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RESUMO

CHIARIELLO, T. M. Diversidade de protozoarios intestinais em aranha-
armadeira (Phoneutria nigriventer, Keyserling 1981). [Intestinal Protozoan
Diversity in Armed Spiders (Phoneutria nigriventer, Keyserling 1981)]. 2021. 50 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2021.

O filo Arthropoda compreende aproximadamente 85% das espécies animais ja
descritas. Dentro deste filo a classe Arachnida inclui invertebrados de grande
importancia, devido a transmissédo de doencas e aos acidentes por envenenamento.
Aranhas do género Phoneutria sp., popularmente conhecidas como aranha-
amadeira, sdo aracnideos de interesse médico pertencentes a familia Ctenidae.
Exemplares destas aranhas sé@o recebidos, quarentenados e mantidos em cativeiro
no Biotério de Artrépodes do Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil, com o objetivo de
extrair 0 seu veneno para posterior producdo do soro antiaracnidico. Foram
analisadas em microscopia Gtica, amostras de fezes de 509 Phoneutria nigriventer,
destas, 131 (25,73%) apresentaram infeccao por protozoarios. As amostras positivas
ao exame parasitologico foram submetidas a extracdo de DNA e reacgbes de
amplificacdo (PCR), resultando em 80 amplificadas, purificadas e sequenciadas. 17
sequéncias foram obtidas e analisadas por BLAST. Cinco amostras foram
identificadas como Colpoda steinii, uma como Colpoda aspera, uma apenas pelo
género Colpoda sp. e uma identificada como “organismo ciliado”. Quatro amostras
foram identificadas como Parabodo caudatus, duas como Urostipulosphaera sp.,
uma como Helkesimastix sp. e uma como um protozoario euglendide. Uma amostra
sequenciada foi identificada como uma alga pertencente ao género Laurencia sp. A
presenca de sinais clinicos e outros eventos foram observados em 17 aranhas, e
entdo associados ao resultado do sequenciamento.

Palavras-chave: Protozoarios. Phoneutria nigriventer. Parasitas. Aranhas.

Caracterizacdo molecular.



ABSTRACT

CHIARIELLO, T. M. Intestinal Protozoan Diversity in Armed Spiders (Phoneutria
nigriventer, Keyserling 1981). [Diversidade de protozoarios intestinais em aranha-
armadeira (Phoneutria nigriventer, Keyserling 1981)]. 2021. 50 f. Dissertag&o
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

The phylum Arthropoda comprises approximately 85% of the described animal
species. Within this phylum, the class Arachnida comprises some invertebrates of
great importance, due to the transmission of diseases and to the risk of human
envenomation. Spiders belonging to the genus Phoneutria sp., popularly known as
armed-spiders, are arachnids of medical importance of the Ctenidae family. These
animals are received, quarantined and maintained in captivity at the Biotério de
Artrépodes of the Instituto Butantan, Sado Paulo, Brazil, with the aim to extract its
venom for the production of the anti-arachnid serum. 509 Phoneutria nigriventer
feaces samples were analyzed in optical microscopy, being 131 (25.73%) positive for
protozoan. The positive samples were subjected to DNA extraction and amplification
reactions (PCR), where 80 samples were amplified, purified and sequenced. 17
sequences were obtained and analyzed by BLAST. Five sequences were identified
as Colpoda steiini, one as Colpoda aspera, one belonging to the genus Colpoda sp.
and one as ‘“ciliated organism”. Four sequences were identified as Parabodo
caudatus, two as Urostipulosphaera sp., one as Helkesimastix sp. and one as a
Euglena-like protozoan. One sequenced sample was identified as an algae belonging
to the genus Laurencia sp. The presence of clinical signs and other events was
observed in 17 spiders, and then associated with the sequencing results.

Keywords: Protozoa. Phoneutria nigriventer. Spider. Parasites. Molecular

caracterization.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aranhas-armadeiras (Phoneutria Perty 1833)

Aranhas sdo animais pertencentes a um grupo diverso, conquistaram ambiente
terrestre e aquatico com exce¢do do mar, habitando desertos, regides temperadas,
tropicais e suportando diferentes gradientes de temperatura e umidade (FOELIX,
1996; VOLLRATH, 1999). A grande capacidade adaptativa que apresentam tornam
as aranhas abundantes, sendo encontradas em todos 0s continentes, exceto o
Antartico (FOELIX, 1996; BRESCOVIT et al., 2004). Pertencem ao filo Arthropoda,
classe Arachnida e ja foram descritas mais de 47.000 espécies, sendo a maior
diversidade concentrada nas regides tropicais e subtropicais (CODDINGTON e LEVI,
1991; PINEDA etal., 2014).

A ordem Araneae é considerada o0 sétimo maior grupo em diversidade de
espécies do filo Arthropoda, precedida apenas pela ordem Acari e cinco ordens de
insetos (PARKER, 1982). As aranhas s&o importantes predadores terrestres,
reconhecidas como agentes eficientes no controle biolégico de pragas na agricultura
e de insetos transmissores de doencas (CODDINGTON e LEVI, 1991). Sdo animais
invertebrados que periodicamente realizam trocas de uma cuticula quitinosa que
funciona como um exoesqueleto rigido; possuem um corpo subdividido em
prossoma (cefalotorax) e opstossoma (abdémen), quatro pares de pernas, e um par
de pedipalpos (RUPPERT e BARNES, 1996; MCGAVIN, 2013).

A maior parte das aranhas apresentam duas glandulas de veneno, e um par de
queliceras, utilizadas para a inoculacdo da toxina, porém, apenas algumas espécies
possuem veneno ativo no homem, sendo raros acidentes com o6bitos (LUCAS,
1987). No Brasil, as espécies de interesse em saude, ou seja, que causam acidente
importante ao homem pertencem aos géneros Phoneutria Perty 1833, Loxosceles
Heinecken e Lowe 1835 e Latrodectus Walckenaer 1805, todos sendo parte da
subordem Araneomorphae (LUCAS, 1987).

Aranhas do género Phoneutria pertencem a familia Ctenidae, subordem
Labidognatha, ordem Araneidae. Sao popularmente conhecidas como aranhas
armadeiras devido ao display de defesa adotado quando se sentem ameacadas, no
qgual o animal se levanta apoiada nas pernas traseiras erguendo suas quatro pernas

dianteiras (PEIGNEUR, 2018). Estdo presentes desde a regido sul da Ameérica
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Central (Costa Rica) até a América do Sul (BUCARETCHI et al., 2000; PEIGNEUR,
2018). No Brasil, 0 género Phoneutria esta distribuido em diversas regides, e séo
conhecidas cinco espécies: Phoneutria fera Perty 1833 (Amazonas), P. nigriventer
(Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana,
Santa Catarina, e Rio Grande do Sul), P. reidyi Pickard-Cambridge 1897 (Amazonas,
Pard e Roraima), P. keiserling Pickard-Cambridge 1897 (Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), P. pertyi Pickard-
Cambridge 1897 (Rio de Janeiro) (Bento, 1996).

S&o animais populares devido a sua abundancia em determinadas regides, pela
alta adaptabilidade que possuem e pela toxicidade de seu veneno, considerada em
alguns paises da América do Sul problema de saude publica (VALERIO, 1982;
FLOREZ et al., 2003; ANTUNES e MALAQUE, 2004). O género é caracterizado pela
disposicdo dos olhos em trés fileiras (2 — 4 — 2), e pela presenca de uma densa
escopula localizada no lado interno dos pedipalpos (LUCAS, 1987; SILVA, 2011). Os
animais adultos possuem aproximadamente trés centimetros de comprimento total
do corpo, porém podem atingir até 15 cm em extensdo das pernas (LUCAS, 1987).
Assim como as demais aranhas da familia Ctenidae, as aranhas armadeiras
apresentam habito errante e noturno e s&o encontradas facilmente forrageando a
vegetacdo (HOELER e BRESCOVIT, 2001).

As aranhas armadeiras sao responsaveis por grande parte dos acidentes
araneidicos no Brasil, sendo o principal agente causador em varias areas
(MINISTERIO DA SAUDE, 1998; ANTUNES e MALAQUE, 2004). Em 2020 foram
registrados 4.763 acidentes com aranhas no Estado de Sao Paulo, e 32.859 no
Brasil em 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; DIVISAO DE ZOONOSES/CVE,
2020). Dentre os acidentes notificados no Brasil em 2013, 36% foram causados por
aranhas deste género, sendo a espécie Phoneutria nigriventer a principal
responsavel (BENTO, 1996; MALAQUE, 2014). No Estado de S&o Paulo,
aproximadamente 60% dos acidentes araneidicos sdo ocasionadas pela espécie
Phoneutria nigriventer (LUCAS, 1988).

Acidentes com Phoneutria sp. foram descritos também na América Central,
Europa devido a importacdo de bananas do Brasil, Colébmbia, Equador e Guatemala,
na Argentina, sendo neste Ultimo comuns em funcionarios de empresas
importadoras de frutas (BURCHEL, 1953; SCHIAPELLI e PIKELIN, 1966; GRISOLIA,
1976; ANTUNES e MALAQUE, 2004). No Uruguai, a introducdo destas aranhas
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parece ter ocorrido através do transporte de bananas provenientes da zona rural do
litoral de S&o Paulo (SIMO, 1984). Sdo animais sinantropicos frequentemente
associado a habitacdes humanas como resultado de acumulo de lixo, que atrai
insetos, a presa natural destas aranhas (RAMOS et al., 1998). Apesar de ndo haver
indicios de domesticacdo para esta espécie, estas aranhas podem acidentalmente
entrar em casas, um comportamento que ocorre geralmente com os machos adultos
no periodo de acasalamento, entre os meses de Abril a Julho (RAMOS et al., 1998).
A maior frequéncia dos acidentes ocorre entre os meses de mar¢o a maio, quando
0S machos estdo mais ativos em busca das fémeas (COELHO e GONCALVES,
1993).

O veneno da aranha armadeira € um composto complexo de proteinas, enzimas
e peptideos, incluindo neurotoxinas que agem nos canais ibnicos e
quimiorreceptores do sistema neuromuscular de invertebrados e mamiferos
(RICHARDSON et al., 2006; DINIZ et al., 2018). O sintoma mais frequente causado
pela acdo do veneno de Phoneutria sp. € dor local imediata, geralmente de
intensidade elevada. Também podem ocorrer no local da picada edema, sudorese,
eritema, parestesia e fasciculacdo muscular. Além das manifestacfes locais,
agitagdo, taquicardia, hipertensdo, sialorréia e vomitos sdo indicativos de efeitos
sistémicos (DINIZ et al., 2018). Em casos mais severos, que ocorrem geralmente
com criancas, foram descritos priapismo, vomitos profusos, bradicardia, diarreia,
hipotensdo cardiaca, arritmia, edema pulmonar agudo e choque (BUCARETCHI et
al., 2008; DINIZ et al., 2018).

Devido ao grande nimero de acidentes no Brasil, e a periculosidade do agravo, o
Ministério da Saude disponibiliza gratuitamente através do sistema uUnico de saude
(SUS), o soro antiaracnidico, produzido a partir dos venenos de aranhas-marrom
(Loxosceles gaucho) aranhas-armadeiras (Phoneutria nigriventer) e escorpido-
amarelo (Tityus serrulatus). Este soro polivalente é indicado para o tratamento do
loxoscelismo, foneutrismo e escorpionismo. O soro antiaracnidico € produzido pelo
Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil, e para isso, centenas de aranhas-armadeiras
sdo mantidas em cativeiro no Biotério de Artrépodes para que tenham seu veneno

extraido para posterior producao do soro.
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1.2 Parasitismo em aranhas

A definicdo de parasitismo € ampla, e varia de acordo com o tipo de relacao
de dependéncia entre o parasita e 0 hospedeiro. Parasitas sdo definidos como
qualquer forma de vida, ou qualquer composto organico capaz de se multiplicar, que
possui seu nicho ecolégico em outra forma de vida, durante pelo menos um periodo
especifico de seu ciclo. Muitos parasitas sdo considerados inofensivos e até
necessarios para seu hospedeiro (ARAUJO et Al, 2003). Diversos estudos
parasitolégicos ja foram realizados em diferentes espécies de aranhas em vida livre,
com grande énfase aos parasitas cavitarios como nematoides pertencentes a familia
Mermithidae, e insetos parasitoides como moscas e vespas (VANDERGAST e
RODERICK, 2003; IDA e HASEGAWA, 2003; BIBBS e BUSS, 2012). Tais estudos
ainda contemplam diversas espécies de caranguejeiras devido a importancia dessas
aranhas como animais de estimac&o em diversos paises (PIZZl, 2009). Acaros s&o
frequentemente encontrados em aranhas, porém as utiizam como meio de
disperséo, e ndo como um hospedeiro ao qual irdo se alimentar, portanto, relatos de
acaros como parasitas verdadeiros de aranhas séo raros (PARKER e ROBERTS,
1974).

1.3 Protozoéarios

Os protozoarios séo a forma de vida mais abundante, sendo encontrados em
todos os habitats, e nas cavidades corpéreas dos animais, como no limen intestinal,
no sangue, diversas células e seus nucleos (LEVINE, 1988). Sdo organismos
unicelulares, eucariotas, pertencentes ao reino Protista (LEVINE et al, 1980).
Possuem tamanhos variados, a maioria € holozdica ou saprozodica, porém alguns
sdo holofiticos. Evoluiram através de especializacbes em suas organelas, que
possuem funcdes de alimentacdo, locomocdo, osmorregulacdo e reproducdo. A
maioria dos protozoarios possui um unico ndcleo vesicular, porém alguns s&o
multinucleados e os Ciliophora sdo heterocariéticos. A reproducéo varia conforme o
grupo em questao, podendo ser assexuada ou sexuada (LEVINE et al., 1980).

Ha aproximadamente 80.000 espécies descritas, sendo grande parte delas como
fosseis. Sete filos sdo atualmente reconhecidos: Labyrinthomorpha, Ascetospora,

Microspora, Myxozoa, Sarcomastigophora, Ciliophora e Apicomplexa, sendo os trés
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altimos os maiores. O filo Microspora compreende aproximadamente 550 espécies,
sendo a maioria, parasitas de insetos. JA& o filo Myxozoa compreende
aproximadamente 500 espécies, com grande parte sendo parasita de peixes. O filo
Sarcomastigophora compreende tanto protozodrios flagelados como sarcodineos,
que sao colocados no mesmo filo, pois ha algumas espécies transicionais, que
possuem flagelos como meio de locomogdo em parte de seu desenvolvimento, e
pseudopdédos em outra. Este filo compreende aproximadamente 4300 espécies de
flagelados, sendo 2000 parasitarias, e 41.600 sarcodineos, sendo aproximadamente
30.000 fésseis, e 250 parasitarias. Por conveniéncia, os protozoarios ameboides,
tradicionalmente foram classificados como pertencentes ao grupo Sarcodina
(PAWLOWSKI, 2008). O filo Ciliophora por outro lado, se locomove por meio de
cilios, porém, sua caracteristica principal € a presenca de dois tipos de nlcleos: um
micronlcleo diploide e um macrondcleo poliploide, enquanto todos os outros filos
possuem um nucleo vesicular. Sdo aproximadamente 8000 espécies de protozoarios
ciliados, sendo 200 fosseis, 2600 comensais e aproximadamente 5200 espécies de
vida-livre (FOISSNER, 2007). Por ultimo, o filo Apicomplexa compreende
aproximadamente 5000 espécies de parasitas intracelulares obrigatorios, muitos, de
grande importancia na saude humana e veterinaria (CAVALIER-SMITH, 1993;
COVA et al, 2018). Este filo contém quatro grupos definidos: coccideos,
hemogregarinas, piroplasmas e as gregarinas, bastante comuns nos invertebrados
(LEVINE, 1988; MORRISON, 2009; COVA et al., 2018). A sistematica do grupo
Eugregarinida é questdo de debates, por isso ndo ha uma classificagcdo uniforme
para este grupo. Tipicamente s&do classificadas conforme sua morfologia geral e
morfometria, morfologia epimérica tamanho e forma e método de deiscéncia (SMITH
e COOK, 2008).

1.4 Protozoarios Parasitas de Artrépodes Terrestres

O filo Arthropoda compreende o maior grupo de espécies dentro do Reino
Animal, sendo dividida em quatro subfilos: Trilobita (extintos), Chelicerata (contendo
os limulos, aranhas, escorpides e &caros), Crustacea (contendo os camardes,
lagostas e caranguejos) e Uniramia (lacraias, diplopodes e insetos) (RUPPERT e
BARNES, 1996). Existem aproximadamente 1200 espécies de protozoarios

associadas aos insetos. Protozoarios entomopatogénicos Ssdo comumente
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encontrados no trato digestério destes animais como comensais, ou em uma relacdo
de mutualismo (TANADA e KAYA, 1993). Protozoarios pertencentes aos filos
Rhizopoda, Haplosporidia, Microspora, Zoomastigina, Ciliophora e Apicomplexa, séo
patogénicos aos insetos, porém, a maior parte das formas altamente patogénicas
ocorre com espécies pertencentes aos filos Apicomplexa e Microspora,
particularmente aquelas que invadem a hemocele e se desenvolvem no meio
intracelular (TANADA e KAYA, 1993). A maioria dos protozoarios infectam os insetos
por ingestdo, porém, os ciliados Lambornella sp. penetram através do exoesqueleto
(CORLISS e COATS, 1976; TANADa e KAYA, 1993). Transmissdo vertical entre a
fémea e a prole pode ocorrer especialmente com protozodarios pertencentes ao filo
Microsporidia (TANADA e KAYA, 1993). Protozoarios sarcodineos, pertencentes a
ordem Amoebida j& foram amplamente descritos como presentes no intestino de
baratas de diversas espécies: Blaberus craniifer (BRISCOE, 1970), Periplaneta
americana e Blatella germanica (PAI et al. 2003). Protozoérios ciliados também
foram descritos como presentes no trato intestinal de insetos: Tetrahymena
pyriformis, da ordem Hymenostomatida, foi descrito em por¢cdo média de trato
gastrointestinal do mosquito Aedes aegypti (ZARITSKY et al. 1991), Balantidium
blattarum, pertencente a ordem Heterotrichida, na barata Blaberus craniifer,
(BRISCOE, 1971) e Nyctotherus ovalis pertencente a ordem Clevelandellida,
encontrado na porcdo média e posterior do trato gastrointestinal das baratas
Blaberus craniifer (BRISCOE, 1971) e Periplaneta americana (HOEK et al., 1998).

A superclasse Gregarinia € pertencente ao filo Apicomplexa, e sdo parasitas
espécie-especificos estudados de diversos artrépodes (KIM et al. 2014) Estes
protozoarios foram identificados em espécies de baratas (SMITH e COOK, 2008) e
em insetos pertencentes as ordens Diptera, e Coleoptera (ANDERSON e
MAGNARELLI, 1978; KIM et al., 2014). Gregarinas pertencentes aos géneros
Echinomera sp., Trichorhynchus sp. e Grebnickiella sp. foram identificadas em
variadas espécies de lacraias, enquanto os géneros Stenophora sp. e Cnemidospora
sp. em diplépodes do continente europeu (LEWIS, 1967; DEVETAK, 2019). Chang
et al. (2004) reportou alta prevaléncia de gregarinas em porcao anterior e média do
aparelho digestivo de diplépodes da espécie Trigoniulus corallinus, coletados em
Taiwan. Protozodrios coccideos também pertencentes ao filo Apicomplexa foram
isolados em porcdo média do aparelho digestivo de lacraias da espécie Lithobius
variegatus (LEWIS, 1967).
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Protozoarios flagelados de diferentes ordens, como Retortamonadida,
Hypermastigida e Trypanosomidae, ja foram encontrados em trato gastrointestinal
de diferentes artropodes. Os protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae
sdo parasitas uniflagelados de grande interesse médico e econdmico, que podem ter
seu ciclo de vida em um Unico hospedeiro (monoxénicos) ou em mais de um
hospedeiro (heteroxénicos) (WALLACE, 1966; CAMARGO, 1999; CAVALIER-
SMITH, 2010). Os importantes géneros Leishmania sp. e Trypanosoma sp. Sao
exemplos de Trypanosomatideos heteroxénicos (WALLACE, 1966; CAMARGO,
1999). O formato externo dos tripanossomatideos variam muito, porém, de modo
geral, possuem um formato alongado (WALLACE, 1966). A maioria dos flagelados
se reproduz assexuadamente por fissdo binaria longitudinal (CAMARGO, 1999).

Os carrapatos sao aracnideos da subclasse acari, superordem parasitiformes,
gue incluem os Ixodida, Mesostigmata e Holothyrida. Sdo ectoparasitas obrigatorios
de vertebrados durante todo seu ciclo de vida, causando assim diversos efeitos
diretos e indiretos em seus hospedeiros. Um dos principais papéis desempenhados
pelos carrapatos € a sua fungdo como vetores de diversos patdégenos, entre eles,
protozoarios (MARQUEZ-JIMENEZ et al, 2005). Patogenos transmitidos por
carrapatos sdo responsaveis por mais de 100.000 casos de doencas em humanos
pelo mundo. Estes aracnideos sdo considerados o segundo vetor que mais
transmite doengas a humanos, ficando atras dos mosquitos. Porém sdo os maiores
causadores de doengcas em animais domeésticos e selvagens (DE LA FUENTE et al.,
2008). A babesiose € causada por uma infeccao intra-eritrocitaria de protozoarios do
género Babesia, transmitidos através dos carrapatos do género Ixodes. Casos de
babesiose em humanos sao raros, porém ha alta incidéncia da doenca em diversos
mamfiferos (ESCH e PETERSEN, 2013). Protozodrios do género Theileria sp. sdo
responsaveis por causar doencas em um grande numero de hospedeiros
ruminantes, domésticos e selvagens, e alguns animais ndo ruminantes (LAU, 2009;
SIVAKUMAR et al, 2014). Estes protozoarios sdo economicamente importantes
para ruminantes domésticos por causar anemia e queda de producdo, enguanto
ruminantes selvagens sao geralmente assintomaticos e servem como fonte de
infeccao (BISHOP et al., 2004).

Acaros também sdo importantes transmissores de protozoarios em
vertebrados (POINAR JR e POINAR, 1998). Protozoarios do género Karyolysus

Labbé 1894 séo transmitidos por acaros Ophionyssus sp. Oudemans, 1901, ordem
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Mesostigmata, e foram relatados em lagartos europeus e asiaticos. Acredita-se que
a infeccdo nestes vertebrados ocorra através da ingestdo de &acaros contendo
esporozoftos (HAKLOVA-KOCIKOVA et al, 2014). Gregarinas também foram
descritas em acaros da espécie Damaeus oblongus. Apesar de poderem se tornar
grandes e aparentemente distender o trato intestinal posterior do hospedeiro, ndo ha
nenhum relato de condi¢do patolégica em acaros parasitados por gregarinas, sendo
seu dano restrito apenas a destruicdo de poucas células intestinais (POINAR Jr e
POINAR, 1998). Protozoarios parasitas de aracnideos sdo poucos descritos, porém
ha uma extensa lista de gregarinas identificadas no trato gastrointestinal de Opilides
(COKENDOLPHER, 1993)
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2. JUSTIFICATIVA

A quarentena € o primeiro contato que um animal recém-chegado tera com o
novo ambiente, e é neste periodo que o0 maximo de dados deve ser coletado,
buscando conhecer o estado sanitario do individuo antes de adiciona-lo aos demais
animais da cole¢cdo. Os protocolos de quarentena objetivam proteger a colecéo
existente da introducdo de doencas infecciosas, e estes protocolos variam conforme
a espécie em questdo (MEEHAN, 2012).

No caso dos invertebrados, o envolvimento veterinario costuma limitar-se a
protocolos de manejo, porém, doencas infecciosas estdo cada vez mais sendo
reconhecidas em caranguejeiras de cativeiro, e grande parte destas doencas é
parasitaria. Apesar do avanco no diagnéstico de doengas infecciosas em aranhas,
ainda ha uma escassez de informacdes na literatura referente a doencas que
acometem aracnideos em geral (P1zzI, 2009).

A medicina veterinaria em invertebrados terrestres estd em seu comeco,
sendo assim, a falta de conhecimento dos diferentes quadros clinicos e das doencas
infecciosas e parasitarias de aranhas mostra a extrema importancia de um periodo
de quarentena quando se trata de uma colecdo de animais vivos, com fluxo de
entrada e saida de individuos. A introducdo de uma quarentena para recebimento
dos animais no Biotério de Artropodes do Instituto Butantan, mostrou-se eficaz na
observacéo e identificagdo de sinais clinicos como prostracdo, anorexia e diarreia,
salientando que a descricio de um quadro clinico relacionado a parasitoses
intestinais causadas por protozoarios em aranhas nunca antes foi realizada.

Dentro deste contexto exposto, e devido a falta de estudos relacionados, faz-
se necessario a identificagdo dos parasitas que acometem as aranhas do género
Phoneutria sp., bem como sua relagcdo com o hospedeiro, buscando a otimizacao

dos animais em relagdo a producdo de veneno e maior longevidade em cativeiro.
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3. OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivo principal o conhecimento da diversidade
de protozoarios intestinais em aranhas armadeira (Phoneutria nigriventer) e a

sintomatologia clinica associada.

3.1 Objetivos especificos

Caracterizacdo molecular dos protozoarios intestinais de Phoneutria
nigriventer obtidos nas amostras diretas de fezes, através do gene ribossémico
(SSUrDNA);

Descrever a sintomatologia clinica associada a presenca dos protozoarios

intestinais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Recebimento e quarentena de Phoneutria nigriventer

As aranhas armadeiras utilizadas neste trabalho foram coletadas pela equipe
do Biotério de Artrépodes, ou recebidas pela recepcdo de animais peconhentos do
Instituto Butantan, nos meses de marc¢o, agosto, outubro e novembro de 2018, e
fevereiro, marco, abril, outubro, novembro e dezembro de 2019. Apds encaminhadas
ao Biotério de Artropodes, as aranhas foram classificadas quanto a espécie, sexo e
fase de envolvimento. As Phoneutria nigriventer recebidas na quarentena do Biotério
de Artrépodes sdo pesadas, sexadas e recebem uma identificacdo numérica
individual, que ira acompanhar o animal durante toda a permanéncia dentro do
biotério. O periodo de quarentena varia de 7 a 14 dias, e compreende a observacao
de cada aranha quanto ao seu estado geral (busca por ectoparasitas, lesbes em
exoesqueleto, comportamento e outras observacdes gerais).

Durante este periodo, as aranhas sdo mantidas em temperatura constante de
24°C (+- 0,5°C), em recipientes de vidro, com substrato de papeldo e um algodao
umedecido em agua (Figura 1). A agua utilizada é testada buscando garantir sua
qualidade, evitando assim a possivel presenca de parasitas. As aranhas recebem
ainda alimentagcdo (baratas Phoetalia palida ou Nauphoeta cineria criadas em
cativeiro), sendo a aceitacdo ou recusa do alimento um pardmetro importante a ser
observado. As baratas ofertadas sédo provenientes da criacdo suporte do Biotério de
Artropodes, e passam por controle sanitario rotineiro, incluindo exame parasitologico
de fezes. O aspecto das fezes das aranhas também foi observado assim que
possivel, e amostras sao coletadas para exame parasitoldgico por microscopia otica.
Ao longo do periodo de estudo, foram obtidas amostras de 509 animais, com

variabilidade em relacdo ao sexo, idade, procedéncia e época do ano.

4.2 Coleta de Material e Armazenamento

As fezes foram coletadas diretamente do fundo dos potes de vidro nos quais
0s animais eram mantidos, com o auxilio de uma pipeta descartavel do tipo Pasteur.
A triagem para verificagdo da presenca ou ndo de parasitas foi realizada através de

esfregaco direto e observacdo em microscopio (Nikon® YS100). As amostras foram
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consideradas positivas quando apresentavam algum movimento e eram
morfologicamente distintos de parasitas vermiformes. O material positivo foi
armazenado em temperatura constante (24°C +-0,5°C) em tubo do tipo Eppendorf®
de 0,5mL, contendo PBS 1X.

Figura 1 - Phoneutria nigriventer sdo mantidas em quarentena em potes de vidro, com substrato

de papeldo e algoddo umedecido

4.3 Extracdo de DNA e ReacbGes de Amplificacéo

A extracdo e a purificagdo de DNA foram realizadas utilizando kit comercial
(Genomic  Purelink, Thermofisher). Foram utilizados os primers 18SFU
(ATGCTTGTCTCAAAGGRYTAAGCCATGC) e 18RFU
(CWGGTTCACCWACGGAAACCTTGTTACG) (TIKHONENKOV, et al., 2016); d3
(TGGAGGGCAAGTCTGGTG) e r7 (GGGCGGTGTGTACAAA) (MILYUTINA et al.,
2001; YUBUKI etal., 2016); barcode V7- V8 (ULIANA et al., 1991).

Para as reagbes de PCR foi utilizada a seguinte mistura de reacdo: 100 ng
de DNA genbmico,100 ng de cada primer e 20uL de solugdo mix GreenTaq
(Sinapse).
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Os ciclos de amplificacdo e as temperaturas de anelamento foram definidos
de acordo com 0s primers empregados: 18SFU
(ATGCTTGTCTCAAAGGRYTAAGCCATGC) e 18RFU
(CWGGTTCACCWACGGAAACCTTGTTACG) com etapas de desnaturagcdo a 94°C
por um minuto, de anelamento a 55°C por um minuto e de extenséo da fita a 72°C
por dois minutos repetidos por 30 ciclos. O tamanho do produto de amplificacéo é de
aproximadamente 1000pb. Os primers 18SFU e 18RFU foram utilizados para
amplificar o gene 18S rRNA.

Para 0s primers d3 (TGGAGGGCAAGTCTGGTG) e r7
(GGGCGGTGTGTACAAA) os ciclos foram: etapas de desnaturacdo a 94°C por um
minuto, de anelamento a 55°C por um minuto e de extenséo da fita a 72°C por dois
minutos repetidos por 30 ciclos. O tamanho do produto de amplificacdo € de
aproximadamente 1000pb. Os primers d3 e r7 foram utilizados para amplificar
regides codificadoras de rRNA tipo 16S nuclear.

V7-V8 é um barcode utilizado na identificacdo de Tripanossomatideos,
obtido através de oligonucleotideos descritos em trabalhos anteriores (ULIANA et al.,
1991). Os ciclos para o barcode V7-V8 foram: etapas de desnaturacdo a 94°C por
um minuto, de anelamento a 55°C por um minuto e de extensédo da fita a 72°C por
dois minutos repetidos por 30 ciclos. O tamanho do produto de amplificacdo é de
aproximadamente 800pb.

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (1.5%) em tampao TAE a 100V/100 mA. ApoOs a eletroforese os géis foram
corados com Syber Safe (Termofisher®) e fotografados em transluminador de luz
uv

4.4  Purificagdo e sequenciamento

Fragmentos de DNA amplificados por PCR (produtos amplificados em trés
reacdes independentes) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e
corados com Gel-Red (Biotium). Os fragmentos foram purificados através do Kit
Exosap-IT (Thermofisher®). Os produtos purificados foram submetidos diretamente
a reacdo de sequenciamento. As reacbes de sequenciamento foram realizadas
utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer®), de acordo com especificagdes

do fabricante, em sequenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
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(Perkin Elmer®). As reagdes foram submetidas a 30 ciclos: 15 s 96 °C; 15 s 50 °C; 4

min 60 °C, com um ciclo inicial de 1 min 96 °C.

4.5 Analise in-silico das Sequéncias Obtidas

As sequéncias obtidas por PCR dos diferentes genes utilizados como alvo
foram analisadas por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), submetidas a
alinhamentos multiplos pelo programa Clustal X (THOMPSON et al., 1997) alterando
os parametros relativos a insercdo de “indels” (peso de insercdo=1, Extensdo=1) e

manualmente ajustados no programa GeneDoc v. 2.6.01 (NICHOLAS et al., 1997).

4.6 Descricdo da sintomatologia clinica associada a presenca dos

protozodrios intestinais

Os animais foram acompanhados e avaliados durante o periodo em que
permaneceram na quarentena. Foram observados o0s seguintes parametros:
qualidade das fezes, peso do animal na entrada e na saida da quarentena,
comportamento, ingestdo de alimento e outros eventos concomitantes relacionados
aos animais positivos para as espécies de protozoarios intestinais identificados, tais
como, presenca de outros parasitas nas fezes, producdo de ootecas e realizacdo de

ecdise.
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5. RESULTADOS

5.1 Parasitolégico

Foram analisadas em microscopia O6tica, amostras de fezes de 509 Phoneutria
nigriventer, destas, 131 (25,73%) apresentaram infeccédo por protozoarios (Figura 2).
Dos animais positivos no exame parasitoldgico, 45 aranhas eram fémeas (34,35%),
35 machos (26,71%), 46 jovens de sexo indefinido (35,11%) e cinco destas
amostras ndo continham informa¢des quanto ao sexo (3,81%).

Figura 2 - Setas mostrando a presenca de parasitas ndo identificados em laminas de fezes de
Phoneutria nigriventer. Os parasitas apresentavam movimentacao durante o exame parasitolégico. A,

B e C: microscopia Otica 10X; D: microscopia oOtica 40X
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O exame parasitoldégico por microscopia 6tica foi ainda relacionado ao quadro
clinico e outros eventos associados apresentados por 19 aranhas. Quatorze animais
(10,6%), do total de amostras positivas na microscopia, apresentaram diarreia
(Figura 3) associada a perda de peso e anorexia, sendo que dois destes animais,
apresentaram infestacdo por helmintos ndo identificados associados a infeccao por
protozoarios, nao sendo possivel identificar a causa exata dos sinais clinicos. Duas
aranhas (1,53%) apresentaram apenas perda de peso. Dos 16 animais que
apresentaram algum sinal clinico, oito (50%) foram a Obito durante o periodo de
quarentena. Outros eventos ocorreram concomitantes a infeccdo: dois animais
produziram ooteca e um animal realizou ecdise. Nao houve observacdo de
ectoparasitas ou lesbes externas em nenhuma aranha positiva no exame
parasitologico. A tabela 1 relaciona os animais que apresentaram algum sinal clinico
ou evento observado durante o periodo de quarentena, associado ao organismo

identificado ou ndo identificado.

Tabela 1 - Sinais clinicos e eventos associados a infeccéo

Aranha Sinais clinicos / eventos Organismo Obito
2127 Diarreia, perda de peso, e anorexia Urostipulosphaera sp. N
2132 Diarreia, perda de peso e anorexia NI S
2133 Diarreia, perda de peso e anorexia Ciliado S
2176 Perda de peso NI N
2182 Perda de peso Laurencia sp. N
2196 Diarreia, perda de peso e anorexia Colpoda steinii S
2435 Ooteca NI N
2664 Ooteca Parabodo caudatus N
3031 Ecdise NI N
3036 Diarreia, infestacdo por helmintos Helmintos N

associada
3039 Diarreia, perda de peso e anorexia NI N
3051 Diarreia, perda de peso e anorexia NI S
3126 Diarreia, infestacdo por helmintos Helmintos N
associada
3318 Diarreia, perda de peso e anorexia NI S
3388 Diarreia, perda de peso e anorexia NI S
3403 Diarreia, perda de peso e anorexia Urostipulosphaera sp. S
3413 Diarreia, perda de peso e anorexia NI N
3414 Diarreia, perda de peso e anorexia Uroglendides S
3431 Diarreia, perda de peso e anorexia NI N

NI — Nao identificados

N — Nao
S —Sim
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Figura 3 - A e B: fezes diarreicas, sem diferenciacdo de porcdo sélida e liquida. Foto C: Fezes

normais de Phoneutria nigriventer (seta wermelha), a seta amarela aponta a urina, de colora¢cdo

branca devido ao urato.

5.2 PCRe Andlises das Sequéncias obtidas

As amostras positivas ao exame parasitolégico foram submetidas a trés
reacoes de amplificacdo, cada reacdo utilizando um conjunto de primers descritos,
totalizando 393 reacdes. Das 131 amostras positivas no exame parasitologico, 80
(61%) foram amplificadas por um ou mais primers, enquanto 51 (38,9%) ndo foram
amplificadas. Das 131 reacdes realizadas com o primer 18SFU-18SRU, 58 (44,27%)

foram amplificadas e 73 (55,72%) ndo amplificadas. Quando utilizado o primer d3-r7,
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65 (49,6%) amostras foram amplificadas, e 66 (50,3%) ndo amplificadas. Apenas
duas amostras (1,52%) foram amplificadas quando utilizado o barcode v7-v8. A

tabela 2 relaciona as amostras que foram amplificadas ou ndo por cada primer

Tabela 2 — Amplificagcdo das amostras de acordo com cada primer

Amostra v7-v8 18sfu - 18rfu d3-r7

2092 - - +
2127 - +
2132 - -
2133 -
2176 -
2182 -
2196 - -
2201 -
2209 -
2221 -
2430 -
2443 -
2454 -
2455 -
2664 + -
2727 -
2737 -
2742 -
2744 -
2748 -
2749 -
2754 -
3016 -
3019 -
3022 -
3039 -
3051 -
3126 -
3129 -
3264 -
3309 -
3310 - -
3317 - +
3318 - -
3329 - -
3330 - + -
3345 - -
3346 -
3347 -
3357 - -
3359 -
3364 -
3366 -
3379 -

+ + +

+ + + + + + + + + + + 4+ + + +
+ 4+ + + o+ + o+ + + + A+ 4

+ + + + + + + + + o+
+ 4+ +

+ + + + o+

+ + + + + + o+

+ + + +
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Tabela 2 — Amplificacdo das amostras de acordo com cada primer

Amostra v7-v8 18sfu - 18rfu d3-r7

3383 - +
3388 - +
3389 - -
3393 -
3403 -
3405 -
3408 -
3413 -
3414 -
3415 -
3420 -
3422 -
3431 -
3438 -
3568 -
5258 -
5270 -
5279 -
5295 -
5298 -
5300 -
5303 -
5304 -
5305 - -
5318 -
5323 -
5377 -
PBS -
S/N + -
Salina -
S1 - + -

+

+
+

1
+ o+ 4+ o+ + + + o+

+ + + + + + + + +

+ + 4+ + 4+ + + o+

o+ o+
1

+
+ + + +

+ + + +
+ + + +

+
[

S/N — Sem namero
+: Amplificada
-: Ndo amplificada

Das 80 amostras amplificadas foram obtidos 17 sequenciamentos,
relacionados na tabela 3. Tais resultados correspondiam a 15 animais, uma vez que
as amostras 2201a e 2201b pertenciam ao mesmo animal, e as amostras 3317a e
3317b pertenciam a outra aranha. ApOs analise dos sequenciamentos por BLAST,
oito organismos (47%) foram identificados como ciliados, oito flagelados (47%) e um
organismo (6%) como alga. Entre as oito amostras sequenciadas como protozoarios
flagelados, cinco (62,5%) foram identificadas como Colpoda steinii, uma (12,5%)
como Colpoda aspera, uma (12,5%) apenas pelo género Colpoda sp. e uma (12,5%)

identificada como “organismo ciliado”. Entre os oito flagelados, quatro (50%) foram
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identificados como Parabodus caudatus, duas (25%) como Urostipulosphaera sp.,

uma (12,5%) como Helkesimastix sp. e uma (12,5%) como um protozoario

euglendide. A alga sequenciada foi identificada como Laurencia sp.

Tabela 3 - Resultado dos sequenciamentos

Amostra % Similaridade Organismo Numero de acesso
GenBank
2127 93,67% Urostipulosphaera sp. MK153246
2133 98% Ciliado KF995027
2182 98,89% Laurencia sp. MN447109
2196 100% Colpoda steinii KY454454
2201a 97,64% Colpoda steinii KJ607915
2201b 90,09% Colpoda steinii KJ607915
2209 94,27% Colpoda steinii KJ607915
2664 96,32% Parabodo caudatus AY028450
2727 92,68% Colpoda steinii MH715344
2737 81,43% Helk esimastix sp. FJ410915
3129 94,89% Parabodo caudatus DQ207590
3317a 97,05% Parabodo caudatus X53910
3317b 98,86% Parabodo caudatus DQ207590
3347 98,74 Colpoda aspera KF111344
3403 95,59% Urostipulosphaera sp. MK153247
3414 99,12% Uroglendides MK834582
3415 97,58% Colpoda sp. MH715344

Amostra 2201a e 2201b correspondem ao mesmo animal, porém colhidas em tempos diferentes.

Amostra 3317a e 3317b correspondem ao mesmo animal, porém colhidas em tempos diferentes.



31

6. DISCUSSAO

Estudos parasitologicos em aranhas, com énfase a infestacdo por nematoides
cavitarios pertencentes a familia Mermithidae sao diversos. Poinar Jr. (1987)
demonstrou que em condi¢des laboratoriais, aranhas sdo susceptiveis a infestacao
por nematdides pertencentes a ordem Rhabditida, podendo potencialmente causar a
morte do hospedeiro. Existem ainda estudos demonstrando a relacdo de diversas
espécies de aranhas com insetos parasitoides, como moscas e vespas. Pesquisas e
identificacdo de protozoarios intestinais em aranhas-armadeira, nunca antes foram
realizadas, bem como o curso das infec¢des, tratando-se de animais cativos ou de
vida livre.

O sequenciamento e a identificacdo de protozoarios intestinais isolados a partir
de amostras de fezes de P. nigriventer foram demonstrados aqui pela primeira vez,
destacando sinais clinicos e eventos que podem estar diretamente ou indiretamente
relacionados a infeccdo. Apesar de coletadas enquanto em cativeiro, as amostras de
fezes deste estudo foram provenientes de aranhas capturadas em ambiente natural,
sendo assim, os protozoarios identificados refletem infeccbes causadas durante a
vida livre das aranhas. O controle de qualidade da agua oferecida aos animais, bem
como o controle sanitario das baratas utilizadas na alimentacdo, exclui a
possibilidade da infeccéo parasitaria ter sido causada em cativeiro.

Para a identificagcdo molecular dos protozoarios intestinais de aranhas foram
utilizados trés diferentes conjuntos de primers para a amplificacdo do SSUrDNA,
devido a auséncia de estudos prévios em aranhas. Os iniciadores propostos por
Tikhonenkov, et. al., (2016) foram padronizados para amplificar o gene 18S rRNA,
sendo 0 mais generalista dos trés conjuntos utilizados. Ja os iniciadores propostos
por Milyutina et. al., (2001) e Yubuki et. al., (2016) foram padronizados para
amplificar amostras relacionadas ao supergrupo Excavata, que abrange protozoarios
do subgrupo Kinetoplastida (MASLOV et al.,, 2001). Este subgrupo é subdividido
entre as subordens Bodonina e Trypanossomatina, contendo espécies de vida livre,
patdgenos de invertebrados, vertebrados e até plantas (MASLOV et al, 2001,
SIMPSON et al., 2006). A regido de barcode V7-V8 (MAIA DA SILVA et al., 2004) é
utilizada para amplificar uma regido utilizada na identificacdo de protozoarios da

familia de parasitas obrigatorios Trypanosomatidae (SIMPSON et al., 2006).
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Foram realizadas reacbes de amplificacdo das 131 amostras positivas ao
exame parasitologico com cada um dos primers descritos, totalizando 393 reacdes.
51 amostras ndo foram amplificadas por nenhum dos trés primers utilizados, o que é
esperado devido a natureza deste trabalho, refletindo a dificuidade em escolher
primers especificos devido a falta de estudos referente a microbiota intestinal de
aracnideos, especificamente protozoarios. As amostras ndo amplificadas podem ser
também justificadas por uma provavel quantidade insuficiente de DNA ou a presenca
de inibidores da reacao.

O género Colpoda sp. foi identificado na maioria das 17 amostras
sequenciadas. Este género pertence ao Filo Ciliophora, classe Colpodea (WARREN,
2011). Sao protozoarios adaptaveis e amplamente distribuidos, frequentemente
encontrados em solo molhado, vegetacdo em decomposicdo, agua parada, e corpos
d’agua, podendo ser fresco, salobro ou levemente salgado (LYNN, 2008;
COSTACHE et al., 2011). Protozoarios deste género ndo estdo adaptados a vida
parasitaria em animais homeotérmicos, apenas ectotérmicos, pois se dividem e
assumem forma ativa em temperaturas entre 8°C e 35°C, sendo a temperatura
Otima entre 25°C e 28°C. Possuem também alta adaptabilidade a condi¢des
diversas, como pH, osmolaridade, ambiente anaerébico (COSTACHE et al,
2011). Colpoda steinii € descrito como parasita facultativo de organismos
invertebrados, como lesmas, porém existem alguns relatos deste protozoario como
simbiontes, provavelmente comensais, de outros organismos, como répteis, anfibios
e cervos (REYNOLDS, 1936; LYNN, 2008; COSTACHE et al, 2011). O ciliado
Colpoda aspera foi igualmente descrito como parasitas de gastrépodes terrestres,
apesar da falta de informacdes, acredita-se serem comensais facultativos, e nao
sérios patdégenos (VAN AS e BASSON, 2004).

Reynolds (1936) demonstrou que gastropodes foram facilmente infectados
por Colpoda steinii em laboratério apds se alimentarem de alface contaminada,
sugerindo que adquirem a infeccdo da mesma maneira na natureza. A infeccao por
estes protozoarios em Phoneutria nigriventer pode ser explicada pelo consumo de
presas infectadas, pois assim como lesmas, insetos podem se infectar através da
alimentagdo, por plantas e outros alimentos contaminados. A observacado de
aranhas-armadeira em laboratério, mostrou que estes animais consomem agua

diretamente de fontes fornecidas (pote com agua, gotas etc.), sugerindo que podem
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também ingerir Colpoda sp. diretamente do consumo de agua em ambiente natural.
Apesar de apenas uma amostra, de um individuo que foi a 6bito ainda durante a
quarentena, ter sido identificada como Colpoda steinii, Reynolds (1936) descreve
que lesmas infectadas em laboratério morriam aparentemente devido a infecgcédo
apOs um mes.

Parabodo caudatus (Stein) Moreira et.al.; binbmio: Bodo caudatus Stein,
pertence ao filo Euglenozoa, familia Bodonidae. Nenhum dos animais infectados por
este protozodrio foi associado a algum sinal clinico ou evento adverso. P. caudatus
sao protozoarios bacterivoros, biflagelados, encontrados em agua fresca ou salgada,
adgua parada com pouco ou nenhum oxigénio, esgoto, e como parasitas intestinais.
E o clado de vida livre mais préximo aos Trypanosomatideos (SKALICKY et al.,
2017). Esta espécie é pouco documentada, porém h& estudos indicando sua
presenca na urina de um cdo apresentando hematlria, e em fezes de gorilas
(VANDERSEA, et al., 2015; VOTYPKA et al., 2018).

Helkesimastix sp. pertence ao filo Cercozoa, familia Sainouridae (CAVALIER-
SMITH et al., 2009). Foi isolado em uma amostra, ndo associada a nenhum sinal
clinico. Existem trés espécies descritas: H. faecicola, H. major and H. marina. Todas
sdo flageladas, pequenas, cilindricas com nenhum estagio do ciclo de vida
conhecido (BASS et al., 2016). As duas primeiras espécies foram descobertas em
estrume de ovelhas e cabras, descritas como protozoarios carreados passivamente
pelo trato digestivo em forma de cistos. Posteriormente ambas foram encontradas no
solo e agua fresca (WOODCOCK e LAPAGE, 1915; WOODCOCK, 1921;
TIKHONENKOQV et al. 2012). Apesar de pouco abundante, Helkesimastix sp. € um
dos zooflagelados mais amplamente registrados no solo (CAVALIER-SMITH et al.,
2009).

O morfotipo semelhante a Uroglena sp. é representado por flagelados
coloniais de vida livre, presentes em agua doce (PUSZTAI e PAVEL, 2019).
Urostipulosphaera sp. sédo flagelados coloniais, pertencentes ao filo Ochrophyta,
familia Ochyromonadaceae. Foram isolados em amostras de agua doce de diversos
paises europeus (PUSZTAI e PAVEL, 2019). Ndo existem relatos na literatura
referentes ao isolamento deste género em animais ou suas excretas. Todos as
aranhas em que foram sequenciadas amostras compativeis como Urostipulosphaera
sp. e uroglendides, apresentaram diarreia, perda de peso e anorexia, sendo que um

animal positivo para Urostipulosphaera sp. e um positivo para uroglendide foram a
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Obito durante o periodo de quarentena. A presenca de sinais clinicos e a alta
letalidade indicam que estes protozoarios podem possuir alta patogenicidade em P.
nigriventer nas condicdes de cativeiro indicadas neste estudo.

O género Laurencia sp. representa algas de coloracdo vermelho-purpura,
amplamente distribuidas por oceanos temperados e tropicais (FUJIl e SENTIES,
2005). Pertence ao filo Rhodophyta, famiia Rhodomelaceae, compreendendo
aproximadamente 145 espécies (KYAW e HTUN, 2019). Esta alga foi sequenciada
em uma amostra de fezes de uma aranha que apresentou perda de peso
progressivo. Na entrada do animal em quarentena foi registrado 4,86g de peso,
desde entdo trés pesagens foram realizadas: ap6s dezoito dias, pesando 4,7g; ap0s
48 dias, pesando 4,45q; apos 60 dias, registrando 4,2g de peso. Apesar da perda de
peso, algas do género Laurencia sp. apresentaram em estudos diversos,
propriedades benéficas como atividade citotoxica contra células cancerigenas,
atividades antivirais, antibacterianas, anti-helminticas, antifingicas, antimalarica,
antiasmatica, entre outras (AL-MASSARANI, 2014). A alga foi identificada nas fezes
de uma aranha proveniente de Resende, Rio de Janeiro. O animal foi coletado no
entorno de uma represa, porém, o género Laurencia sp. € composto por espécies
marinhas, ndo havendo associacdo com o local descrito.

Assim como o género Colpoda sp., os géneros Helkesimastix sp.,
Urostipulosphaera sp., a espécie Parabodo caudatus e parasitas euglendides, séo
descritos como protozoarios de vida livre, sendo encontrados em solo e agua,
distribuidos amplamente. Aranhas armadeira possuem habito errante, e se
alimentam de insetos variados, o que pode explicar a infecgdo pelos protozoarios
identificados neste trabalho. Associando informacgdes relacionadas ao parasitismo
em vertebrados e condigbes de cativeiro, alguns pontos podem ser sugeridos. De
modo geral, o impacto do parasita ao seu hospedeiro ira depender de diversos
fatores: carga parasitaria, espécie do parasita, sistema imune do hospedeiro, entre
outros. Devido aos seus habitos, as aranhas-armadeira estdo constantemente em
movimento, sendo assim, como ocorre com diversos animais de vida livre, raramente
irdo permanecer em contato com suas excretas ou com 0 mesmo ambiente durante
um periodo prolongado. Mesmo quando permanecerem, o ambiente podera ser
alterado por chuvas, vento e outros fatores, tornando muitas vezes infeccbes
parasitarias autolimitantes. Quando mantido em cativeiro, o animal é forcado a viver

em uma area delimitada, aumentando significativamente a probabilidade de
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reexposicdo a parasitas, sendo continuamente reinfectado. Por este motivo, 0s
parasitas identificados neste trabalho podem apresentar importancias distintas ao
hospedeiro quando em vida livre ou em cativeiro.

Apesar de pouco estudado em aranhas, 0 stress apresenta impactos
negativos e positivos nos invertebrados, desencadeando uma série de mudancas
fisiologicas como resposta. O stress cronico é um fator que afeta negativamente a
resposta imune dos animais, além de levar a perda de peso, entre outros efeitos
(ADAMO, 2012). Parasitismo é uma causa de stress cronico, e somado a outros
fatores, como a captura do animal, a manipulacdo a qual sdo submetidos durante a
quarentena e a rotina do cativeiro, elevam a exposicdo do animal ao stress e aos
seus efeitos. Estudos realizados com diversos animais mostram que 0 stress
nutricional em animais jovens pode afetar a maturidade sexual de diversas
maneiras, incluindo tamanho do animal adulto, sucesso reprodutivo, comportamento,
tempo de vida, entre outros (METCALFE e MONAGHAN, 2001; JESPERSEN e
TOFT, 2003). Nao se sabe o tipo de relacdo entre os protozodrios identificados
neste trabalho e o hospedeiro, bem como o impacto causado, porém, protozoarios
intestinais podem levar a ma absorcao de nutrientes, ma digestdo, anormalidades na
mucosa intestinal e desequilibrio da microbiota (SOLOMONS, 1982; HOSTE, 2001).
O stress do cativeiro associado a patogenicidade causada pela infeccdo parasitaria
podem estar diretamente e indiretamente relacionadas a longevidade das aranhas
parasitadas, bem como seu desenvolvimento, e demais fun¢des fisiologicas.

Das 131 amostras positivas ao exame parasitologico, 14 estavam relacionadas
a sinais clinicos ou eventos observados durante o periodo de quarentena. Todos 0s
sinais clinicos observados foram relacionados ao trato digestivo, sendo eles:
diarreia, perda de peso e anorexia. Dois animais apresentaram infestacdo por
helmintos concomitantes a infeccdo por protozoarios, sendo observado o mesmo
quadro gastrointestinal. Oito destes animais (57,14%) foram a O&bito durante o
periodo de quarentena, indicando alta mortalidade entre os animais infectados que
apresentaram sinais clinicos. Os sinais apresentados pela maior parte destes
animais, mostrou possivel relacdo com a infec¢cdo por protozoarios, porém, ndo ha
na literatura estudos direcionados a patogenicidade de parasitas intestinais em
aranhas, mostrando a necessidade de novas pesquisas para o melhor entendimento
dos resultados e observagdes aqui descritos. Dois animais realizaram a confec¢cao

de ootecas viaveis e um terceiro animal realizou ecdise sem complica¢des durante o
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periodo de quarentena, ndo sendo possivel associar estes eventos a infeccdo por

parasitas intestinais.
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7. CONCLUSAO

De modo geral, uma quantidade alta de P. nigriventer recebidas no Biotério de
Artropodes no periodo descrito, apresentou infecgdo por protozoarios, alguns
animais ainda, apresentando sinais clinicos importantes associados. A viruléncia e a
patogenicidade de protozodrios intestinais em aranhas sdo desconhecidas, sendo
assim, em condi¢cdes de cativeiro, parasitas podem facilmente ser carreados por
insetos ou fomites, podendo causar grande impacto em um plantel.

A medicina veterinaria em aranhas é pouco desenvolvida, sendo assim, a falta
de informacbes referentes & microbiota intestinal e sinais clinicos associados a
parasitoses se torna um grande obstaculo para o diagnostico e para a definicdo da
necessidade de instaurar um tratamento. Neste trabalho foram pesquisados e
identificados pela primeira vez, protozoarios intestinais que acometem aranhas-
armadeiras, sendo um passo inicial para o entendimento de doencas parasitarias
nestes animais, e para a adequacdo de protocolos de manejo geral e sanitario para

P. nigriventer mantidas em cativeiro.
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