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ABSTRACT

A wide ranges of biotic and abiotic variables influence parasitic infection patterns.
Therefore, each parasite-host system carries its own particularities and the
consequences of infection vary from one parasite-host system to another. Thus,
research on these systems are important for understanding the evolution of
parasitism as the evolutionary relationships between host and parasite species.
Plasmodium spp. Infections in lizard hosts shows a great variation in its patterns
which depends on multiple environmental and host individual factors. However,
available data in this field are scarce. In this work, we focused on Plasmodium
tropiduri tropiduri infecting Tropidurus torquatus in two populations. Our objectives
were first; assess infection patterns in terms of variation in prevalence, infection
intensity and how these parameters vary with other parasite infections. Second,
evaluate the malarial infection consequences on hosts by measuring parameters
as body condition, predation risk, hematological alterations and concomitant
consequences with other infections. We found three parasitic infections on T.
torquatus, P.t. tropiduri, a microfilariae infection (Onchocercidae sp.) and an
ectoparasitic species (Eutrombicula sp.). Spatial (locality) and temporal (season)
variables, host individual characters like age and co-infections (microfilariae)
defined P.t. tropiduri infection pattern. On the other hand, malarial infection was not
related to alterations on H.L ratio, body condition and risk predation parameters,
showing no effects on host fithess. Nevertheless, lizards with malaria showed
hematological alterations associated to anemia and immune response.
Concomitant effect with other infections were not evident but a possible facilitating
effect for P. t. tropiduri by microfilariae was detected. In conclusion, variation in
patterns of infections could depend on several abiotic factors and biological
processes, such as co-occurrence of infections, in this case, with microfilaria.
Although P. tropiduri does not seem to produce several negative consequences on
T. torquatus, infected hosts present hematological changes that may determine

costs and therefore can alter life and ecology of lizards.



Key Words: Co-occurrence, co-infection, lizard malaria, lizard hematology,

parasite, virulence.

RESUMO

Uma grande gama de variaveis bioticas e abioticas influenciam os padrdes
das infeccdes parasitarias, dando assim particularidades a cada sistema parasito-
hospedeiro. As alteracdes decorrentes da infeccdo variam de acordo com essas
particularidades, portanto, estudos relacionados a esses sistemas sao importantes
para o entendimento das relagdes evolutivas entre as espécies e a evolucdo do
parasitismo. As infec¢des por Plasmodium spp. em lagartos apresentam diversos
padrées que dependem de multiplos fatores relacionados aos hospedeiros e ao
meio ambiente. Porém, atualmente, os dados neste campo séo escassos. Neste
estudo, nos focamos no sistema Plasmodium tropiduri tropiduri infectando
Tropidurus torquatus em duas populacdes distintas. Os objetivos deste trabalho
foram, em primeiro lugar, avaliar o padréo da infeccdo de acordo com variacdes
na prevaléncia e intensidade e como interagem esses parametros em relacao a
infecgdes por outros parasitos. Em segundo lugar, avaliar consequéncias da
infeccdo para os hospedeiros a partir de medidas de condic&o corporal, risco de
predacao e perfil hematologico, como também efeitos concomitantes pelas co-
infec¢des. Encontramos co-infec¢cdes com uma espécie de Microfilaria
(Onchocercidae sp.) e uma de ectoparasito (Eutrombicula sp.). Variaveis espaciais
(localidade), temporais (temporada do ano), caracteristicas individuais dos
hospedeiros como idade, e co-infeccBes (microfilaria) determinaram o padréo da
infeccd@o por P. t. tropiduri. Por outra parte, a infeccdo malarica ndo esteve
relacionada a alteracdes nos parametros como condi¢ao corporal, risco de
predacéo e taxa H:L, ndo evidenciando uma reducéo no fitness dos hospedeiros.
Porém, houve mudancas hematoldgicas nos hospedeiros infectados por maléria,
essas alteracdes foram associadas com anemia e com a resposta imune do

hospedeiro. Efeitos concomitantes com as outras infecgdes ndo foram evidentes



mas detectamos um possivel efeito facilitador entre a infec¢éo por P. t. tropiduri e
a intensidade de microfilaria. Em concluséo, P. t. tropiduri apresenta um padrao de
infeccdo variavel que depende além de uma série de fatores abioéticos, de
processos biolégicos, um deles é a co-ocorréncia de infecgcbes, neste caso com
microfilaria. Apesar de que a infecgdo P. t. tropiduri ndo evidenciou graves
consequéncias negativas em T. torquatus, os hospedeiros infectados
apresentaram mudancas hematoldgicas que significam custos que podem

transcender e alterar a vida e a ecologia dos lagartos.

Palavras Chave: Co-ocorréncia, co-infeccdo, maléria em lagartos, hematologia,

virulencia.

INTRODUCAO

A variagdo da prevaléncia e a intensidade das espécies de parasitos no
tempo e no espaco, geralmente é um fato aceitado (Bensch & Akesson 2003,
Fallon et al. 2004, Poulin 2006). Fatores abiéticos como clima e paisagem, ou
bioticos, préprios da histéria de vida do parasito, interagem com variaveis como a
densidade de vetores ou densidade de hospedeiros, como também com suas
respostas imunes. O balance final da interacdo entre todas essas variaveis
determina o padréo da infeccédo, definido pelas variacdes em parametros como
abundancia, prevaléncia e intensidade dos parasitos nas populac¢des dos
hospedeiros (Poulin, 1998; Krasnov et al. 2006).

Adicionalmente, os parasitos de uma espécie podem variar no grau de
viruléncia e os hospedeiros podem apresentar resisténcia diferencial aos parasitos
entre as populagdes. Assim, as consequéncias do parasitismo variam entre as

populacoes.

As consequéncias do parasitismo involucram uma gama de respostas que

potencialmente podem exercer pressdes ecoldgicas e evolutivas nos hospedeiros



em diferentes niveis (Mgller 1997, Sol et al. 2000). Em nivel individual, o
parasitismo pode ter efeitos negativos como a diminuig&o do transporte de
oxigénio (Schall 1982), alteragéo na condig&o corporal, mobilidade e capacidade
para defender territérios, bem como as habilidades de competicdo, defesa e
comportamentos antipredador e reprodutivos (Price 1980, Schaal 1992, Schall &
Pearson 2000; Majlathova et al. 2010). Essas alteracfes prejudicam, portanto, o
fitness dos individuos, alterando interacdes inter e intraespecificas. Em nivel
populacional, os parasitos podem causar mortalidade diferencial entre sexos ou
entre as diferentes idades, o que pode alterar estrutura etaria da populacao e, em
maior escala, modular a distribuicdo das espécies nas comunidades e até mesmo
redefinir o fluxo de energia nos ecossistemas (Schall 1992, Poulin & Monrad
2000).

Por outro lado, os hospedeiros geralmente séo infectados por mais de uma
espécie de parasito (Telfer et al. 2010). Esses parasitos em co-infeccdo podem
interagir positivamente, neutral ou negativamente (Lainson et al. 2001, Seabloom
et al. 2015). Assim, uma espécie de parasito pode ter efeito nos padrées da
infeccdo de outros parasitos filogeneticamente distantes, como também podem
interagir e causar efeitos concomitantes nos hospedeiros (Seabloom et al. 2015).
Notavelmente, informacdes dessas interacdes sdo escassas ja que geralmente
tem se estudado as co-infeccdes de parasitos néo relacionadas filogeneticamente
como eventos independentes (Poulin 1998). Por tanto, avaliar o efeito das co-
infeccbes nos padrbes e consequéncias das infec¢des resulta importante para

entender como funcionam as comunidades de parasitos.

O género Plasmodium (lato sensu), constitui um diverso grupo de parasitos
hemosporideos transmitidos por insetos. Com cerca de 250 espécies que infectam
passaros, mamiferos e répteis (Eisen & Schall 2000, Chavatte et al. 2007), 90
delas usam apenas répteis como hospedeiros (Teldford 2008, Jacobson 2007). A

relacdo entre diferentes espécies do género Plasmodium e répteis constitui um



excelente modelo para estudos sobre ecologia evolutiva relacionada ao
parasitismo (Keymer & Read 1991; Schall 1996; Salked & Schwarzkopf 2005).

As diferentes interagcdes Plasmodium-réptil determinam diferentes padrdes
de infec¢éo, e por tanto apresentam consequéncias que vao desde casos
assintomaticos, sem efeitos nos lagartos hospedeiros, até efeitos com
consequéncias e custos importantes na ecologia do hospedeiro. Tem se conferido
gue a infeccdo malarica em repteis impde pressdes seletivas nos lagartos,
reduzindo seu éxito reprodutivo, alterando as interacdes intra e inter especificas e
modulando a distribuicdo de espécies nos ecossistemas (Schall 1982, Schall
1992, Schall & Pearson 2000). No entanto, informacdes a respeito das
consequéncias da infeccdo para o hospedeiro, e do padrao das infecbes em
répteis pelas diferentes espécies de Plasmodium e suas variagdes intra e
interespecificas, ou interacdes com outros parasitos no mesmo hospedeiro, sao
surpreendentemente escassas na literatura (Schall 1996, Bonadiman et al. 2010,
Zimmerman et al. 2010, Motz & Vardo 2014). Contudo, considera-se a importancia
de se realizar estudos em diversos sistemas Plasmodium-réptil para o
entendimento de questdes importantes, como a evolucéo da viruléncia (Schall
2002). A auséncia de conhecimento das consequéncias e custos de um parasito
especifico numa determinada espécie de hospedeiro, impede-nos de avaliar a

importancia do parasito como uma forga evolutiva (Price 2007, Bouma et al. 2007).

Além da variacdo do padréo de infeccdo entre populacdes, tem se referido
gue a prevaléncia e parasitemia de Plasmodium varia dentro das populacdes de
lagartos, por exemplo, os machos e os animais mais velhos geralmente sdo os
individuos mais infectados (Ayala 1976, Schall 1996). Por outro lado, para avaliar
as consequéncias da infeccao, tem-se usado estudos comparativos entre animais
infectados e néo infectados com malaria, nos quais as consequéncias patologicas
da infeccdo sao utilizadas para mensuracao da viruléncia (Schall 2002). Medidas
de diferentes parametros tém revelado consequéncias negativas geradas pela

infeccéo por Plasmodium spp, entre elas, diminuicdo na condi¢ao corporal (Schall



1996) e aumento do risco de predacao (Schall & Pianka 1980), como também
alteracdes hematoldgicas, que involucram aumento no nimero e alteracdo nas
proporcdes de leucdcitos, as quais podem estar associados com respostas
adrenais ao stress (Davis et al. 2008). Da mesma forma, tem se reportado
aumento no nimero de hemacias imaturas, o que pode estar associado com uma
possivel anemia (Dunlap 1993, Massey et al. 1996, Ricklefs & Sheldon 2007, Motz
& Vardo 2014).

Considerando que a presenca de co-infec¢ao pode alterar as
consequéncias e a variacao nos tracos da infeccdo malarica supracitados,
estudamos a infeccao por Plasmodium tropiduri tropiduri (Aragéao e Neiva 1909)
em duas populacdes do lagarto Tropidurus torquatus Wied-Neiwied, 1820
(Tropiduridae). Tivemos dois objetivos, em primeiro lugar, avaliar o padrao da
infeccdo por P. t. tropiduri a partir de medidas na prevaléncia e intensidade.
Avaliamos variacdes desses parametros com relagdo ao sexo, a idade, as duas
populacdes estudadas, clima e as diferentes temporadas do ano, tomando em

conta também a presenca de co-infeccdo com outros tipos de parasito.

O segundo objetivo, foi avaliar as consequéncias da infeccao por P.t.
Tropiduri e possiveis efeitos concomitantes com outros tipos de parasitos,
medindo a relacédo de parametros de condi¢éo corporal, risco de predacao e de

mudancas hematoldgicas dos hospedeiros com relacdo as infeccdes.

MATERIAIS E METODOS

Espécies de estudo

Plasmodium tropiduri foi descrito por Aragao e Neiva em 1909, em um dnico
hospedeiro, Tropidurus torquatus da regidao de Bicudos, no estado de Minas
Gerais. Posteriormente este parasito foi reportado no mesmo hospedeiro em
Goias, Bahia e Sao Paulo (Pessoa & Lopes 1963, Cairini 1941, Rocha & Silva e

Rodrigues 1974). Também fora do Brasil, essa espécie de parasito ja foi reportada



na Guyana (Telford,1973) e Venezuela (Scorza 1971a, Telford,1978) em T.
hipidus e em Mabuya mabuya (Lainson & Shaw 1969). Parasitos com formas
muito similares foram identificadas como P. tropiduri na Republica Dominicana,
Haiti, Jamaica, Panamé e Venezuela. P. tropiduri foi agrupada em 5 subespécies
por Teldford (2008). Assim, a espécie de estudo nesta pesquisa € P. tropiduri
tropiduri (Aragao & Neiva 1909, Telford 1979, Telford 2008). As medidas e
pranchas dos individuos usados para a identificacéo estao disponiveis no material

Anexo.

P. tropiduri tropiduri apresenta infeccdes eritrocitarias (em hemacias) e em
menor proporcao infecta também trombdcitos e linfocitos. Desta forma, em nosso
texto trataremos a presenca da infeccdo em geral (patente e sub-patente),
detectada a partir de diagnostico molecular como P. t. tropiduri. Entretanto, nas
analises por microscopia Optica analisamos os dois tipos de infec¢ao
separadamente, sendo que nestes casos nos referiamos a elas como P. t.
tropiduri vermelho ou P.t.v ao parasito encontrado em hemécias e como P. t.

tropiduri branco ou P.t.b & infec¢cdo encontrada em trombdcitos e linfocitos.

Tropidurus torquatus (Wied-Neuwied 1820) é um lagarto tropidurino diurno
e heliofilo de tamanho médio. Essa espécie é caracterizada por apresentar
escamas mucronadas, sendo as laterais do pesco¢o muito menores que as
dorsais adjacentes, com uma prega separando duas bolsas de acaros, de 2 a 3
areas com escamas granulares na regiao axilar e uma bolsa de &caros na virilha
igualmente revestida por granulos (Rodrigues 1987, Arruda et al. 2008). Esta
espécie apresenta dimorfismo sexual marcado pelo tamanho maior nos machos
com média de 101.86 cm (+ 13.81) enquanto que as fémeas medem em média
87.57 cm (x 11.09) e por apresentar coloragdes usualmente pretas na face ventral
da coxa e na aba anal (Pinto et al. 2005). Sua distribuicdo € uma das maiores
dentro do género, indo desde o Brasil central até o norte da Argentina (Arruda et
al. 2008, Ribeiro et al. 2009). Essa espécie tem sido verificada com atividade

Otima em temperatura corporal entre 30 e 38°C e temperatura ambiente entre 29 e



35°C (Kiefer et al. 2005). Este lagarto habita areas abertas e rochosas do Cerrado,
Mata Atlantica, areas arenosas costeiras e suas areas de transicao. T. torquatus &
uma espécie abundante e resiliente, podendo colonizar assentamentos humanos,
inclusive grandes cidades, sendo catalogado como uma espécie generalista de
micro-habitat (Rodrigues 1987, Ribeiro et al. 2009).

Area de estudo

As coletas foram realizadas em duas populacfes no estado de Minas
Geras, as quais foram escolhidas devido a sua abundéancia de calangos e por
apresentarem individuos infectados por malaria, o que foi determinado por um
estudo piloto realizado por nosso grupo. A primeira area situa-se no municipio de
Belo Horizonte (Latitude: 19°51'33.76"S, Longitude: 43°59'56.21"0), regido da
Pampulha, ao nordeste da cidade, dentro da regido metropolitana. A area
caracteriza-se por ser extensamente modificada pelo homem. Buscas ativas por
lagartos foram realizadas em terrenos baldios e em paredes das casas ou
condominios perto de lotes ou parques. O clima da regido € tropical com estacfes
seca e humida bem definidas, a temperatura média mensal variando entre 9 e
37°C, sendo a temperatura média anual em torno de 20°C. A precipitagdo anual foi
em torno de 1600mm.

A segunda localidade de estudo foi o Parque Municipal Cachoeira das
Andorinhas, no municipio de Ouro Preto (Latitude: 20°33'1.22"S, Longitude:
43°29'13.90"0), distante cerca de 70 km de Belo Horizonte. A area é caracterizada
pelas abundantes formacdes rochosas, em cujas interseccdes se formam buracos
e cavernas utilizadas como refugio pelos calangos. O clima predominante é
tropical de altitude, também sazonal, com uma estacao seca e fria e outra quente
e uUmida. A temperatura média mensal varia entre 9.1 e 26.4°C, sendo a
temperatura média e a precipitacdo anuais em torno de 18.3°C e de 1.552mm,

respectivamente.
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Figura 1. Mapa amostrando as duas localidades de estudo no estado de Minas
Gerais, acima em cor rosa (BH), a localidade na regido da Pampulha, bairro
bandeirantes, em Belo Horizonte. Em baixo, cor azul (OP), localidade no Parque

Municipal Cachoeira das Andorinhas, em Ouro Preto.

Amostragem

A coleta dos dados foi realizada entre dezembro de 2015 e dezembro de
2016, compreendendo 33 campanhas de coleta feitas ocasionalmente, de uma a
dois por més. Durante essas campanhas foram realizadas buscas ativas por
calangos entre as 9 e as 16 horas, sempre em dias em que a temperatura esteve
entre 20 e 38°C.

Os lagartos foram capturados usando uma vara de pesca com um né
corredico no final e foram mantidos em sacos de pano até serem analisados para
coleta dos dados. O sexo foi determinado observando o dimorfismo sexual entre
macho e fémea (os individuos sem dimorfismo e menores de 70mm foram
classificados como jovens). Foi registrado o status da cauda (intacta, ferida), ja
que é reconhecido como um indicador de risco de predacao (Schall & Pianka



1980), o comprimento rosto-cloacal (SLV, pelas siglas em inglés) foi determinado
como uma medida indireta da idade do lagarto e junto com o peso (g) foi usado
para calcular um indice de condi¢do corporal usando os residuos de um modelo
GLM entre as duas variaveis. Para obtencédo de sangue dos individuos, foi feita
puncédo da veia caudal utilizando uma agulha estéril de 0.30 x 13mm, sendo
coletados de 5 a 15 pL. Parte do sangue coletado foi armazenado em papel filtro e
mantido no freezer a -20°C, para ser utilizado em analises moleculares por
Reacao de Cadeia da Polimerase (PCR). Outra parte do sangue foi utilizada na
confeccao de esfregacos sanguineos, os quais foram utilizados para analise de
microscopia. Os lagartos foram marcados usando um codigo de cor com
borrachas de silicone para cabelo de diferentes diametros, segundo o método

descrito em Numes & Sousa (2012).

Todos os animais capturados foram examinados usando uma lupa com 30x
de aumento em busca de ectoparasitos e posteriormente foram liberados perto do
lugar da sua captura. O estudo foi feito baixo a licenca SISbio 51066-3, as

analises das amostras foram feitas no Laboratério de Malaria da UFMG.

Anélise microscépica

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados no campo, secos ao ar e
fixados com metanol absoluto. A coloracéo foi realizada em laborat6rio com
solucéo de GIEMSA a 10%.

Cada esfregaco foi examinado no microscépio de luz com aumento de
1000x em objetivo de imerséo, sendo visualizados 200 campos, comecando ha
borda da lamina, fazendo uma forma de “s”, para determinar presenca/auséncia e
a intensidade (nimero de hemacias infectadas em 15.000 hemacias) de P. t.
tropiduri. Os parasitos foram identificados usando a diagnose publicada por
Teldford (2008), as medidas foram tomadas com o software imageJ (medidas

disponiveis no material anexo).
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Além disso, ao analisarmos as laminas também buscamos outros
hemoparasitos, registrando a presenca e o total de parasitos nos 200 campos.
Fizemos uma andlise de leucdcitos usando apenas 0s campos que tiveram mais

de 15 hemécias numa camada fina (Davis et al. 2008).

Comparagfes de padrdes hematoldgicos entre animais infectados e ndo
infectados podem refletir alterac¢des fisioldgicas causadas por stress ou processos
inflamatorios. Para avaliar estes efeitos, usamos um contador de células manual
para registrar o numero de linfocitos, heterdfilos, mondcitos e trombdcitos até a
contagem de um total de 100 leucécitos. Também calculamos a relagéo entre
heterdfilos e linfocitos (H:L), cujo incremento tem sido associado com infeccao
(Davis et al. 2008). O numero total de leucoécitos e hemacias imaturas foi

determinado pela contagem de leucécitos em 10 campos.

Analise molecular

Todas as amostras foram submetidas na analise molecular, com o objetivo
de confirmar e identificar infec¢cdes sub-patentes, ou seja, presenca de
Plasmoduim em situacdes de baixas parasitemias, nas quais néo foi possivel a

deteccdo da infeccdo por microscépica Optica.

A extracdo do DNA a partir de sangue coletado em papel filtro foi realizada
segundo o protocolo descrito por Scopel et al. (2004) utilizando proteinase K
seguida de extracdo por fenol-cloroformio. Em seguida, as amostras de DNA
obtidas foram submetidas a PCR simples visando a amplificacdo da regido
altamente conservada do gene mitocondrial SSU, executada de acordo com Fallon
e colaboradores (2004). A PCR foi desenhada para Plasmodium spp. de aves,
porém, como a regido amplificada é altamente conservada da regido mitocondrial
SSU dos genomas do género, foi efetiva também para espécies de Plasmodium
infectando répteis. Os primers utilizados na reagdo foram 343F:
5’GCTCACGCATCGCTTCT3 e 496R:5GACCGGTCATTTTCTTTG3’. Na reacgéo

de amplificagdo, cada tubo recebeu 2 ul do DNA molde e 13 ul de tampao de

11



reacao contendo 10 mM Tris HCI, pH 8.5, 50 mM KCI; (PHONEUTRIA); 2.0-2.5
mM MgCI2; 200 uM dNTP; 0.5 U Tag DNA polimerase (PHONEUTRIA); 0.4mM de
cada iniciador e &gua ultra pura estéril. O programa do termociclador para
amplificacdo consistiu de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, seguida de anelamento a
62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e 10 segundos. A desnaturacao
inicial ocorreu a 94°C por 2 minutos. Seguiu-se a extenséo final a 72°C por trés

minutos, para finalizar, manutencéo da temperatura de 4°C.

O fragmento alvo da PCR possui 198 pb, os produtos das reacfes foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 6%, ndo desnaturante
em tampdo TBE-1X. Os geéis foram fixados em alcool etilico e acido acético,
corados por nitrato de prata e revelados em formaldeido e hidroxido de sédio
(Sanguinetti et al. 1994)

Analise de dados

Padrao da infeccao

Avaliamos o padréo da infeccao identificando as variaveis que influem
sobre a probabilidade de infec¢ao de P.t. tropiduri como também na intensidade
da infec¢do. Para isso, usamos modelos lineares generalizados (GLM): um com a
presenca ou auséncia de Plasmodium detectada com a analise molecular como
variavel dependente, outros dois com a presenca ou auséncia de cada tipo de
infeccéo (P.t.v, P.t.b) determinada microscopicamente, ou seja, infeccbes
patentes. Para a infeccdo em hemacias P.t.v, também foi testado um modelo com
a intensidade (nimero de parasitos em 15.000 hemacias) como variavel
dependente. As variaveis explicativas para os anteriores modelos foram o Sexo,
Idade (inferida a partir do SLV), localidade de coleta, precipitacdo e temperaturas
médias mensais (Os dados climaticos de Ouro Preto foram obtidos da plataforma

ACCUWEATHER http://www.accuweather.com/en/uy/uruguay-weather e os dados

de Belo Horizonte foram obtidos da estacéo climatica nessa cidade, usando a
plataforma INMET
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http://www.inmet.gov.br/sonabra/pg dspDadosCodigo sim.php?QTUyMO), a

temporada do ano (quatro categorias inicio chuvosa, final chuvosa, inicio seca e
final seca foram definidas de acordo ao instituto nacional de meteorologia inmet),
também foram adicionadas como variaveis explicativas a intensidade e

presenca/auséncia de outros tipos de parasitos.

Consequéncias da infeccao

As consequéncias da infecgéo por P.t. tropiduri e os possiveis efeitos
concomitantes com as co-infec¢des foram avaliadas usando um modelo GLM para
cada parametro. Assim, desenhamos um modelo para cada uma das seguintes
variaveis dependentes: indice de condicao corporal, status da cauda, nimero total
de leucadcitos e numero de hemacias imaturas. Como também a taxa H:L e as

porcentagens de linfocitos, heterdfilos, trombdticos, mondécitos e trombacitos.

O indice de condicao corporal foi obtivo a partir dos erros dum modelo GLM
entre o peso e o SLV, com distribuicdo gaussiana, foi testada a independéncia
entre os erros e 0 SLV para ter certeza de que a interferéncia do tamanho sobre o

peso foi eliminada.

Colocamos como variaveis explicativas categoricas a condicdo de infec¢ao
(infectado/néo infectado) por P. t. tropiduri e os dois tipos de infec¢cdo, como
também incluimos a presenca das outras infeccfes detectadas e suas
combinacdes (co-infecgdo). Como varidveis explicativas quantitativas colocamos a
carga de cada um dos parasitos. Sexo e localidade de coleta foram incluidas como

co-variaveis em todos os modelos saturados.

Todos os modelos GLM foram criados de acordo a distribuicdo de erros
mais adequada, posteriormente foram contrastados com modelos nulos e se
consideraram explicativos quando tiveram diferengas significativas acima do 95%.
Comecgando com modelos totalmente saturados e procurando o modelo adequado

minimo e com valores AIC (Siglas em inglés para o critério de informacéo de
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Akaike) e devianza mais baixos, respeitando-se o principio de parcimoénia,
simplificamos 0 modelo ao eliminar interacdes e variaveis explicativas ndo
significativas e unificando niveis dos fatores quando nédo tiveram diferencas.
Os detalhes dos modelos utilizados estao disponiveis no material anexo.

Todas as analises foram feitas usando R software (versdo 3.3.3).

RESULTADOS

Em total, foram avaliados 186 individuos, dos quais 99 s&o da populacao de
Belo Horizonte, sendo 39 machos, 44 fémeas e 16 jovens, e 87 individuos da
populacao de Ouro Preto, englobando 18 machos, 38 fémeas e 31 jovens. Dos
186 individuos, 48% estiveram infectados por Plasmodium (positivos na PCR).
Das amostras com malaria, a maioria (85%) teve intensidade baixa (<10
parasitos/15.000 hemécias), que possivelmente correspondem a infecbes crbénicas
(Rand et al. 1983, Schall 1996). A analise molecular teve 100% de concordancia
com a deteccdo microscopica, ou seja, todas as amostras positivas no
microscopio foram positivas na PCR. Por outro lado, a deteccéo de infeccbes sub-
patentes, diagnosticadas apenas pela PCR, permitiu estabelecermos uma
prevaléncia de 11% em lagartos capturados em Ouro Preto e de 62% naquelas

amostrados em Belo Horizonte.

Mais dois tipos de parasitos foram detectados nos animais avaliados. Uma
espécie de 4caro, que seguindo a descri¢cao feita por Brennan & Read (1974),
possui entre as caracteristicas diagnosticas: garra palpal tibial bifurcada, lamina
gueliceral em tricuspide e segmentacao das patas 7-7-7. Essa espécie de
ectoparasito pertence ao género Eutrombicula sp. (Trombiculidae), os quais séao
parasitos apenas no seu estagio larval e infectam um amplio espectro de
hospedeiros vertebrados, entre eles, varias espécies de lagartos tropidurinos

(Rocha et al. 2008). A prevaléncia total de Eutrombicula sp. foi de 31% (Tabela 1).
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Uma espécie de microfilaria (Fillaroidea) também foi detectada, apresentou
largura média de 2.9£0.6, e comprimento médio de 32.6+2.4, com bainha ausente
e borda anterior redondeada, borda posterior afinulada e alongada, esse
espécimen foi assignado a familia Onchocercidae, uma diversa familia de
nematodeos que produzem microfilaria e nos estagios adultos infectam todos os
tecidos de hospedeiros vertebrados (Anderson et al. 2009), este parasito apenas
foi registrado em hospedeiros da populagcéo de Ouro Preto e a prevaléncia foi de
13% (Tabela 1).

Tabela 1. Prevaléncias (porcentagem de individuos infectados no total de
individuos avaliados) para cada infeccédo encontrada nas duas localidades e
porcentagem de co-infeccoes.

A B C
P.t Eutrombicula
tropiduri* sp. Microfilaria A+B A+C B+C A+B+C
Belo Horizonte
(n=99) 29% 23% 0% 4% 0% 0% 0%
Ouro Preto (n=87) 69% 58% 18% 39% 14% 8% 6%

Letras correspondem a abreviagdes dos tipos de infecgBes e suas somas correspondem as
frequéncias de co-infecgBes. * Prevaléncia determinada com base no diagnostico molecular. Os
dois tipos de infec¢des, em hemacias ou trombdcitos, foram consideradas para defini¢cdo de
infeccdo por P. t. tropiduri.

Padrao da Infeccao

A prevaléncia média de P. t. tropiduri nas duas localidades foi na temporada
chuvosa. Porém, as variaveis climaticas como temperatura e precipitacdo nao
explicaram a variacao na prevaléncia detectada a partir de analise molecular
(infeccbes patentes e sub-patentes). Porém, a prevaléncia variou com relacdo as
temporadas, sendo particularmente alta no final da temporada chuvosa, com
reducdes significativas na taxa de individuos infectados nas outras trés
temporadas (coeficientes estimados: final seca -0.95 * 0.6, inicio chuvosa -
2.4+0.6, inicio seca -1.6+0.6). A prevaléncia de P.t. tropiduri para a populacéo de
Belo Horizonte foi de 29% enquanto para a populagéo de Ouro Preto foi de 69%
(Tabela 2). Assim, a probabilidade de infec¢ao, dependeu particularmente da
localidade (coeficiente estimado: 2.37 = 0.4). A infeccdo n&o dependeu do sexo
mas sim dependeu da idade dos hospedeiros (SVL) nas duas localidades
(coeficiente estimado Idade: 0.9+0.009), indicando que a idade € um fator que esta
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associado a maior chance de infeccédo. Assim, a probabilidade de um individuo
estar infectado por P.t. tropiduri se torna maior na medida em que o individuo

apresenta maior idade ou tamanho (Figura 1).

Tabela 2. Dados gerais da prevaléncia (% de individuos infectados em cada
categoria) para a infeccao por P. t. tropiduri (diagnosticada por PCR) e a
prevaléncia de cada um dos tipos de infeccao (detectados somente por analise
microscépica) assim como a intensidade media (I.m.) em cada sexo nas duas
localidades. As filas com cada localidade (Belo Horizonte e Ouro Preto) contém os
totais para cada uma.

Infeccao Prevaléncia Prevaléncia C. p. C. % Infecbes
(PCR) (P.t.v) (P.t.b) (P.t.v) p.(P.t.b) mistas
BH 29 12 1 1 2 0
Machos 38 15 2 2 2 0
Femeas 20 6 0 0 0 0
Jovens 31 25 0 0 0 0
OoP 69 49.4 6.8 6.8 2.5 8.13
Machos 77 55 22 11 1.5 11
Femeas 81 50 13 2.6 5 10.5
Jovens 48 41 16 9.6 2.6 6.4

As prevaléncias dos dois tipos de infeccao, P.t.b e P.t.v, foram diferentes
entre as duas localidades (Tabela 2), sendo a localidade de Ouro Preto aquela
com maior numero de individuos infectados. A infec¢éo por P.t.v foi mais
prevalente quando comparada com a infeccdo em trombdcitos por P.t.b. Ao avaliar
a prevaléncia dos dois tipos de infec¢des patentes, a probabilidade de infecgcdo em
hemacias dependeu da localidade e variou entre as temporadas. Por enquanto,
para a infeccdo em trombdcitos s6 variou em relacdo a localidade (coeficientes
estimados Ptv. Localidade: 2.43+0.4, final seca: -1.1+0.5, inicio chuvosa:-1.9+0.5,

inicio seca: -1.4+0.5. Coeficiente estimado Ptb, Localidade: 2.9+1).
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Figura 1. Presenca ou auséncia (1/0) de infeccao por P.t. tropiduri com relacdo ao
comprimento rostro-cloacal (SVL) de T. Torquatus nas populac¢des de Belo
Horizonte e de Ouro Preto. Linha preta corresponde a probabilidade de infecgcéo
com relacdo ao SVL (coeficiente estimado SVL: 0.9+0.009).

A probabilidade de infeccao por P. t. tropiduri ndo variou com relacdo a
presenca/auséncia e/ou intensidade das outras infec¢des detectadas. No caso das
infecgOes patentes, cada uma ocorreu independente da outra. O modelo com P.t.v
como a variavel dependente e a intensidade por microfilaria como uma das
variaveis explicativas, foram significativamente diferentes do modelo nulo
(ANOVA, microfilaria: p<0.05). Assim, criamos um modelo apenas com as
variaveis relacionadas as outras infec¢des explicando a probabilidade de infeccao
por P.t.v. Dessa forma, evidenciou-se uma relagéo positiva entre a presenca da
infeccdo P.t.v e a intensidade de microfilaria (coeficiente estimado, microfilaria:
0.6+0.1). Observou-se que os individuos com maiores cargas de microfilaria foram

aqueles infectados por P.t.v (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do niumero de microfilaria (Onchocercidae sp.) sobre a
presenca/auséncia (1/0) da infec¢@o P.t.v em T. torquatus. microfilaria (coeficiente
estimado, microfilaria: 0.6+0.1).

A intensidade de P.t.b (infeccdo em trombdcitos) foi muito baixa (Tabela 2),
de 1 até 5 parasitos por 15.000 hemacias analisadas, ndo permitindo observar
variagdo com relacéo as variaveis explicativas. A intensidade de P.t.v foi de 1 até
370 hemécias infectadas em 15.000 avaliadas, sendo a maior intensidade
verificada na localidade de Ouro Preto quando comparada a Belo Horizonte.
Entretanto, a maioria das infeccdes detectadas apresentaram baixa intensidade
(<10/15.000), sendo que apenas 11% das infec¢des detectadas apresentaram
intensidades superiores a 30 células infectadas/15.000 hemécias, todas elas na
populacao de Ouro Preto. Por tanto, a intensidade dependeu principalmente da
localidade, mas também teve variacdo entre as temporadas, apresentando um
padrao similar a prevaléncia, com valores mais altos na final da chuvosa e
diminuindo nas seguintes temporadas (coeficiente estimado, localidade: 3.6 + 0.3,
final seca: -1.14+0.4, inicio chuvosa: -1.17+0.4, inicio seca: -1.89+0.5). A
intensidade de P.t.v ndo dependeu da presenca/auséncia nem da intensidade dos

outros tipos de parasitos.
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Consequéncias da Infeccao

A condicao corporal de T. torquatus ndo variou em funcao da presenca ou
auséncia de infeccdo malarica. Igualmente, o numero de parasitos dos dois tipos
de infecgao de P. t. tropiduri n&o tiveram efeito sobre a condigdo corporal.
Também n&o houve evidéncia de efeito concomitante (interacéo entre as co-
variaveis) no caso das infecc6es multiplas com o ectoparasito Eutrombicula sp.
Nem com microfilaria Onchocercidae sp. Porém, a condi¢ao corporal variou com
relacdo a infeccéo por Eutrombicula sp. (coeficientes estimados Eutrombicula:
5+1.4).

N&o foi evidente o aumento no risco de predagao nos lagartos infectados
por P. t. tropiduri a partir da avaliagéo do estado da cauda. A proporc¢ao dos
diferentes estados de cauda foi similar em individuos néo infectados e infectados.

Verificou-se também proporcao similar entre o estado de cauda e 0 sexo.

O modelo testado para avaliar a variacdo na relacédo entre heterdfilos e
linfécitos, taxa H:L, ndo mostrou que H:L fosse influenciada pela presenca de P. t.
tropidruri nem pela intensidade dos dois tipos de infec¢édo, assim como também
ndo houve variacdo entre localidades e sexos. Porém, a taxa H:L foi influenciada
positivamente pela presenca da microfilaria Onchocercidae sp. (coeficiente
estimado microfilaria: 0.5 £0.1) e negativamente pela presenca de Eutrombicula

sp. (coeficiente estimado Eutrombicula sp.-0.4+0.1).

Ao avaliar cada tipo de leucécito separadamente, encontramos que 0s
heterdfilos ndo apresentaram diferencas com relacé@o a presenca P. t. tropidruri
nem com relacéo a intensidade dos dois tipos de infec¢do. A variacdo nas
proporcdes de heterofilos também teve relacdo & presenca de Eutrombicula sp.

(coeficiente estimado Eutrombicula sp 0.4+0.1).

Por outro lado, a proporcao de linfécitos foi influenciada positivamente pela

presenca de P. t. tropiduri (coeficiente estimado P.t. tropiduri: 0.8+0.06) e
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negativamente pela presenca de Microfilaria (coeficiente estimado Onchocercidae
sp.: -0.6£0.1). Observamos um aumento na proporc¢do de linfocitos com relacdo a
presenca de P.t. tropiduri. Porém, qguando houve co-infeccdo com microfilaria, os
niveis foram significativamente mais baixos quando comparados com o0s niveis
sem infeccéo. A infeccdo apenas por microfilaria também esteve associada a

reducdo na propor¢ao de linfocitos (Figura 3).
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Figura 3. Proporcéo de linfécitos em sangue de T. torquatus em relacéo as
infecgbes por P. t. tropiduri (P.t), microfilaria (Mic.), infectados pelos duos parasitos
(P.t. + Mic.) e sem infeccao (coeficiente estimado P.t. tropiduri: 0.8+0.06,
coeficiente estimado Onchocercidae sp.: -0.6+0.1). Os animais com a infeccao
malarica apresentaram um aumento significativo nas propor¢des de linfécitos.

A proporc¢ao de trombdcitos ndo variou entre 0os sexos, localidade ou tipo de
infeccdo. O modelo testado mostrou que a presenca de infeccdo malarica
influencia essas proporcdes negativamente, assim, os animais infectados com P.t.
tropiduri tiveram menor proporcao de trombdcitos (coeficiente estimado P.t.
tropiduri: -0.2+0-006).
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Figura 4. Variacdo na proporcéo de trombdcitos no sangue de T. torquatus
com relacdo ao estado de infeccao por P.t.tropiduri nas duas populagdes. Os
animais infectados apresentaram uma menor proporcao de trombdcitos
(coeficiente estimado P.t. tropiduri: -0.2+0-006).

O modelo criado para avaliar a variacdo na propor¢cao dos mondécitos com
relacdo as variaveis explicativas, mostrou que o numero de parasitos de P.t.v e
P.t.b influenciam positivamente essa proporc¢ao (coeficientes estimados P.t.v.:
0.1£0.06. P.t.b.: 0.1£0.03). O sexo foi uma co-variavel significativa (coeficiente
estimado Sexo Jovens: 0.3+0.01), sendo este efeito significativamente mais

marcado nos jovens comparados com os adultos (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da intensidade dos dois tipos de infeccéo de P. t. tropiduri na
proporcdo de mondécitos em sangue de T. torquatus. A linha vermelha corresponde
a P.t.v. Linha verde corresponde a P.t.b e a linha amarela a resposta na proporcao
de mondcitos em T. torquatus jovens. Pontos pretos representam T. torquatus
adultos, pontos marrons representam jovens. (coeficientes estimados P.t.v.:
0.1+0.06. P.t.b.: 0.1£0.03. Sexo Jovens: 0.3+0.01)

21



O total de leucocitos ndo variou com relacdo a infecgéo por P. t. tropiduri,
assim como néo teve relagdo com a presenca de nenhum outro parasito. Da
mesma forma, também néo se evidenciou efeito relacionado com o nimero

desses parasitos.

A variabilidade na quantidade de hemacias imaturas em relagéo ao estado
de infecc¢éo, foi explicada por um modelo com a intensidade de P.t.v como variavel
explicativa nas duas localidades (coeficiente estimado P.v.: 0.5£0.1). Além disso,
foi estatisticamente significativa a co-variavel sexo na localidade de Belo
Horizonte, j& que os jovens tiveram uma resposta significativamente mais alta

(coeficiente estimado Jovem:0.4+0.1. Figura 6).
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Figura 6. Efeito da intensidade da infeccdo em heméacias P.t.v em relacdo ao
namero de hemacias imaturas nas duas localidades estudadas (coeficiente
estimado P.v.: 0.5+0.1). Na populacéo de Belo Horizonte, o efeito foi maior nos
jovens (pontos e linha marrons) comparado com os adultos (pontos e linha preta)
(coeficiente estimado Jovem:0.4+0.1). Pontos pretos na Figura a direita
correspondem a todos os individuos.

Os valores e especificacdes dos modelos minimos adequados, estatisticamente

diferentes do modelo nulo, estdo disponiveis na tabela 3.
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Tabela 3. Contém os modelos minimos adequados para os modelos que foram
significativamente diferentes dos modelos nulos (p<0.05), em italico se apresenta
a variavel a avaliar nos modelos seguintes, os modelos se apresentam como
variavel dependente~variavel explicativa+co- variavel explicativa. Cada modelo
tem a distribuicdo dos erros mais adequada, seguido do coeficiente estimado do
modelo para cada varidvel explicativa e o erro padréo do coeficiente. Também se
apresenta o valor do estatistico do modelo (z,t) com o valor p correspondente,
valores significativamente diferentes de 0 foram considerados com um valor p

menor a 0.05. P/A= parecenca ou auséncia.
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Coef. Erro-
Modelo minimo adequado Dist. Erros Estimado padrdo estadistico Valorp
Probabilidade de infec¢do
P/A de P.t. tropiduri ~ Localidade+ldade+Temporada binomial
Localidade (OP) 2.37 0413 5.746  <0.00001
Idade 0.99 0.009 2.166 0.0303
Temporada (Inicio_Chuvosa) -2.49 0.604 -4.131 0.0000362
P/A de P.t.v ~ Localidade+Temporada binomial
Localidade (OP) 2.43 0411 5.906 0.0000035
Temporada (Inicio_Chuvosa) -1.92 0.553 -3.477 0.000507
P/A de P.t.b ~ Localidade binomial
Localidade (OP) 2.93 1.052 2.788  0.00586
Probabilidade de infecgdo vs. Co-infecgcoes binomial
P/A de P.t.v ~ intensidade Microfilaria
Microfilaria 0.624 0.119 1.952 0.04
Intensidade da infecgcdo por P.t.v
Numero de P.t.v~Localidade+Temporada Bin. Negativa
Temporada (Inicio_Chuvosa) -1.733  0.483 -3.586 0.000335
Localidade (OP) 3.612 0.379 9.533  <0.0001
Consequéncias da infec¢do
taxa H:L ~P/A Microfilaria+P/A ectoparasito quasibinomial
Sem infecgao por Microfilaria -0.584 0.247 -2.356 0.01958
Sem infeccdo por Ectoparasitos 0.430 0.158 2.723 0.00712
Proporg¢do Trombdcitos™~P/A P. t. tropiduri guasibinomial
Sem infeccdo por P. t. tropiduri 0.197 0.07 2.504 0.0132
Propor¢dao Mondcitos”Numero de P.t.v+Nimero de P.t.b.+Sexo quasibinomial
Resposta em T. torquatus Jovens 0.313 0.115 2.72 0.00718
Numero de P.t.b 0.080 0.03 2.202  0.02899
Numero de P.t.v 0.014 0.006 2.256 0.02533
Proporgao Heterofilos~“Ectoparasitos guasibinomial
Sem infeccdo por Ectoparasitos 0.243 0.105 2.3 0.0226
Proporgao Linfécitos~P/A P.t. tropiduri+P/A Microfilaria quasibinomial
Sem infecgdo por P. t. tropiduri -0.206 0.064 -3.192  0.00168
Sem infeccdo por Microfilaria 0.409 0.122 3.339 0.00103
Condigao corporal~Ectoparasitos Gaussiana
Sem infeccdo por Ectoparasitos 5.093 1.44 3.518 0.000574
Numero de Hemacias imaturas~”Numero de P.t.v+Sexo Poisson
Numero de P.t.v 0.514 0.2 -2.574 0.0117
Sexo(BH) 0.468 0.17 2.65  0.00957
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DISCUSSAO

A infeccao por P. t. tropiduri nas duas populacfes de lagartos exibiu um
padrdo com alta variabilidade na prevaléncia e intensidade. Além disso,
evidenciamos variacao desses parametros no nivel intrapopulacional
(jovens#adultos) e constatamos que a variagao nesses parametros nao depende
diretamente da sazonalidade e varidveis climéticas. Ja que fatores como co-
ocorréncias de outros parasitos podem alterar essas dinamicas. Por outro lado,
nao foi possivel determinar que a infeccao por P. t. tropiduri fosse altamente
virulenta, mas observamos alteracdes hematoldgicas que podem indicar resposta

imune desses hospedeiros a infeccao.

Padrao da infeccao

O padréo da infeccéo por P. t. tropiduri em T. torquatus mostrou variacao
em quanto a prevaléncia e a intensidade, esses parametros foram dependentes
principalmente de variaveis como localidade e temporada. Variacdo na prevaléncia
e intensidade de P. t. tropiduri entre as populacdes é evidente também ao
comparar os dados obtidos para os sistemas de P. t. tropiduri em diferentes
trabalhos j& publicados (Cairini 1941, Cordeiro 1975, Pessoa & Lopes 1963,
Teldford 2008). Em quanto as variacdes entre as temporadas, hdo encontramos
um padrao similar ao observado para 0 mesmo sistema por Cordeiro (1975) em
duas localidades proximas de Belo Horizonte. Esse trabalho identificou um
aumento nas taxas de infeccdo em periodos cujos indices de precipitacéo e
temperatura encontraram-se elevados, nosso estudo néo evidenciou associacao
entre a temperatura e a precipitacdo com a prevaléncia ou intensidade, mas
observamos variagdes entre as temporadas, independentes do clima. Os maximos
valores de prevaléncia e intensidade foram registrados apenas ao final da
chuvosa, diminuendo nas outras temporadas. Pode-se sugerir que essa
variabilidade no padrao de infeccéo entre as localidades e nas temporadas
corresponde a que diferentes processos biologicos sustentam a variagdo nesses

tracos, por exemplo a abundancia e variagado sazonal de vetores, taxa de
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transmissao, viruléncia diferencial em linhagens dos parasitos ou resisténcia dos
hospedeiros aos parasitos (Wood et al. 2007, Knowles et al. 2011, Grannath
2015). De fato, diferencias entre as taxas de infec¢des sub-patentes como as
observadas neste estudo, tem-se associado a uma estratégia de historia de vida
do parasito em resposta a diferentes taxas de transmissao (Perkins et al. 1998,
Vardo & Schall 2005). Isso pode explicar a baixa intensidade encontrada na
populacao de Belo Horizonte. Por outro lado, a menor taxa de infec¢des sub-
patentes em Ouro Preto, junto as altas prevaléncias durante todo o ano, indicam

uma taxa de transmissdo mais alta e estavel em comparacdo com Belo Horizonte.

O padrao de infec¢éo variou dentro das populacgdes, ja que a probabilidade
de infeccéo foi também explicada pela idade inferida a partir do tamanho dos
hospedeiros (SVL), ainda quando tem sido reportado que P. t. tropiduri apresenta
prevaléncias mais elevadas nos machos do que nas fémeas (Cordeiro 1975), o
que ndo é raro nas infec¢cdes malaricas em répteis (Schall 1996, Schall 2002). No
presente trabalho ndo foi observada uma susceptibilidade diferencial entre os
sexos, mas evidenciou-se que o estado de infeccéo pode definir-se melhor em
funcdo do tamanho do que pelo sexo, ja que o risco de infeccdo malarica aumenta
nos individuos maiores. Isso denota uma exposicao diferenciada, o que pode ser
um reflexo de que os individuos mais velhos tém mais tempo de exposicao a
infeccbes comparados com os mais jovens e de que a infec¢cdo malérica em
repteis é raramente eliminada do organismo (Rand et al. 1983, Schal 2002).
Outros sistemas Plasmodium-réptil apresentam um marcado declinio nas
prevaléncias dos animais maiores, aquele padrédo é associado a possivel
mortalidade nos lagartos mais velhos (Schall 1996, Schall 2002), esse padrdo néo

foi observado para o sistema P. t. tropiduri -T. torquatus.

Em quanto a intensidade de P.t.v, apenas variou em relacdo as duas
populacdes, a intensidade néo foi dependente da idade nem do sexo. Assim, 0s
casos de individuos com maior numero de parasitos, podem se dever a fatores

individuais dos hospedeiros e dos parasitos, CoOmo imunossupressao ou resposta
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imune insuficiente do hospedeiro, ou genotipos virulentos do parasito (Ayala 1976,
Schall 2002).

As diferentes combinacfes de co-ocorrencias dos trés tipos de parasito ndo
tiveram mais influéncia na probabilidade de infeccdo malarica (P. t. tropiduri, P.t.v
e P.t.b) do que a localidade, temporada e idade. Porém, ao avaliar a influéncia das
co-ocorrencias sobre a probabilidade de infec¢ao por P.t.v, houve uma relagéo
positiva entre a infeccdo malarica e a intensidade de infeccdo de Onchocercidae
sp., 0 que foi particularmente intrigante dado que a presenca de mircofilaria em
répteis geralmente é considerada como pouco patogénica, de influéncia neutra ou
inclusive benéfica (Mader 2006, Jacobson 2007). Pode-se indicar um possivel
efeito facilitador que favorece a infecg¢éo por P. t. tropiduri quando um individuo
porta altas cargas de microfilaria. Merece atencéo o fato de que a presenca de
P.t.v e ndo a presenca de P. t. tropiduri em geral (incluindo infec¢des néo
detectadas por microscopia) seja a variavel relacionada com a intensidade de
microfilaria, ou seja, o numero de microfilaria de Onchocercidae esteve associada
positivamente com a presenca da infecdo patente. Por tanto, estd associada a
infeccbes que apresentam atividade reprodutiva. Isso sugere que a infeccéo por
microfilaria pode suprimir os mecanismos imunes que limitam a infeccdo malarica
ao estado sub-patente. Essas observacfes merecem estudos experimentais a fim

de confirmar a influéncia de uma infec¢éo sobre a outra.

Os dois tipos de infec¢éo de P. t. tropiduri apresentaram tracos
diferenciados na prevaléncia e intensidade. Esses tragos sdo marcadamente
baixos em P.t.b confirmando uma limitagéo no recurso disponivel para esse tipo
de infecgdo, ja que o numero de células brancas € muito menor comparado ao
recurso disponivel para P.t.v, as hemacias (Schall 2002). P. t. tropituri em
trombdcitos ja foi reportado como pouco comum comparado a infecgdo em
hemacias (Pessoa & Lopes 1963, Scorza 1971a, Teldford 2008). Outras espécies
de Plasmodium tem sido reportadas infectando leucocitos, como P. mexicanum e
P. azurophilum (Ayala 1970, Ayala & Hertz 1981, Perkins 2000). P. mexicanum
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normalmente infecta hemacias e em infec¢cdes muito agudas foi observado em
leucdcitos (Ayala 1970, Jordan 1970), sendo os dois tipos de infeccdo em P.
mexicanum morfologicamente idénticos. Por outro lado, as infec¢cdes em
leucocitos por P. azurophilum foram constatadas como uma espécie monofiletica
diferente a espécie encontrada em hemacias (Perkins 2000). Teldford, (2008)
constatou diferencias morfologicas entre as duas espécies e nomeou a espécie
gue infecta leucoécitos como P. leucoyitica. No caso de P. tropiduri, Scorza (1971c)
evidenciou que a morfologia dos parasitos que infectam leucdcitos € idéntica
guando comparada aos parasitos encontrados em hemacias. Entretanto,
observamos que a presenca de P.t.b é independente da presenca e intensidade
de P.t.v, situacao diferente daquela observada para P. mexicanum. Inclusive
observamos a presenca dos dois tipos de infeccdo com baixas parasitemias como
também hospedeiros infectados apenas com P.t.b. A independéncia entre as dois
infeccbes ndo descarta que P. t. tropiduri possa ser composto por duas linhagens
geneticamente diferentes, porém, na atualidade ndo h& estudos moleculares que
possam solucionar este dilema (Teldford 2008) e essa questdo sera pesquisada

em nossos futuros trabalhos.

Em sintese, a variacdo na prevaléncia e intensidade de P. t. tropiduriem T.
torquatus dependeu da localidade, como também das temporadas do ano, com
independéncia das variaveis climaticas, isso sugere que esses parametros
dependem de diversas variaveis intrinsecas de cada localidade como a cobertura
e 0 substrato, paisagem e microclima, ou de variaveis bi6ticas, relacionadas com a
ecologia da transmissao (exposicdo aos parasitos, éxito de transmissao,
abundancia de vetores). Dentro das populacfes, a probabilidade de infec¢éo foi
explicada pela idade dos hospedeiros, por enquanto a intensidade néo teve
relacdo com a idade e possivelmente esteja relacionada com caracteristicas
proprias dos individuos (variacdes na resposta imune, nos genétipos, estresse ou

imunossupressao, resisténcia inata, etc).
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As co-ocorrencias entre diferentes tipos de parasitos podem ser um fator
importante que pode influenciar a prevaléncia e intensidade das infecgdes
malaricas, no caso do presente trabalho, foi a interacdo positiva entre a
probabilidade de infec¢ao por P.t.v e a intensidade da infecgédo por microfilaria
(Onchocercidae sp.). As dinamicas de essas co-ocorréncias sao pouco estudadas

e seu entendimento requer estudos experimentais focados nessas interacoes.

Consequéncias da infeccao

Avaliamos dois importantes parametros que poderiam ter dado evidéncias
de altos custos da infec¢éo no sistema estudado: a diminuigdo da condicéo
corporal e o aumento de risco de predacao. Dunlap & Mathies (1993) encontraram
evidencia de que a malaria esta associada a diminuicdo na condi¢ao corporal em
Seloporus occidentalis quando infectado simultaneamente por P. mexicanum e o
ectoparasito Ixodes pacificus. Nao obstante, no nosso sistema de estudo nao foi
evidente uma diminuicdo na condicdo corporal de T. torquatus com relacéo a
presenca ou intensidade de infecgéo por P. t. tropiduri, como também néo foi
evidente um efeito concomitante das infec¢des por microfilaria ou ectoparasitos. A
maléria em lagartos ndo necessariamente esta relacionada com a diminui¢éo na
condicao corporal dos hospedeiros. Igual ao observado no presente estudo,
espécies como P. floridense, P. azurophilum, P. tropiduri panamense e P. bali ndo
tem efeito sobre a condicéo corporal de seus hospedeiros (Rand et al.1983, Schall
1996, Schall & Pearson 2000, Schall 2002).

Da mesma maneira, a tendéncia reportada para lagartos Anolis gundlachi e
A. gingivinus infectados com Plasmodium spp. na América Central, onde animais
infectados tém uma taxa mais alta de injurias na cauda (Schall 2002), nao foi
observada neste estudo, indicando que o risco de predacao nao foi maior em

individuos infectados com P. t. tropiduri.

Por outro lado, nossos resultados indicaram consequéncias hematoldgicas

em T. torquatus associadas a infecdo malarica. Entre elas, o aumento na
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proporcao de linfocitos, o que ja foi observado como uma das consequéncias
relacionadas a infeccdo por P. mexicanum por Mcfarland et al. (2012),
constatando que esse processo esta relacionado a cronicidade das infecgdes.
Porém, essa resposta nao foi evidente nos casos de co-infeccdo com microfilaria.
Ainda nos casos de co-infec¢cdo com P. t. tropiduri, a infec¢@o por microfilaria
esteve associada a propor¢des de linfocitos baixas quando comparadas com as
proporcdes em animais sem infec¢do. Isso pode ser explicado porque a infec¢ao
por microfilaria esteve associada apenas a infec¢des patentes (P.t.v) que foram
detectadas na analise microscépica e ndo necessariamente estdo na etapa

cronica.

Dado o aumento na propor¢éo de linfocitos com relagdo a infecgdo por P. t.
tropiduri, e que nédo observamos aumento na proporc¢ao de heterofilos, ndo foi
possivel detectar o aumento na taxa H:L. Por outro lado, a infec¢do por microfilaria
esteve relacionada com um aumento na taxa H:L. Os parasitos filariais podem
diminuir a capacidade do hospedeiro para produzir células imunes (Chatterjee et
al. 2015, Clark et al. 2016) e por tanto, podem aumentar H:L. Assim, a infecgéo
por microfilaria pode alterar e deprimir as rotas imunoldgicas em aves (Clark et al.
2016), e se uma resposta similar ocorre em repteis, isso poderia explicar a relacéo
positiva com o P.t.v. Por tanto, é preciso considerar melhor o papel da infec¢éo
por microfilaria em répteis, ja que as dinamicas de co-ocorréncia sédo ainda
desconhecidas e existe evidencia de que as associa¢des ndo necessariamente
sdo positivas para todas as espécies de hemosporideos, e que podem ser

diferenciais inclusive com espécies do mesmo género (Clark et al. 2016).

A intensidade dos dois tipos de infeccao de P. t. tropiduri teve como
consequéncia 0 aumento na propor¢do dos monaocitos no sangue dos lagartos,
essa resposta é associada a resposta imune a infec¢cdes em repteis (Sykes &
Klaphake 2008, Bonadiman et al. 2010, Campbell 2015). O fato dos lagartos mais
jovens apresentarem uma resposta imunoldgica mais forte no nimero de

mondcitos com relacdo a intensidade de P. t. tropiduri pode ser explicado pelas
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possiveis diferencas ontogénicas na resposta imune dos lagartos, sendo que em
outros répteis ja fora observado que os individuos maiores, por estarem expostos
a uma maior quantidade de antigenos diferentes, podem apresentar maior
experiéncia imunologica, o que permite-lhes reconhecer e eliciar a resposta imune
humoral moderada quando comparados com os individuos jovens, que tem uma
robusta resposta imune inata (Ujvari et al. 2005, Zimmerman et al. 2010,

Zimmerman et al. 2016).

Detectamos um aumento no nivel de hemacias imaturas em animais
infectados coma intensidade de infec¢éo por P.t.v, essa tendéncia € geral nas
infeccdes malaricas em répteis (Schall 2002, Campbell 2015), esta em parte
relacionada a reducao no nivel de hemoglobina, causando anemia e, portanto,
afeta atividades sustentadas aerobicamente, como a distancia de corrida (Ayala
1970; Schall 1996, Mcfarland 2012, Schall 2002). E comum observar niveis mais
altos de hemacias imaturas em individuos jovens (Campbell 2015), por esta razao,
a relacdo hemacias imaturas-com a intensidade de infeccéo foi mais forte neste
grupo de individuos em Belo Horizonte, a qual teve maior proporcéo de individuos
jovens infectados. Essa patologia se relaciona também com a observacao da
reducado na proporcéo de trombdéticos nos animais infectados por P.t. tropiduri,
dado que trombocitopenia também tem sido relacionada com anemia (Claver
2005). De fato, trabalhos experimentais tém demostrado que P. t. tropiduri pode
causar anemia severa em T. torquatus infectados artificialmente em laboratério
(Scorza 1970b, Jacobson 2007). O aumento de hemacias imaturas, foi
particularmente relacionado com as infec¢cfes patentes em heméacias P.t.v, ja que
esse tipo de infec¢do causa destruicdo de hemacias, enquanto P.t.b parasita

trombadcitos e, por tanto, ndo tem influéncia no nimero de hemacias imaturas.

Né&o foi detectado um aumento no numero total de leucocitos. Essa
resposta, da mesma forma que a redug¢éo em H:L, tém sido reportada como
consequéncia da infec¢do e evidencia um processo inflamatério em resposta a

uma patologia que involucre um alto estresse nos hospedeiros (Schall 2002, Davis
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et al. 2008, McFarland et al. 2012, Campell 2015). Ainda assim, as alteracoes
hematoldgicas evidenciadas aqui, podem refletir respostas imunes para as
infec¢des cronicas (aumento na proporcédo de linfocitos) como para as infecgdes
ativas (aumento na propor¢cao de mondcitos, no numero de hemacias imaturas e
diminuicao na proporcédo de trombdcitos) e devem influenciar as dinamicas das
infec¢Bes parasitarias (Motz & Vardo 2014), como também podem representar um
custo fisiol6gico ao hospedeiro.

N&o encontramos evidéncias que sugiram que a infec¢do natural por P. t.
tropiduri induza uma reducéo no fitness do hospedeiro T. torquatus. As infeccdes
maléricas em lagartos ndo se caracterizam por uma alta viruléncia em termos de
mortalidade ou efeitos patoldgicos notérios. Desta forma, a infeccéo por
Plasmodium pode ter efeitos sub-clinicos que conseguem afetar a ecologia do
hospedeiro. Por exemplo, P. azurophilum infectando Anolis tem sido indicado
como uma espécie ndo virulenta (Schall 2002), mas sabe-se que este parasito
pode mediar a competicao interespecifica entre seus hospedeiros (Schall 1992).
Em contraste, P. mexicanum, referida como a mais virulenta das espécies de
Plasmodium infectando lagartos (Schall 2002), ndo parece apresentar uma alta
mortalidade nos seus hospedeiros S. occidentalis em infec¢des naturais, mas
pode provocar alta mortalidade em estudos de laboratorio (Eisen & Schall 2000).
P. t. tropiduri, da mesma forma que P. mexicanum, pode induzir anemia severa e
aumentar a taxa de mortalidade de T. torquatus em laboratdério (Scorza 1970Db,
Cordeiro 1975), sugerindo que a infeccéo pode tirar vantagem da
imunossupressao do lagarto causada pelo stress do cativeiro e causar a sua

morte.

Em concluséo, P. t. tropiduri n&o altera a condi¢géo corporal nem aumenta o
risco de predacéo de T. torquatus, mas causa alteracdes na hematologia
associadas a anemia e a resposta imune, 0 que pode significar um custo para o
lagarto. A intensidade desse custo e a consequente reducédo no fitness causada

pela infeccdo malarica requer mais estudos sobre os efeitos no comportamento,
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reproducdo, mortalidade na natureza e éxito de forrageio, assim como efeitos na
fisiologia do lagarto como consumo de oxigénio e variagdes em testosterona,
glicose e temperatura corporal, etc. Nao observamos efeitos concomitantes entre
os trés tipos de infeccéo avaliados, aparentemente cada infeccéo gera
consequéncias independentes no hospedeiro, por exemplo, os efeitos do
parasitismo de Eutrombicula sp. Podem-se considerar independentes das outras
infeccBes. Porém, observamos que algumas consequéncias de infecgbes ndo
relacionadas podem facilitar indiretamente o desenvolvimento de outros tipos de

infeccdo, como no caso da infec¢ao por microfilaria facilitando a infeccdo malarica.
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Material anexo

Identificacdo morfolégica de Plasmodium t. tropiduri

P. t. tropiduri foi identificado por apresentar geralmente posigéo polar na
hemé@cia e raras vezes lateropolar, sem causar maior distor¢do no nucleo. Seus
esquizontes possuem nucleos em forma de roseta ou leque, com o pigmento em
posicdo central ou polar, respectivamente. O nimero médio de merozoitos foi de
9, sendo 0s merontes pequenos e usualmente de corpo alongado, com média de
6.84 pm x 4.3 um (largura x comprimento). A relagédo do tamanho do meronte e o
ndcleo da hemacia hospedeira foi de 0.40 um a 1.6 um. Os gametocitos em geral
foram ovoides e mediram em média 6.9 um x 4.8 um. Tamanho do gametdcito
relativo ao nucleo de hemacia infectada foi desde 0.06 a 1.6 e nucleo normal
desde 0.7 a 1.6. Gametdcitos ndo diferiram em forma ou dimensdes entre 0 sexo
ou fase da infecdo, essas caracteristicas coincidem com a descricdo de P. t.
tropiduri de acordo a Aragéo & Neiva 1909, Teldford 1974 e Telford 2008 (Tabela
1, Figura 1). As formas encontradas no interior dos trombdcitos ndo tem
pigmentacdo e os merontes apresentam em média 18 merozoitos, quando
maduros mediram até 8 um x 5 pum (largura x comprimento) e causaram

deformacéo da célula hospedeira.

Tabela 1. Medidas de P. t. tropiduri (n=90). L= largura, C=Cumprimento, T.R.
tamanho relativo ao nucleo de hemécia infectada e nédo infectada (média + desvio
padrdo, pum)

Cumpriment Area T.R. TR.
Largura o (LxC, Hemacia Hemacia
(um)  (um) um?) L/C  Infectada nao infectada
0.9—2.
Merontes 45-10 3.4-7 15—52 6 0.84£0.2 0.9+0.01
Macrogametocitos 5—9 3—6 18—46 1—2.3 0.88+0.3 0.88+0.3
0.8—1.
Microgametdcitos 5—10  3—7 24—47 7 1.1+0.3 1.2+0.4
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Figura 1. P. t. tropiduri observados em T. torquatus. A e B, trofozoito, C e D,
merontes em forma de leque e roseta, respectivamente. E e F, macrogametdcitos,
G, microgametdcito, H meronte em trombacito.
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