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ANALISE MOLECULAR E MORFOMETRIA DE Cephalobaena tetrapoda
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PENTASTOMIDA
Hiasmim Chaves Brandao?!, Prof. Dr Waltécio de Oliveira Almeida?

Resumo: Pentastomida compreende um taxon de animais parasitas que
infestam o trato respiratério de vertebrados; possuem uma mistura de
caracteristicas de anelideos e artropodes. Por esse motivo, as relacdes
filogenéticas dos pentastomideos tém sido controversas nas propostas de
sua filogenia. Possui cerca de 144 espécies, sendo oito delas fosseis
marinhos do Cambriano. Das 136 espécies atuais de pentastomideos,
apenas trés pertencentes ao género Reighardia possuem ciclo de vida
monoxénico e infectam as vias respiratérias de aves. As demais espécies
possuem ciclo de vida heteroxénico infectando, quando em hospedeiros
intermediarios cavidades celométicas de invertebrados, branquias de peixes
e musculos de mamiferos herbivoros, e quando em seus hospedeiros
definitivos, o trato respiratério dos vertebrados (anfibios, répteis e mamiferos
carnivoros) (CHRISTOFFERSEN & DE ASSIS, 2013). Cephalobaenidae é
uma familia monotipica de Pentastomida. A Unica espécie valida descrita
nesse grupo taxondmico € Cephalobaena tetrapoda Heymons, 1922. Por se
tratar do grupo mais basal dos Pentastomida, sua morfologia impar é a que
guarda mais aspectos simplesiomorficos, cujas diferencas das modificacdes
sinapomorficas posteriores € marcante em toda a histéria evolutiva dos
Pentastomida (ALMEIDA & CRISTOFFERSEN, 1999; CHRISTOFFERSEN &
DE ASSIS, 2013). O projeto em andamento visa contribuir para o
conhecimento da biologia e epidemiologia de parasitas de animais silvestres,
podendo ser de grande ajuda para a preservacao da biodiversidade desses
animais. Além de favorecer a analise morfométrica dos espécimes de
Cephalobaena tetrapoda, que por sua vez é pouco conhecida e investigada;
podendo assim comparar e quantificar a plasticidade morfologica dos
parasitos, demonstrando sua capacidade de alterar a sua fisiologia e
morfologia de acordo com as condicdes ambientais e possibilitara a
realizacdo de comparacdo das sequéncias de DNA em espécimes de C.
tetrapoda encontrados em diferentes hospedeiros e ambientes coletados
(caatinga e mata humida) a fim de determinar semelhancas e divergéncias.
A realizacdo da pesquisa sera dividida em trés partes, a coleta e andlise
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molecular de espécie, onde, para a obtencdo de material para analise
molecular de espécimes de C. tetrapoda, repetiremos os pontos de coleta
realizados por ALMEIDA et al. (2006a) (serpentes da espécie L. lineatus em
vegetacao de Cerrado da Floresta Nacional do Araripe, 07°16’S; 39°26’'W e
Mata Umida de Altitude da Area de Protegdo Ambiental, 07°13S;39°38'W,
Crato-CE), ALMEIDA et al. (2008b) (serpentes das espécies P. nattereri e O.
aeneus na vegetacao de Caatinga da Estagao Ecolégica do Serido, 6°78'S;
39°53’'W, Serra Negra do Norte-RN), e OLIVEIRA et al. (2015) (serpente da
espécie B. erythromelas na Caatinga do Sitio Pedra Preta, Farias Brito-CE).
Para a coleta de serpentes serdo utilizadas armadilhas de queda (“pit-fall
traps”) seguindo modelo padrdo descrito por AURICCHIO E SALOMAO
(2002). De forma complementar, serdo realizadas coletas ativas vasculhando
micro-ambientes propicios a ocorréncia desses animais (troncos caidos,
folhico, buracos no solo). Todas serpentes capturadas serdo sexadas,
pesadas com uma balanca de precisdo (0.01g) e medidos quanto ao
Comprimento Rostro-Cloacal (CRC) e comprimento Caudal (CC) com um
paquimetro digital (0.01). Apés isso, serdo sacrificadas, com dose letal de
Lidocaina a 2%. Em campo, com auxilio de lupas, sera realizada a
dissecacdo do trato respiratorio, o qual serd armazenado em etanol PA
(absoluto). Os espécimes de serpentes entdo serdo fixados e conservados
em alcool 70% e tombados na Cole¢édo Zooldgica da Universidade Regional
do Cariri e da Colecao Herpetoldgica da Universidade Federal do Ceara. No
laboratorio, com auxilio de microscopios estereoscopios 0s tratos
respiratorios serdo analisados para a ocorréncia de parasitas. Os espécimes
de pentastomideos coletados seréo identificados com auxilio de Microscopio
Axio Imager M2 Zeiss. De cada amostra serdo selecionados trés espécimes
para extracdo e analise de DNA, os demais serdo montados em laminas
permanentes com a utilizacdo de meio Hoyer, devidamente etiquetados,
tombados na Cole¢do Zooldgica da Universidade Regional do Cariri (LZ
URCA) e utlizados nas medicbes morfométricas. Os espécimes
selecionados para andlise de DNA, terdo separados e utilizados apenas seus
cefalotéraxs, para evitar contaminacdo com o0 sangue do hospedeiro
possivelmente presente nos intestinos dos mesmos. Posteriormente o tecido
dos cefalotdrx serdo colocados em eppendorfs, adicionados 410uL de buffer
de extracao, 80pL de SDS 10% e 1 pL de proteinase K. A amplificacdo do
Citocromo Oxidase subunidade 1 (Cox 1) sera realizada por meio do par de
primer LCO1490 (5-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3’)) HCO2189 (5'-
taaacttcagggtgaccaaaaaatca- 3’). As condi¢cdes de amplificacdo incluirdo um
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inicio de desnaturacédo com temperatura de 95°C por 3 minutos, seguidos por
40 ciclos de 95°C por 60 segundos, a temperatura de anelamento fsea de
55°C por 60 segundos, 72°C por 105 segundos, e a extensao final de 72°C
por 7 minutos, seguindo o procedimento descrito por KELEHEAR et al (2011).
A segunda parte € a morfometria dos parasitas, onde, as medidas dos
espécimes seréo realizadas com o emprego de Microscopio Axio Imager M2
Zeiss equipado com analisador de imagens. O comprimento do corpo sera
medido, mas esse parametro € variavel com coleta, fixacdo e montagem das
laminas. As principais caracteristicas a serem obtidas sdo tamanhos
corporais e as medidas dos ganchos fixadores AB (comprimento da lamina)
BC (comprimento total). Além dos espécimes coletados, serdo utilizados
todos os espécimes de C. tetrapoda tombados na Colecéo Parasitolégica do
Laboratério de Zoologia da Universidade Regional do Cariri (LZ-URCA 0023,
0024, 0025, 0026, 0027, 0028, 0043-0044; 0157-0167, 0225-0230) e na
Colecao Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC 10316, 10335,
10337, 29190, 29391). E por fim, as andlises estatisticas, em que a
prevaléncia (niumero de hospedeiros infectados com um ou mais individuos
de uma particular espécie de parasito dividido pelo numero de hospedeiros
examinados), intensidade média (numero total de parasitos por hospedeiro
dividido pelo niumero de individuos infectados da espécie de hospedeiro na
amostra) e abundancia média (numero total de individuos de uma particular
espécie de parasito em uma amostra de uma particular espécie de
hospedeiro dividido pelo niumero total de hospedeiros examinados) seréo
calculados de acordo com BUSH et al. (1997, 2001). Distintos métodos
estatisticos serdo utilizados para a analise de dados conforme 0s objetivos e
desenho amostral dos estudos relacionados a este projeto. Todos os testes
serdo realizados com o emprego do programa STATISTICA v. 6.0. Dessa
forma, os resultados esperados é a obtencéo de informacdes sobre a biologia
dos pentastomideos em serpentes do semi-arido; a formacédo de uma colecao
de espécimes representativos dos Pentastomida no Brasil; a criagdo de um
banco de dados eletrbnico com todas as informacfes obtidas sobre os
padroes de infeccdo. Os resultados podem também contribuir em futuros
planos de conservacdo e manejo de répteis do semi-arido; para a devida
manutengdo sanitaria de animais vertebrados em serpentérios, biotérios e
zoolégicos; compreensao da historia evolutiva e ecolédgica das interrelacdes
parasito-hospedeiros. Portanto, o projeto em estudo contribui de diversas
formas para a pesquisa cientifica, adquirindo informacgdes promissoras sobre
a biologia dos pentastomideos do semi-arido, que por sua vez tera,
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possivelmente, um papel importante na contribuicdo em futuros manejos de
répteis do semi-arido, para a devida manutencdo sanitaria de animais
vertebrados em serpentarios, biotérios e zoologicos. Além da criacdo de
bancos de dados e colecdo de espécimes dos Pentastomida do Brasil, a partir
dos dados e espécimes coletados ao desenvolver a pesquisa.

Palavras-chave: Pentastomida. Endoparasitas. Cephalobaenidae.
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