre a medicina desses animais. Somente depois do século XX, a medicina de anfibios foi
impulsionada, ap6s estudos sobre individuos com quitridiomicose. Sdo individuos supersensiveis que sofrem
influéncia direta dos efeitos sazonais do local onde vivem. O biomonitoramento dessas espécies por avaliagdes
clinicas e hematoldgicas permite uma avaliacdo da salde ambiental. Dessa forma, o objeto do presente trabalho
foi realizar avaliagdes clinicas e hematoldgicas de anuros de vida livre na ARIE Matinha do Pici na Universidade
Federal do Ceard, em Fortaleza-CE, discutindo possiveis fatores causais ambientais para alteracfes encontradas.
Foram coletados ao todo 32 individuos da espécie Leptodactylus vastus e Rhinella diptycha de vida livre que foram
avaliados clinicamente, microchipados e colhido sangue para avaliacdo laboratorial. Os animais foram
mensurados, pesados, sexados e feita a inspe¢do de pele, cavidade oral, cloaca e avaliagdo comportamental. Os
microchips foram inoculados nos membros posteriores esquerdo. O sangue colhido foi utilizado para mensuragdo
glicémica e confeccdo de Iamina de esfregaco sanguineo. Os resultados permitiram criar uma base para valores de
referéncia de animais que vivem em situagdes ambientais iguais aos dos individuos do estudo. Os anuros avaliados
apresentaram varios achados clinicos, que iam desde lesdes de pele a perda de digitos. Na avaliacdo hematoldgica
foi observado quadro sugestivo de anemia, processos infecciosos e presenca de hemoparasitas. A avaliacdo clinica
e hematoldgica permite um biomonitoramento de anfibios sendo necesséarios mais estudos para a criagao de valores
de referéncia para as espécies estudadas.

Palavras-chave: Anfibios, Hepatozoon sp., Efeitos Sazonais, Valores Hematoldgicos, Valores de Referéncia.

ABSTRACT
Anurans are species widely used for scientific studies, however until recently there was not much information
about the medicine of these animals. Only after the 20th century, amphibian medicine was boosted, after studies
on individuals with chytridiomycosis. They are supersensitive individuals who are directly influenced by the
seasonal effects of the place where they live. The biomonitoring of these species through clinical and hematological
assessments allows an assessment of the environmental health. Thus, the object of the present work was to carry
out clinical and hematological evaluations of free-living frogs at ARIE Matinha do Pici at the Federal University
of Cear4, in Fortaleza-CE, discussing possible environmental causal factors for the alterations found. A total of 32
free-living individuals of the Leptodactylus vastus and Rhinella diptycha species were collected, which were
clinically evaluated, microchipped and blood collected for laboratory evaluation. The animals were measured,
weighed, sexed and the skin, oral cavity, cloaca and behavioral evaluation were inspected. The microchips were
inoculated in the left hind limbs. The collected blood was used for blood glucose measurement and preparation of
blood smear slides. The results made it possible to create a basis for reference values for animals that live in
environmental situations similar to those of the study subjects. The anurans evaluated presented several clinical
findings, ranging from skin lesions to loss of digits. In the hematological evaluation, a picture suggestive of anemia,
infectious processes and presence of hemoparasites were observed. The clinical and hematological evaluation



allows a biomonitoring of amphibians, being necessary more studies to create reference values for the studied
species.

Key words: Amphibians, Hepatozoon sp., Seasonal Effects, Hematological Values, Reference Values.



INTRODUCAO

A classe dos anfibios é composta por aproximadamente 8.178 espécies que ocupam
quase todos os lugares do mundo, desde ambientes totalmente aquéticos a ambientes terrestres
(BAHL, 2022). Os anfibios, possuem uma sensibilidade enorme, respondendo rapidamente a
qualquer variacdo ambiental, como temperatura, fotoperiodo e umidade. Outros fatores, como
idade, nutricdo, estresse e xenobioticos também provocam mudancas fisiologicas rapidas. Esses
fatores ambientais sdo usados como estudo para toxicidade e monitoramento de anfibios. A
Ordem dos anuros possui a maior distribuigdo entre os anfibios e sdo espécies amplamente
usadas em experimentos cientificos (HARRIS, 1972; JUNIOR et al., 2006).

No final do século XX, foi descoberto a causa da morte de varias espécies de anfibios
por quitridiomicose. Uma doenca flngica casada por um patégeno do género
Batrachochytrium. Esse fato impulsionou o crescimento de pesquisas sobre enfermidades que
acometem esses animais. Foi concomitante o crescimento da medicina de anfibios com a
presenca de veterinarios, microbiologistas e herpetolégos (WRIGHT, 2001; FORZAN et al.,
2017). A atuacdo do médico veterinario em campo, monitorando as doengas desses individuos,
fomenta dados diagnosticos indicadores de salde ambiental. Temos um aumento significativo
de anfibios em cativeiro na Ultima década, sejam para estudos experimentais, como pets ou
criacdo de espécies ameacas de extincdo, se tornando imprescindivel a abordagem clinica para
esses animais (GONCALVES & DOS SANTOS, 2015; FORZAN et al., 2017).

A avaliagdo hematoldgica € uma ferramenta fundamental para monitorar a satde dos
anfibios expostos a fatores extrinsecos e intrinsecos (HARRIS, 1972; JUNIOR et al., 2006). O
sangue dos anfibios é semelhante ao sangue de aves e répteis, possibilitando um estudo
comparativo entre as espécies. O estudo hematoldgico de anfibios ainda € escasso devido a
grande variacdo de espécies e a baixa frequéncia desses animais na clinica veterinaria,
dificultando a interpretacdo de conceitos basicos da hematologia. Os fatores sazonais e fatores
extrinsecos, como disponibilidade de alimento, idade, sexo etc., alteram o0s parametros
hematoldgicos dos individuos, dificultando a criacdo de valores de referéncia para as espécies.
Cada laboratdrio precisa de um valor de referéncia individual, levando em consideracéo as
espécies e os individuos que sdo expostos aos extrinsecos e intrinsecos daquela regido
(STOCKHAM & SCOTT, 2002; ALLENDER & FRY, 2008).

Apesar do aumento de anfibios em cativeiro, os estudos sobre a medicina desses animais
ainda é algo escasso, dificultando o diagndstico ou interpretacdo de achados clinicos. Mais

estudos sobre clinica médica e cirdrgica favorecem uma melhor abordagem veterinaria



(JUNIOR et al., 2006; GONCALVES & DOS SANTOS, 2015). Logo, o objetivo do presente
trabalho foi realizar avaliagdes clinicas e hematoldgicas de anuros de vida livre na ARIE
Matinha do Pici na Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza-CE, discutindo possiveis
fatores causais ambientais para alteracfes encontradas e criar uma base para valores de
referéncia de anuros que vivem em condigdes sazonais semelhantes.

MATERIAL E METODOS
e Local do estudo, amostragem e periodo de avaliacao

Ao todo, foram sete campos noturnos para coletar os animais, entre os meses de junho
a agosto de 2022. Para o presente estudo foram avaliados 28 espécimes de Leptodactylus vastus
e 4 de Rhinella diptycha de vida livre oriundos da ARIE da Matinha do Pici na Universidade
Federal do Ceard, em Fortaleza-CE. A érea utilizada para a pesquisa possui uma grande
variedade de animais silvestres vivendo no local. O clima do local é considerado quente e
relativamente Umido, com chuvas esporadicas e com presenca de corpos d’agua. Os animais
foram capturados com o uso de pucas e sacos de pano, avaliados, microchipados e em seguida
soltos no mesmo local da captura. Ao todo, foram sete campos noturnos para coletar os animais,
entre 0s meses de junho a agosto de 2022. Os primeiros individuos microchipados foram
mantidos em quarentena no Nucleo Regional de Ofiologia da Universidade Federal do Ceara
(NUROF UFC), sob acompanhamento veterinario, para garantir que nao houvesse
complica¢Bes com a implante do microchip, além da observagdo do estado geral no momento
da avaliacdo clinica. Para microchipagem dos animais, foram utilizados nanochips de dimensao

1,25x7mm implantados no membro posterior direito, seguidos de selagem com metilacrilato.

e Avaliacdo clinica

A avaliacdo clinica dos individuos capturados a campo foi feita com o auxilio de uma ficha
clinica especifica para anfibios, adaptada de Whitaker e Wright (2019). Inicialmente o animal
foi identificado, utilizando a sigla Lv para Leptodactylus vastus e Rj para Rhinella diptycha
seguido da numerag&o por ordem de captura. Em seguida, foi anotado o local, data e horario da
captura. Foram mensurados a temperatura e umidade do ambiente, utilizando um
termohigrometro digital; descritos os microhabitats em que os individuos eram encontrados e,
por ultimo, o sexo e a idade do individuo (jovem ou adulto). Para sexagem dos anuros, foram
consideradas as caracteristicas externas de dimorfismo sexual das espécies, sendo elas tamanho
corporal, densidade muscular dos membros anteriores, e presenca de espinho nupcial em

polegar e regido peitoral nos machos (VAZ-SILVA et al, 2020).



Todos os individuos foram manuseados com luvas de nitrila, para evitar o contato da pele
com substancias irritantespresentes em algumas luvas convencionais (GREER et al., 2009,
FORZAN et al., 2017). Antes do exame fisico, foi realizada a biometria, mensurando o CRC
(Comprimento Rostro-Cloacal) e a massa corporal, com o auxilio de um paquimetro digital
(precisdo 0,01cm) e uma balanca digital (méximo 50009 preciséo 1g), respectivamente . No
exame fisico (Figura 01), foi avaliado o escore corporal do individuo, em “Caquético”,
“Magro”, “Normal”, “Sobrepeso” e “Obeso”, o estado geral do animal (“Normal” ou
“Debilitado”) e a postura (“Tipica” ou “Alterada”). Foi feita a inspe¢do do tegumento para
classifica-lo como “Umido” ou “Seco” e se apresentava lesdes. Além do tegumento, foi
inspecionado olhos, timpanos, cavidade oral e cloaca e registrado os achados na ficha clinica.
Foi aferida a temperatura cloacal, com termémetro de sonda metalica (-50 a 3000C precisao
0,10C) frequéncia cardiaca, com um doppler fetal 3MHz, e frequéncia respiratoria, através dos
movimentos gulares. A contagem dos batimentos cardiacos e movimentos respiratorios foram
observados e contados por 2 minutos, para melhor preciséo do valor.

Foram avaliados os reflexos proprioceptivos e reflexo de endireitamento sendo
classificados como “Normal” ou “Reduzido”. O reflexo de endireitamento ¢ um teste onde o
individuo € colocado em decubito dorsal e é cronometrado o tempo que ele retorna a postura
normal, a fim de avaliar se animais com alteraces clinicas apresentam dificuldade ou demora
para voltar a postura normal. A palpacgdo celomética também foi realizada para conferir se havia
corpo estranho, desconforto ao toque ou conteudo alimentar em trato gastrointestinal. Se o
animal apresentasse alguma alteracdo comportamental, também era registrado na ficha clinica.
e Auvaliacéo laboratorial

Para a colheita de sangue foi utilizada a técnica de transluminescéncia com lanterna de
led para visualizagdo da veia abdominal. O volume de 0,2 a 1,0ml foi coletado com seringas
heparinizadas,para evitar a coagulacdo. Foram utilizadas preferencialmente agulhas
hipodérmicas de 0,70x25mm, para evitar hemolise, durante a venopuncdo. O material coletado
foi utilizado para confeccdo de laminas de esfregaco sanguineo e mensuracdo de glicemia,
através de glicosimetro portatil Accu Check Guide. No esfregaco sanguineo foi feita a contagem
diferencial de leucocitos no aumento de 400x, contando 100 leucécitos e separando a
porcentagem de cada leucdcito dentro desse numero. Também foi feita a densidade de
eritrocitos no aumento de 400x, contando todas as hemacias em cinco campos contiguos da

monocamada do esfregago sanguineo e realizando a média dos valores obtidos (LAPS-UFC,



2021). Aproveitando a leucometria, foi analisado se havia presenca de células jovens, lise de
células, hemoparasitas ou inclusdes virais.

Foram preparadas duas laminas de esfregaco sanguineo de cada animal e uma foi corada
com pandtico rapido e outra com Wright ou Wright/Giemsa para avaliar qual coloracao
apresentava melhor visualizagéo das células. Foram confeccionadas laminas de ectoparasitas
encontrados nos animais para identificacdo e citologia de cistos e lesdes de pele observados
durante o exame fisico.

Todos os dados clinicos e laboratoriais foram tabulados e submetidos a estatistica
descritiva, com calculos de média, mediana e desvio padrdo. O estudo vai permitir criar uma
base para valores de referéncia de anuros que vivem em condi¢fes sazonais semelhantes.

e Aspectos éticos
O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo SisBio (no. 82318) e CEUA-UFC

(protocolo no. 9036080322) para as coletas de animais, procedimentos de manejo e avaliacédo
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Figura 01: Avaliag&o clinica dos anfibios capturados durante os campos e materiais utilizados

para o procedimento.

Obs.: A. Colheita sanguinea por veia abdominal ventral em L. vastus. B. Afericdo de batimentos cardiacos de um
L. vastus utilizando o doppler fetal. C. Inspecdo de cavidade oral de L. vastus com o auxilio de uma abre bico. D.
Pesagem de um R. diptycha que foi levado a quarentena.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Ao todo, foram feitos sete campos noturnos com 32 anuros capturados (Tabela 01), entre
0s meses de junho a agosto, com duracdo média de 4h. A equipe de campo foi constituida por
quatro membros que exploraram cinco regides diferentes da AIRE Matinha do Pici (Figura 02).
Em cada campo, foram capturados cinco espécimes, no minimo, examinados e tiveram uma
amostra de sangue coletada. O clima do local é considerado quente e relativamente imido, com
chuvas esporadicas. A média térmica registrada foi de 26.7°C com umidade relativa do ar em
torno de 72%. Durante as coletas alguns individuos jovens foram capturados, ndo apresentando

o dimorfismo sexual bem definido, impossibilitando a sexagem.

Tabela 01: Nimero de Leptodactylus vastus e Rhinella diptycha coletados em campo na AIRE Matinha do Pici,
divididos por espécie e sexo em seus respectivos pontos de coleta.

Leptodactylus vastus Rhinella diptycha
N° Macho | Fémea | Indefinido Macho | Fémea | Indefinido

Estacéo Pesca 9 4 4 - - - 1
Orquidéario 10 4 3 1 1 1 -
Banco do Brasil 1 - - - - 1 -
Alagado André 6 - 3 3 - - -
Furtado

DEAL 5 3 2 1 - - -
NUROF 1 - - 1 - - -
Total: 32 11 12 6 1 2 1

Fonte: Autoria propria, 2022.

DEAL

. Estac@o de pesca
Orquidario

. Alagado André Furtado
. Banco do Brasil

. NUROF UFC

W eavada do campus

OU s W -

Gt ds B 2012 Reakzag o CASMD

Figura 02: Mapa do Campus do Pici - Universidade Federal do Cear& evidenciando os pontos
gue foram coletados os animais em campo. Fonte: Guia dos bixos, 2012 (Adaptado).



Alguns dos primeiros individuos coletados foram levados a quarentena do NUROF-
UFC, a fim de se observar a permanéncia do microchip no local correto. N&o foram observados
sinais inflamatorios, nem clinicos nem a citologia. Nos campos posteriores, alguns individuos
ja avaliados foram capturados novamente e foi possivel confirmar com o leitor de microchip.
Estes, eram soltos para ndo repetir os resultados. O microchip além de evitar que o animal seja
avaliado novamente para a pesquisa, entra como uma ferramenta fundamental dessas espécies
silvestres. Animais com algum sinal clinico importante podem ser capturados novamente,
permitindo uma nova avaliacdo clinica da sua condicdo (BEATTIE, 2012; SCORTEGAGNA
etal., 2017).

Os primeiros passos da avaliacao clinica consistiram na mensuracao do CRC dos anuros,
pesagem, afericdo de temperatura cloacal e frequéncia cardiaca e respiratéria. A média de CRC
dos individuos foi de 127mm, com desvio padrdo de 23,64. Obtivemos um desvio padrdo
consideravel, mas esperado ja que foram coletados animais de varios tamanhos. Assim como o
CRC, o0 peso desses animais foi bem distinto, com peso médio de 291,509 e desvio padrdo de
127,04. A temperatura cloacal entre os anfibios do estudo foram bem parecidas, com
temperatura média de 26.9°C e desvio padrdo de 1,29. A frequéncia média cardiaca foi de
65bpm, com desvio padrdo de 16,40. Ja a frequéncia média respiratoria foi 96mpm, com desvio
padrdo de 19,37. Com os parametros registrados na avaliacdo clinica, foi tabelado o minimo e
maximo para cada espécime (Tabela 02). Para o manuseio dos animais, era utilizado luvas de
nitrilo por possuirem um papel fundamental na protecéo individual de possiveis patdgenos com
potencial zoonotico encontrados na microbiota dos individuos, como a Salmonella spp. e
Mycobacterium marinum (FORZAN et al., 2017).

Tabela 02: Dados clinicos dos individuos coletados em campo na AIRE Matinha do Pici, divididos por espécie

evidenciando o minimo e maximo de cada parametro.

Leptodactylus vastus Rhinella diptycha

min max min max
CRC (mm) 62 150 128 155
Peso (g) 25 487 290 560
Temp. Cloacal (°C) 25.3 29.1 25.9 30.5
FC (bpm) 35 108 80 98
FR (mpm) 66 136 42 92

Fonte: Autoria propria, 2022.

Os efeitos sazonais influenciam diretamente nos parametros fisioldgicos dos anfibios.
A oferta de alimento, clima, ambientacdo e outros fatores sdo determinantes para o
desenvolvimento dos individuos. Com os dados de 28 L. vastus, € possivel ter uma base dos
pardmetros dessa espécie que vivem em condi¢fes semelhante aos individuos estudados
(JUNIOR et al., 2006; KATZENBERGER et al., 2012; FORZAN et al., 2017). Em campo, ndo



foi possivel encontrar muitos R. diptycha impossibilitando mais informagdes clinicas sobre a

espécie.

Durante o exame fisico foi possivel observar que 80% dos animais coletados
apresentaram alteragdes clinicas. Na inspecdo de tegumento observamos formacdes de nédulos
puntiformes multifocais, despigmentacdo, lesdes de pele, area de cicatrizacdo e de eritema,
lesbes ulceradas e carrapatos do género Amblyomma sp. Sem o historico do animal, o
diagnostico das afeccGes encontradas necessitaria de exames complementares. Lesoes
nodulares, area de eritema e despigmentacao da pele podem ser indicativos de doencas fungicas,
bacterianas ou protozodrias. Para um diagnostico preciso, pode ser utilizada para orientar o
clinico, a microscopia, PCR (Reacdo em cadeia da polimerase), culturas fungicas e bacterianas.
Areas de eritema e lesdes ulcerativa em anuros geralmente estdo associadas & infecgéo
bacteriana, mas é necessario um diagnostico diferencial, pelo fato de poder estar associadas
também a micoses ou agentes toxicos do ambiente (DENSMORE & GREEN, 2007; FORZAN
et al., 2017). Os artropodes sd@o uma grande ameaca a salde dos animais por possuirem varias
especificacbes de hospedeiros. O género Amblyomma sp. € um carrapato comumente observado
nos anuros brasileiros. Além de ser um ectoparasita de animais em geral, estudos mostram que
uma grande quantidade de Amblyomma sp. esta infectada com Rickettsia bellii, intensificando
0 risco para hospedeiro (FACCINI & LUZ, 2013; HORTA et al., 2015).

No exame clinico, foi possivel observar alteracdes oftalmicas, producdo de conteudo
espumoso em orofaringe, petéquias e Ulceras orais, orofaringe edemaciada e eritematosa,
eritema emcoanas, apatia e auséncia de alguns digitos (Figura 03). O diagndstico de afeccOes
oftalmicas em anfibios é bastante dificil devido a escassa literatura sobre o assunto. Os anfibios
possuem a capacidade de regeneracdo da retina por conta de células tronco regenerativas
presentes na margem ciliar, entdo acredita-se que os problemas oftdlmicos desses animais se
autocorrigem (PEREIRA et al.,, 2020; BASTOS et al., 2022). Deve-se pensar em um
diagnostico diferencial para ranavirus, pois também é comum ver animais infectados com apatia
e lesbes orais, além de lesbes gastrointestinais. A regido de orofaringe de um dos individuos
estava com sinais de inflamacdo, o que pode ser resultado de uma esofagite causada por
ranavirus. Sem o historico do animal, é impossivel saber a causa da perda dos digitos vistos em
alguns individuos, Perdas de membros geralmente acontecem em brigas ou predacdo
(DENSMORE & GREEN, 2007; WHITAKER & WRIGHT, 2019; CIRIMBELLI etal., 2019).



Figura 03: Achados do exame fisico feito nos individuos capturados.

Obs.: A. Ulcera cutanea em regido do plano rostral em L. vastus. B. Regido de nasofaringe mostrando coanas
eritematosas em um L. vastus. C. Regido de Orofaringe de um L. vastus com eritema. D. N6dulo focal ulcerado
em regido de peitoral em um R. diptycha. E. N6dulo focal ulcerado em regido dorsal-caudal de um R. diptycha. F.
Foco enevoado dentro do globo ocular em um L. vastus. G. Presenca de um carrapato de sapo (Amblyomma sp.)
no membro posterior direito de um R. diptycha.

Com o sangue colhido dos individuos, foi aferida a glicemia, porém ndo foram
encontrados valores de referéncia para as espécies L. vastus e R. diptycha (Tabela 03). Foram
comparados os valores de glicemia entre individuos com e sem contetdo no trato alimentar a
palpacdo. Nos R. diptycha, todos os animais capturados ndo apresentaram contetdo alimentar
na palpacédo celomatica. Ja nos L. vastus, foi separado o resultado da glicemia de 11 individuos
que apresentavam contetdo alimentar dos 17 individuos que ndo apresentavam. O valor
glicémico médio do L. vastus que tinham contetdo alimentar foi 52mg/dL, com desvio padrdo
de 20,06, e valor medio glicémico dos que nédo tinham contetdo alimentar foi de 37mg/dL, com
desvio padrdo de 15,15.

Tabela 03: Niveis glicémicos minimos e maximos dos anuros capturados na ARIE Matinha do PICI evidenciando

a glicose (mg/dL) dos individuos com e sem contetido alimentar na palpacéo.

Leptodactylus vastus Rhinella diptycha
Com contetdo Sem contelido Com contetdo Sem conteldo
alimentar alimentar alimentar alimentar




min max min max min max min max
34 89 18 73 - - 35 41

Fonte: Autoria prépria, 2022,

Foi feita a leitura dos esfregacos sanguineos confeccionados para avaliar densidade de
eritrocitos e contagem diferencial de leucécitos (Tabela 04). Na leitura das laminas, foi
observado muitos individuos com eritroblastos no sangue periférico, hemacias jovens em
processo de mitose e presenca de Hepatozoon sp. tanto dentro das hemécias, quanto na forma
de merozoito vagando no meio extracelular (Figura 04). Também foi observado linfécitos e
trombdcitos reativos, microcitose de leucdcitos, indicios de panleucopenia e leucopenia,
presenca de contetdo fagocitado em eosinofilos e mondcitos, lise de hemécias e leucdcitos,

neutrofilos e mondcitos com nucleo descondensado, eritrocitos em anisocitose (Figura 05).

Tabela 04: Densidade de eritrdcitos e contagem diferencial dos anuros capturados na ARIE Matinha do PICI.

Leptodactylus vastus Rhinella diptycha

min max min max
Densidade de eritrocitos 88,4 506,8 60,6 369
(x10%)
Neutréfilos (%) 1 14 4 28
Linfécitos (%) 8 86 20 61
Basdfilos (%) 0 2 0 2
Eosindfilos (%) 9 85 27 64
Monocitos (%) 0 27 2 9

Fonte: Autoria propria, 2022,

Sem valores de referéncia para as espécies € dificil estabelecer o que seria fisiologico
para eles. Stockham & Scott (2002), mencionam que para criar valores hematol6gicos para uma
espécie é necessario coletar dados, de no minimo, 60 individuos saudaveis. Também menciona
que para anfibios ndo se deve extrapolar um valor de referéncia de uma espécie para outra.
Entretanto, a pesquisa permite ter uma base do que seriam os valores de referéncia para essas
especies de anfibios que vivem nas condi¢des ambientais de onde foram capturados. Algumas
laminas de esfregaco sanguineo apresentavam poucas hemacias por campo estava bem
reduzido. Os individuos que se encontravam nessas condi¢cGes apresentavam muitos
eritroblastos no sangue periférico ou presenca de Hepatozoon sp. A maturacdo e mitose dos
eritrocitos de anfibios no sangue periférico podem ser induzidas por fatores sazonais, anemias,

baixa oxigenacdo, lise das hemécias ou parasitas intracelulares, como o Hepatozoon sp.



(DAWSON, 1930; BOUHAFS et al., 2009; AKULENKO, 2012; GONZALEZ-MILLE et al.,
2019; GONZALEZ et al., 2019).

Mais de 40 espécies de Hepatozoon sp. ja foram registradas em anfibios no mundo e a
infeccdo ocorre apds os individuos se alimentarem dos mosquitos, do género Culex, infectados
pelos odcitos maduros do parasito. Esses oocitos maduros se instalam no figado dos anfibios e
se desenvolvem assexuadamente até que migram para os eritrécitos. Os gamontes infeciosos
presentes nos eritrocitos sao ingeridos por mosquitos hematéfagos ao se alimentarem do sangue
desses animais infectados e se instalam nos tubulos de Malpighi até maturarem 0s 00citos
(SMITH,1996; SHUTLER et al., 2009). Os hemoparasitas geralmente séo achados comuns em
répteis e anfibios, porém, quando encontrados em uma grande quantidade, podem debilitar o
animal. Com as hemolises causadas pelos varios parasitas circulantes no sangue, o animal tende
a entrar em um quadro anémico (GONZALEZ et al., 2019; COELHO, 2020). A infeccéo por

hemoparasitos e a anisocitose observada sugere possivel anemia regenerativa.
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Figura 04: Presenca de Hepatozoon sp. no sangue de L. vastus. Esfregaco sanguineo corado
em pandptico rapido. Aumento: 1000x. Fonte: Imagens cedidas pelo Laboratério Académico
de Patologia Silvestre. LAPS-Nurof UFC, 2022.

Obs.: A e B. Hepatozon sp. Multiplos gamontes intraeritrocitarios com aumento de volume e deslocamento do
nlcleo para a periferia (células hipercoradas e dep6sito de corante ao fundo). C. Hepatozoon sp. multiplos estagios
extraeritrocitarios (forma de merozoitos) e debris de hemacias rompidas ao fundo. D. Hepatozoon sp. - estagio
extraeritrocitario (*) e hemacia recém-rompida. Eritroblasto (**).



Os glébulos brancos predominantes nos individuos avaliados foram os linfocitos e
eosindfilos (Tabela 04). As proporcdes de leucdcitos permitem medir a fungdo imunolégica nos
animais. Os linfocitos em alguns anfibios séo os leucocitos mais predominantes, sem valor de
referéncia para Leptodactylus vastus e Rhinella diptycha, permite estipular que para esses
animais, os linfocitos também sdo os mais predominantes. Mas ndo se pode descartar
contaminacéo por linfa ou linfocitose. J& os eosinofilos séo células citotoxicas que possuem a
funcdo de estimular outros leucocitos a debelarem parasitas. E 0 aumento dessas células nos
individuos pode estar relacionada a infeccdo por Hepatozoon sp e os carrapatos encontrados
nos R. diptycha (EDWARDS, 1994; ALLENDER & FRY, 2008; SHUTLER et al., 2009).

Os linfacitos e trombdcitos reativos sdo sugestivos de atividade das células em reposta
a algum patdgeno circulante. Os individuos do estudo possuem sinais clinicos sugestivos de
micobacteriose, quitridiomicose, ranavirus que pode induzir a atividade dessas células
(GARCIA-NAVARRO, 2005; DENSMORE & GREEN, 2007). A panleucopenia e a
leucopenia nos individuos podem ter sido desencadeadas por algum processo infeccioso que
interferiu na producdo glébulos brancos pela medula (KURTZMAN et al., 1989; BREUER et
al., 1998).
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Figura 05: Esfregaco sanguineo de L. vastus evidenciando as alteracGes celulares em eritrécitos
e eosinofilos. Fonte: Imagens cedidas pelo Laboratério Académico de Patologia Silvestre.

LAPS-Nurof UFC, 2022.

Obs.: A. Eosin6filo com vacutolos fagocitarios no citoplasma. Panético, 1000x. B. Predominancia de hemacias
maduras. Eventuais hemécias com ndcleo de cromatina periférica. Anisocitose e pleomorfismo nuclear leve de
eosindfilos. Trombdcitos ativados (gigantes). Panético, 400x.

CONCLUSOES
O presente estudo conclui que a avalicdao clinica e os exames hematologicos sao
ferramentas fundamentais para o biomonitoramento de anfibios de vida livre. Permitindo
avaliar a condig&o clinica dos animais que residem na regido do estudo sob influéncia sazonal

do local. Ressalta-se a demanda por mais estudos nesta area de pesquisa, a fim de conseguir um



nimero maior de individuos para criar valores de referéncia para Leptodactylus vastus e

Rhinella diptycha que residem em condigdes sazonais iguais.
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GLOSSARIO

SisBio: Sistema de Autorizagéo e Informacdo em Biodiversidade
CEUA-UFC: Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara
bpm: batimentos por minuto

mpm: movimentos por minuto



ANEXO - Ficha clinica de anfibios

FICHA DE AVALIACAO CLINICA — ANFIBIOS (2022)

Id: Espécie: Procedéncia: Data/Hora coleta:
Sexo: CRC: Peso: Faixa etaria:
Localizagdo: Microhabitat

Macrohabitat Temperatura Umidade

CHECKLIST POR GRGAD / SISTEMA

Escore corporal 0O Caguético Omagre O Normal O sobrepeso [0 Obeso
Estado geral O Mormal O Debilitado

Postura O Tipica O Alterada

Tegumento O Umido Oseco  Olesdes

Temp clocal FC FR

Olhos (globo, cdmea, palpebra, reflexos, eritema, outros)

Timpano (integridade, outros)

Cavidade oral {mucosa, lingua, orofaringe)

Cloaca (secrecdo, restos de excreta, prolapso, outros)

Reflexos proprioceptivo O normal O reduzido

Reflexo de endireitamento O normal O reduzido

Palpagdo celomatica (edema abd, edema membros, volume estomacal, volume bexiga)

*NDN — Nada digno de nota / ALT — Alterado / NE — Ndo examinado / NA — Ndo se aplica
Observagdes

[Adaptado de Whitaker & Wright, 2019 IN: DIVERS, 5.0.; STAHL, 5. Mader's Reptile and amphiban medicine, Cap.89).



