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RESUMO

CARTAGENA, Reina Isabel Argueta. Patologia da infeccdo por Spirorchiidae (Digenea:
Schistosomatoidea) em tartarugas verdes (Chelonia mydas) na Bacia de Campos, Rio de Janeiro.
2022. 36p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa
de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A espirorquidiase € uma das doengas mais comuns em tartarugas verdes. Os ovos e a forma
adulta dos trematodeos sdo encontrados principalmente no coracdo, figado, pulmao, baco e trato
gastrointestinal. O objetivo do presente estudo foi descrever os aspectos patoldgicos da
infeccdo por trematodeos Spirorchiidae em tartarugas verdes (Chelonia mydas) na Bacia de
Campos, Rio de Janeiro. O presente trabalho foi baseado na necropsia de 99 tartarugas verdes
(Chelonia mydas, Chelonidae) no periodo de abril a dezembro de 2021. Os dados
epidemioldgicos foram obtidos do Sistema de Informacdo de Monitoramento da Biota Aquética
(SIMBA). Realizou-se exame histopatologico no Setor de anatomia Patologica (SAP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ). Os fragmentos de tecidos (papila
bucal, es6fago, traqueia, pulmdo, coracdo, rim, bexiga, estbmago, figado, baco, intestinos,
gbnadas, adrenal, tireoides, pancreas, glandulas de sal, musculo e pele) foram coletados e
fixados em formalina a 10% tamponada, processados rotineiramente para exame histologico.
Em 89% (88/99) dos casos, as tartarugas-verdes apresentaram lesdes compativeis com infec¢éo
parasitaria. Das 88 tartarugas, 87 eram jovens (99%), 75% (66/88) correspondiam a fémeas,
25% (22/88) a machos. Em 14% (12/88) das tartarugas foram encontrados parasitas adultos e
seus ovos causando inflamacdo granulomatosa. Em 86,4% (76/88) das tartarugas foram
encontradas les6es granulomatosas associadas aos ovos dos trematodeos. Os érgdos com maior
quantidade de granulomas associados a ovos foram: baco, intestino delgado, adrenal, pancreas
e pulmdes. Trematddeos adultos foram principalmente observados nas lesdes histoldgicas, em
ordem de ocorréncia, no esdfago, estbmago e intestino delgado. Do total de tartarugas
parasitadas, 33% (29/88) das mortes ocorreram em consequéncia de multiplas causas como
fraturas, interacdo com pesca, predacéo e fibropapilomas. As outras 67% (59/88) apresentaram
como causa de morte a doenca granulomatosa multissistémica causada pela infeccdo por
trematodeo da familia Spirorchiidae. Sdo apresentadas evidéncias de que a espiroquidiase é
altamente prevalente em tartarugas verdes jovens no Rio de Janeiro, responsavel por extensas
lesbes crbnicas, quadro clinico de debilidade e mortalidade significativas.

Palavras-chaves: Biologia marinha, patologia veterinaria, parasitas intravasculares.



ABSTRACT

CARTAGENA, Reina Isabel Argueta. Pathology of Spirorchiidae (Digenea:
Schistosomatoidea) infection in green turtles (Chelonia mydas) on Campos Basin, Rio de
Janeiro. 2022. 36p. Dissertation (Master’s degree in Veterinary Medicine). Veterinary
Institute, Postgraduate Program in Veterinary Medicine - Pathology and Clinical Sciences,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Spirorchidiasis is one of the most common diseases in green turtles. Eggs and the adult form of
trematodes are mainly found in the heart, liver, lung, spleen, and gastrointestinal tract. The
present study aimed to describe the pathological aspects of Spirorchiidae trematode infection
in green turtles (Chelonia mydas) in the Campos Basin, Rio de Janeiro. The current study was
based on the necropsy of 99 green turtles (Chelonia mydas, Chelonidae) from April to
December 2021. Epidemiological data were obtained from the Aquatic Biota Monitoring
Information System (SIMBA). A histopathological examination was performed at the “Setor
de Anatomia Patologica” (SAP) from “Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro”
(UFRuralRJ). Tissue fragments (buccal papilla, esophagus, trachea, lung, heart, Kidney,
bladder, stomach, liver, spleen, intestines, gonads, adrenal, thyroid, pancreas, salt glands,
muscle, and skin) were sampled for histological examination. The green turtles had lesions
compatible with parasitic infection in 89% (88/99) cases. Out of 88 turtles, 87 were juveniles
(99%), 75% (66/88) were females, and 25% (22/88) were males. Adult parasites and their eggs
were found to cause granulomatous tissue reactions in 14% (12/88) of turtles. Egg- associated
granulomatous inflammation was found in 86% (76/88) of the turtles. The organs with the
highest number of egg-associated granulomas in order of occurrence were: the spleen, small
intestine, adrenal gland, pancreas, and lungs. The adult trematodes were observed in
histological lesions in order of occurrence, mainly in the esophagus, stomach, and small
intestine. Out of the total number of turtles parasitized, 33% (29/88) of deaths occurred due to
multiple causes such as fractures, interaction with fishing, predation, and fibropapillomas. The
other 67% (59/88) presented multisystemic granulomatous disease caused by Spirorchiidae
infection as a cause of death. Evidence is presented that spirorchidiasis is highly prevalent in
young green turtles, is responsible for extensive chronic lesions, and responsible for significant
debilitation and mortality.

Keywords: Marine biology, veterinary pathology, blood fluk
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1 INTRODUCAO

No mundo existem inimeras ameacas as popula¢des de tartarugas-marinhas, muitas das
quais sdo causadas pelo homem. No entanto, existem também ameacas naturais, como as
infecgBes causadas por patdgenos e parasitas (GREINER, 2013). E possivel observar também
infeccbes secundarias associadas, além de uma grande quantidade de endoparasitos, 0 que
tornadificil estabelecer o que levou a tartaruga a 6bito (WERNECK; SILVA, 2015). Muitos
endoparasitas sdo encontrados em tartarugas marinhas, onde espécies de trematddeos e
nematddeos sdo identificados com maior frequéncia, e entre as diversas espécies de parasitas
identificados pelo mundo (WERNECK; GREINER 2018).

O conhecimento da diversidade de parasitas e ciclos de vida é essencial para estudos
ecoldgicos e epidemioldgicos. Os parasitas digenéticos tém ciclos de vida complexos
envolvendo um ou mais hospedeiros intermediarios. Além disso, a ampla quantidade de
potenciais hospedeiros no meio marinho significa, uma tarefa dificil identificar hospedeiros
intermediarios e ciclos de vida de espirorquideos marinhos. E a maioria das investigacdes dos
ciclos de vida dos espirorquideos até 0 momento se concentrou em espécies de dgua doce, que
recentemente nada era conhecido sobre os ciclos de vida dos espirorquideos.

Os animais encalhados geralmente hospedam uma abundante e diversificada fauna de
endoparasitas, que apresentam adaptacdo ao ambiente marinho e aos habitos migratorios de
seus hospedeiros (GREINER, 2013). Ressalta-se que acdes antropicas também podem
influenciar no parasitismo das tartarugas, ao exercer pressdo no ciclo de vida de véarias espécies
e modificando as relacdes existentes entre hospedeiros e parasitas (SILVA et al., 2010). Dado
que os espirorquideos causam morbidade globalmente em multiplas espécies de tartarugas
marinhas, e a escassez de opcdes de diagnostico impde limitacdes a estudos de prevaléncia e
cria dificuldades no tratamento e reabilitacdo de tartarugas encalhadas.

De acordo com estudos realizados por Klingenberg (1993), o parasitismo pode afetar
esses repteis de muitas formas, como por exemplo: espoliacdo sanguinea, destruicdo de
tecidos,competicdo por nutrientes, degradacao de células, obstrucéo de vias e canais, producéo
de toxinas e reacOes alérgicas. Sendo assim, o estudo sobre 0s parasitas destes animais permite
avaliar o seu estado de saude, além de auxiliar na compreensdo dos seus padrdes de
deslocamento, comportamento, distribuicdo e alimentacdo (MACKENZIE, 2002).

A patologia veterinaria desenvolve um importante papel na identificacao e determinacéo
da causa de morte das tartarugas marinhas. Os achados patoldgicos em necropsias de C. mydas
sdo de particular relevancia, devido a caréncia de dados sobre essa espécie na literatura (FLINT
et al., 2017). As medidas de manejo e conservacdo destas espécies, e 0 estabelecimento da
causa mortis € um importante ponto de apoio. Portanto, torna-se indispensavel que sejam
realizadas mais pesquisas para se diagnosticar as causas de encalhe e morte destes animais,
incluindo as parasitoses, para se avaliar o real impacto desta afeccdo na debilidade dos animais
que chegam as praias (DUTRA et al., 2012).

Quando as necropsias sao efetuadas rotineiramente, as informac6es também contribuem
significativamente para determinar o estado de saude da populacdo, particularmente quando
combinada com a avaliacdo da saude dos animais vivos (FLINT et al., 2017). Por isso, conhecer
0s recursos que estdo sendo utilizados por essas populagdes, assim como reconhecer suas
principais doencas, é de fundamental importancia para assegurar a manutencdo das futuras
geragdes reprodutoras. Sendo assim, objetivou-se descrever 0s aspectos anatomopatologicos da
infeccdo por trematddeos Spirorchiidae Stiles & amp; Hassall, 1898 (Digenea:
Schistosomatoidea) em tartarugas verdes (Chelonia mydas) na Bacia de Campos, Rio de
Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais das Tartarugas Marinhas

As tartarugas marinhas pertencem a classe Reptilia, cuja caracteristica mais marcante é
0 tegumento constituido por escudos ou placas cérneas. A ordem Testudinata ou Testudines
inclui os queldnios, cujo corpo é revestido por uma carapacga 6ssea, formada através da fusao
das vértebras e costelas (RAPHAEL, 2003). Seus representantes atuais reinem 14 familias
pertencentes a duas subordens, de acordo com o plano de retracdo da cabeca: os Cryptodira,
que retraem a cabega para dentro do casco atraves do curvamento do pescoco no plano vertical,
e os Pleurodira, que curvam o pescoco lateralmente (GAFFNEY; MEYLAN, 1988; MEYLAN;
MEYLAN, 1999; RONNING et al., 2013). A subordem Cryptodira apresenta a maior
diversidade de queldnios (11 familias), incluindo as familias atuais de tartarugas marinhas,
Cheloniidae e Dermochelyidae, dentro da superfamilia Chelonioidea (MEYLAN; MEYLAN,
1999; SHAFFER, 2009).

Os membros da familia Cheloniidae apresentam um bico cdrneo semelhante ao de uma
ave, denominado ranfoteca, que reveste os ramos das mandibulas. Além de auxiliar os animais
a selecionar, despedacar e ingerir seus alimentos, a ranfoteca apresenta caracteristicas proprias
que variam conforme a dieta, podendo, desta forma, ser utilizada para identificar as diferentes
espécies desta familia (WYNEKEN, 2014). Os quelénios ndo apresentam ouvido externo e sua
membrana timpanica € apenas uma continuacdo do tecido que recobre a face (BARTOL;
MUSICK, 2003; MCARTHUR et al., 2004).

Outras caracteristicas dessa familia incluem: cranio forte completamente coberto por
escamas, ranfoteca bem desenvolvida, palato secundario com uma tnica abertura na sua por¢ao
posterior (coana), projecdes papilares presentes no eséfago, cabeca ndo retratil ou capacidade
limitada de retracdo da cabeca, assim como das nadadeiras. Estas, por sua vez, sdo constituidas
por dedos alargados firmemente unidos por tecido conjuntivo e séo igualmente recobertas por
numerosas escamas. Apresentam unhas desenvolvidas na margem anterior das nadadeiras, em
nimero de um a dois, utilizadas pelos machos durante a copula (MARQUEZ, 1990;
PRITCHARD; MORTIMER, 1999).

2.2 Espécie Chelonia mydas

2.2.1 Caracteristicas basicas

A espécie inclui a presenca de um par de escamas pré-frontais e quatro pares pds-
orbitais na cabeca, quatro pares de escudos laterais justapostos na carapaca e quatro pares
inframarginais no plastrdo. A coloracdo da carapaca € bastante variavel em adultos, podendo
apresentar-se em tons de verde-acinzentado a marrom-amarelado, com estrias radiais em cada
placa cdrnea, sendo o ventre branco-amarelado (Figura 1) (MARQUEZ, 1990; PRITCHARD;
MORTIMER, 1999). A cabeca ¢é arredondada e proporcionalmente pequena em relagdo ao
corpo. A ranfoteca que recobre a mandibula é serrilhada, o que facilita a alimentacédo
(WYNEKEN, 2014). As nadadeiras geralmente apresentam uma Unica unha. A espécie
apresenta maturacdo sexual tardia, estimada entre 15 e 50 anos, dependendo da populagédo
(SEMINOFF et al., 2002; BELL et al., 2005; WATSON, 2006; GOSHE et al., 2010).

Os adultos podem ultrapassar o tamanho de 120 cm de comprimento curvilineo de
carapagca e pesar até 230 kg, aproximadamente (PRITCHARD; MORTIMER, 1999). A espécie
Chelonia mydas apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo encontrada em &guas tropicais e
subtropicais, principalmente costeiras e ao redor de ilhas, utilizando também estuarios de rios
e lagos (HIRTH, 1997). S&o migratorias, e possuem distribuicdo desde os tropicos até as
zonas temperadas, sendo a espécie de tartaruga-marinha que apresenta habitos mais costeiros,
utilizando inclusive estuarios de rios e lagos. tendo seus longos deslocamentos comprovados
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através de estudos de marcacdo, recaptura, telemetria e genética (NARO-MACIEL et al., 2007,
ALMEIDA et al., 2011a).

No estagio juvenil, a média de distancia foi de 4.557 + 2.525 km e a méaxima, superior
a 9.000 km. A populacédo do Pacifico Oriental, reconhecida como pertencente a subespécie C.
mydas agassizi, apresenta caracteristicas morfologicas muito semelhantes. Quanto ao nimero
de placas corneas, sdo idénticas a C. mydas, porém podem apresentar entre trés e quatro pares
de escamas pés-orbitais na cabeca. A carapaca € levemente mais afilada na porcao terminal,
sobre a cauda. Possuem dorso com coloragdo uniformemente negra ou manchas negras sobre
um fundo acinzentado. Somente os filhotes apresentam ventre branco, mas que em poucas
semanas torna-se cinza. Podem ultrapassar 90 cm de comprimento curvilineo de carapaca e
pesar até 120 kg (PRITCHARD; MORTIMER, 1999).

R
¥
55 ! TR
3

Figura 1. Tartaruga verde, Chelonia mydas (PROJETO TAMAR, 2013)

2.2.2 Comportamento alimentar e dieta

Desde o nascimento até a vida adulta, as tartarugas marinhas utilizam diferentes habitats
e recursos alimentares, realizando migracdes extensas entre areas de alimentacdo, areas de
reproducdo e desova (JIMENEZ, 2017). De forma geral, estes quelénios ocorrem em regides
tropicais e subtropicais, presentes nos oceanos Atlantico, indico e Pacifico (SANTOS, 2014).
Os habitos alimentares de C. mydas tém importancia ecoldgica, devido ao potencial de alteracéo
na densidade dos organismos, nas relacbes entre presa-predador, modificando
consequentemente a sucessao ecoldgica (BJORNDAL, 2000; AWABDI, 2013).

Ha indicios que as espécies de tartarugas-marinhas durante seu primeiro ano de vida,
vivam em associa¢do com bancos de algas, alimentando-se de zooplancton, e quando juvenis e
adultas tornam-se onivoras, com excecdo da tartaruga-verde, que se torna herbivora (SILVA,
2017; EDRIS et al., 2018).

A Chelonia mydas nos primeiros anos de vida apresenta uma dieta onivora, com
tendéncia carnivora. Apd@s a fase pelagica, com carapaca entre 30 e 40 cm de comprimento,
torna-se herbivora, com uma dieta principalmente de macroalgas. Como é de ampla
distribuicdo, as preferéncias alimentares podem variar de acordo com disponibilidade em cada
area (ALMEIDA etal., 2011a; REIS; GOLDBERG, 2017).

A dieta e as relagdes ecologicas da espécie vém sendo amplamente estudadas, mas
diversos desafios ainda precisam ser alcangados. A espécie € a Unica tartaruga marinha
primariamente herbivora, mas com amplas varia¢Ges regionais quanto ao potencial onivora
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dos juvenis (ESTEBAN et al., 2020). C. mydas ocorre com frequéncia na regido costeira do
Oceano Atlantico Sul Ocidental (ASO), utilizando a regido para alimentacdo, recrutamento e
desenvolvimento GONZALEZ CARMAN et al., 2011; MARCOVALDI; SANTOS 2011;
ANDRADE et al., 2016; GAMA et al., 2016; COELHO et al., 2018; VELEZ-RUBIO et al.,
2018).

2.3 Parasitas e Parasitismo

Os parasitas podem ter um impacto quase indetectavel em seu hospedeiro ou, em alguns
casos, podem matar seu hospedeiro. No parasitismo a associacdo com o hospedeiro tende ao
equilibrio, pois a morte do hospedeiro é prejudicial para o parasito. Assim as espécies em que
essa associacdo vem sendo mantida ha milhares de anos, raramente o parasita leva o hospedeiro
a morte havendo uma espoliacdo constante, porém insuficiente para lesar gravemente o
hospedeiro. Através do meio ambiente € possivel que ocorram mudancas nesta relacdo entre
parasito e hospedeiro (NEVES, 2005). Potenciais efeitos negativos do parasitismo no mar em
tartarugas incluem anemia e desempenho reduzido seguido por reducdo da sobrevivéncia,
competitividade, status social, capacidade de sequestrar companheiros e, em fémeas,
fecundidade reduzida (BULL; BURZACOTT, 1993).

Algumas tentativas de listar a maioria das especies parasitas em tartarugas marinhas
existem, e novas espécies sdo descritas continuamente a partir de repteis. As Tartarugas
marinhas como o resto dos répteis sao ectotérmicos, a temperatura corporal central dos repteis
€ mais propensa a flutuar do que o dos mamiferos ou passaros. Essa faixa de temperatura
corporal, provavelmente permitirdo que os patogenos cresgcam e proliferem. Por exemplo,
fungos mesofilos sdo incapazes de crescer a 37°C e por isso podem infectar facilmente os
répteis, especialmente se oanimal estiver abaixo da temperatura ideal (ZUG et al., 2002).

O sistema imunoldgico, aliado a barreiras mecéanicas como o tegumento, protege o réptil
de patdgenos ou parasitas invasores. As tartarugas marinhas tém uma funcdo do sistema
imunologico complexo que é comparavel com a de outros vertebrados. A eficiéncia do sistema
imunologico reptiliano é influenciada por uma combinacdo de fatores que incluem salde e
estado nutricional, temperatura ambiente, mudancas sazonais, idade e estresse. Qualquer
mudanca no status desses fatores pode comprometer o desempenho do sistema imunoldgico na
tartaruga, permitindo a quebra desta barreira para o ambiente externo cheio de organismos
oportunistas prontos para atacar (GREINER; MADER, 2006).

2.3.1 Parasitismo em tartarugas verdes

O primeiro autor a realizar trabalhos de cunho taxondmico parasitologico sobre esses
organismos no Brasil foi Travassos (1918), que descreveu a ocorréncia de um nematoide da
familia Kathlaniida, denominado Kathlania leptura, sendo este parasito encontrado em um
individuo da espécie C. mydas, a Testudo mydas. Posteriormente, no litoral do estado do Rio
de Janeiro, Freitas; Lent (1938) coletaram trés espécimes de um parasito desconhecido a partir
da necropsia de um individuo juvenil de tartaruga, que foi descrito como Metacetabulum
invaginatum. Neste mesmo estudo, os autores descreveram dois outros parasitos baseados em
amostras depositadas na colecdo de helmintos do Instituto Oswaldo Cruz, que ndo haviam sido
relatadas anteriormente para o Brasil: Orchidasma amphiorchis e Polyangium linguatula. Ruiz
(1943) identificou e descreveu Neoctangium travassosi Como uma nova espéecie encontrada em
uma tartaruga-marinha encalhada no litoral sul do estado de S&o Paulo. No entanto, o autor ndo
identificou as espécies de hospedeiros das quais 0 mesmo realizou estudo e a coleta do parasito
(MUNIZ-PEREIRA et al., 2009). Vicente; Santos (1968) descreveram Tonaudia freitasi com
base em espécimes de nematddeos coletados no estdbmago de um individuo de C. mydas do
estado do Ceard. Ja Travassos; Freitas; Kohn (1969) realizaram um estudo sobre parasitos
ocorrendo no Brasil e registraram 13 espécies de trematddeos encontradas em C. mydas:
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N. travassosi, P. linguatula, M. invaginatum, O. amphiorchis, Rhytidodes gelatinosus, P.
lobatus (sinbnimo de Glyphicephalus lobatus), Pronocephalus obliquus (sinénimo de Pr.
Trigonocephalus), C. albus, P. linearis, P. longiusculus, Pleurogonius trigonocefalo, P.
crassum e Ruicephalus minutus como uma nova denominagéo para P. minutus. Novos estudos
foram realizados por Werneck et al. (2006), onde os autores analisaram 11 juvenis de C. mydas
no litoral do estado de Sdo Paulo. Espécimes de L. learedi foram encontrados em seis
individuos. Sendo este o primeiro relato de parasitos da familia Spirorchiidae em hospedeiros
no litoral do Brasil. Na mesma regido, Werneck; Gallo; Silva (2008) identificaram Monticellius
indicum no coragdo de dois juvenis de C.mydas entre um total de 239 individuos submetidos a
necropsia no estado de Séo Paulo entre 2005e 2008.

As tartarugas marinhas sdo parasitadas por uma rica variedade de endoparasitas,
principalmente nematoides e trematddeos digenéticos (SANTORO; MATTIUCCI, 2009).
Diferentes habitos de uso de habitat e alimentacdo de tartarugas marinhas de diferentes areas
geograficas influenciam a composicdo e a riqueza das comunidades de parasitas (SANTORO
et al., 2006). A diversidade de parasitas pode assim ser entendida como determinada por varios
fatores, isto é, relacdo parasito-hospedeiro, condic¢des abidticas, hospedeiro, probabilidade de
encontro e a compatibilidade fisiologica entre hospedeiro e parasita. A infeccdo por parasitas
em tartarugas marinhas ainda ndo é totalmente conhecida, porém, acredita-se que essa aconteca,
como mencionado anteriormente, por meio da alimentagéo, porque estes animais apresentam
habitos alimentares variados. Acredita-se que s@o infectadas ainda na fase inicial de sua vida,
provavelmente pela ingestao de hospedeiros intermediarios contendo as formas infectantes dos
parasitas (MEDINA, 2013; BOWER et al., 2019). Ja para Santoro et al. (2006), estas infec¢des
estdo intimamente relacionadas com sexo, idade e também com a dindmica dos parasitos entre
si, aléem de sua alimentacéo.

Dentre as espécies de tartarugas marinhas no mundo, C. mydas apresenta a maior
abundancia média e riqueza de espécies de parasitas encontrados (WERNECK, 2011). Foram
registradas no mundo, aproximadamente, 90 espécies de helmintos parasitando as tartarugas-
marinhas, em sua maioria pertencentes ao filo Platyhelmintes, sendo mais de 80 espécies
pertencentes a classe Trematoda e apenas seis espécies pertencentes ao filo Nematoda
(SANTORO; MATTIUCCI, 2009).

2.3.2 Subclasse digenea

Os trematOdeos digenéticos sdo Platelmintos endoparasitos de vertebrados como peixes,
anfibios, répteis, aves e mamiferos. Apresentam corpo achatado dorsoventralmente, no entanto
algumas espécies apresentam formato cilindrico, esférico ou piriforme. O corpo possui ventosa
oral e ventral para fins de fixacdo e o tegumento (superficie externa) pode ser espinhoso
(RUPERT et al., 2005). O sistema digestorio € incompleto e apresenta boca e ventosa oral, pré-
faringe, faringe, es6fago e dois cecos intestinais (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).
O sistema reprodutivo feminino apresenta um ovario, oviduto, vitelaria, ovocito, glandulas de
Mehlis, canal de Laurer e receptaculo seminal. O sistema masculino é composto de um, dois
ou mais testiculos, vasos deferentes, vesicula seminal, cirro e bolsa do cirro, que pode ser
presente ou ausente. O ciclode vida desses parasitos € heteroxeno e bastante complexo,
envolvendo dois ou mais hospedeiros (ACOSTA et al., 2016).

No Brasil, a fauna parasitaria de tartarugas-marinhas é representada principalmente pela
Classe Trematoda, Filo Platyhelminthes com 46 espécies registradas até o momento e Filo
Nematoda, com o registro de quatro espécies (MUNIZ-PEREIRA et al., 2009; WERNECK,
2011). Pelo fato de as tartarugas marinhas possuirem habito migratério entre as areas de
desenvolvimento, alimentacéo e desova, é possivel que ocorra um nimero maior de espécies
parasitarias no pais (MEDINA, 2013). E observado que, mesmo em diferentes fases da
vida da tartaruga, a sua helminto-fauna apresenta um alto grau de especificidade, e comparada

13



a outras espécies, como Caretta caretta e Lepidochelys olivacea, C. mydas apresentam uma
maior riqueza de espécies e abundancia média de helmintos encontrados (BINOTI et al., 2015),
isso se deve possivelmente ao fato de terem diferentes habitos de forragens e as condicdes
do hébitat em que vivem (SANTORO et al., 2006), como a C. mydas possui habitos
generalistas, estdo expostas, portanto, a um niumero maior de espécies de hospedeiros
intermediérios potenciais, resultando assim, em uma maior riqueza de espécies
(MARCOGLIESE, 2008; SANTORO et al., 2006).

Segundo Greiner; Mader (2006), o conhecimento sobre os parasitos de tartarugas é
bastante escasso, € em alguns casos, ndo € possivel saber se 0s parasitos sdo 0s agentes
causadores das doencas (agentes patogénicos), ou se vivem de forma pacifica no hospedeiro
(ndo Ihes causando mal algum). Como relatado por Werneck; Silva (2015) existe evidéncias de
que a distribuicdo geografica, correntes oceanicas e possivelmente historia filogenética pode
influenciar a comunidade de parasitos.

2.4 Espirorquidiase

Os espirorquideos sdo parasitas que causam uma doenca conhecida coletivamente como
espirorquidiase, que causa sinais clinicos inespecificos, incluindo emagrecimento, retracdo
ocular, caquexia e letargia (GLAZEBROOK et al., 1981, GLAZEBROOK et al., 1989, FLINT
et al.,, 2010, STACY et al., 2010a, WORK et al., 2015). Nos locais de infeccdo, tipicamente
coracdo, aorta principal e figado, os espirorquideos estdo associados a inflamacao,
endocardite, trombose e arterite (Chapman et al., 2019). A patologia também é induzida por
ovos liberados de parasitas adultos. Respostas inflamatorias e lesdes sdo observadas em 0rgéos
onde os ovos se acumulam, como baco, figado, trato gastrointestinal e pulmées (CHAPMAN
etal., 2017, STACY et al., 2017). Os parasitas adultos podem causar inflamacéo arterial nesses
orgaos, bem como tromboses; secundariamente, os ovos disseminados podem induzir
granulomas multifocais nestes 0rgaos, esporadicamente associados a pneumonia ou meningite
(GORDON et al., 1998).

A espirorquidiase é comum em tartarugas marinhas e tem sido relatada com prevaléncia

superior a 70% na Australia (Flint et al., 2010), Costa Rica (Santoro et al., 2007), EUA (Florida
e Havai) (Daley e Morris, 1995, Stacy et al., 2010a) e Brasil (Jerdy et al., 2016), com 40% das
mortalidades na Australia atribuidas a doenca (FLINT et al., 2010).
Apesar do papel fundamental que os espirorquideos desempenham na salde, reabilitacdo e
conservacdo das tartarugas, os detalhes sobre seus ciclos de vida sdo pouco
compreendidos. Semelhante aos membros das outras familias de parasitas sanguineos (a
Aporocotylidae Odhner, 1912 e o Schistosomatidae Stiles; Hassall, 1898), os espiroquideos tém
um ciclo de vida obrigatorio de dois hospedeiros envolvendo reproducéo sexuada no hospedeiro
definitivo e reproducdo assexuada em um hospedeiro intermediario invertebrado.

A maior parte da literatura sobre o ciclo de vida dos espirorquideos esta relacionada a
sistemas de agua doce, com seis espécies com ciclos de vida completos elucidados e dados
moleculares gerados a partir de estagios assexuados relatados para outras seis espécies. Todos
0s hospedeiros intermediarios de agua doce sdo caracois planorboides (Cribb et al., 2017),
exceto por um unico relato de um caramujo ampullarideo sul-americano (Pinto et al., 2015).
Existem apenas quatro relatos de estagios assexuados de espirorquideos marinhos, nenhum dos
quais € geneticamente compativel com adultos nomeados. Elucidar os ciclos de vida no
ambiente marinho é um desafio devido ao nimero de potenciais hospedeiros intermediarios,
aos estilos de vida muitas vezes enigmaticos de muitos invertebrados e as taxas de infeccdo
geralmente baixas dos primeiros hospedeiros intermediarios. Stacy et al. (2010b) forneceram a
primeira evidéncia de um hospedeiro intermediario espirorquideo marinho, com um resultado
positivo de PCR de uma lapa, Fissurella nodosa (Born), para Learedius learedi Price, 1934,
embora estagios assexuados ndo tenham sido observados. Cribb et al. (2017) elucidaram a
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primeira infeccdo por espirorquideos definitivamente identificada de um gastrépode
vermetideo, Thylaeodus cf. rugulosus(Monterosato), de um centro de reabilitacdo de tartarugas
cabegudas em Valéncia, Espanha.

Da Familia Spirorchiidae sdo conhecidas aproximadamente 100 espécies, distribuidas
em 19 géneros, dos quais 10 sdo exclusivos de tartarugas marinhas (WERNECK; SILVA,
2013). Destes, apenas 6 espécies de espirorquideos tem sido relatada no Brasil: Learedius
learedi, Monticellius indicum, Carettacola stunkardi e Amphiorchis caborojoensis
(WERNECK, 2011), Amphiorchis indicus (WERNECK; SILVA, 2013) e Hapalotrema
postorchis (WERNECK, 2014). No Brasil os espirorquideos correspondem a um grupo de
trematddeos do sistema circulatorio que podem acometer espécies de mamiferos, aves, peixes,
tartarugas e outros animais. Esses parasitas sdo analogos aos esquistossomas das aves,
mamiferos e sua biologia tem sido revisada (WERNECK; GALLO; SILVA, 2008; FLINT et
al., 2009).

2.4.1 Ciclo de vida dos espirorquideos em tartarugas de 4gua doce

Em tartarugas marinhas ndo esta completamente elucidado (WOLKE et al., 1982;
DUTRA et al., 2012) mas, ja foi descrito em hospedeiros de agua doce (HOLLIMAN; FISHER,
1968; HOLLIMAN et al.,, 1971). Nestas os espirorquideos adultos, depositam seus ovos
embrionados nas arteriolas da camada muscular da regido pilorica estomacal e do intestino
delgado, que migram da parede intestinal para o limen. Quando s&o eliminados pelas fezes na
agua, crescem consideravelmente e a0 mesmo tempo 0s miracideos tornam-se mais ativos.
Estes ultimos penetram nos caracois jovens (Helisoma trivolvis e H. campanulata) e evoluem
para esporocistos “mae” repletos de esporocistos “filhos”, que seguem para extremidade
anterior da mae e migram através dos espacos linfaticos e das glandulas digestivas ao mesmo
tempo que as cercérias iniciam seu desenvolvimento. Quando estas amadurecem, deixam 0s
caracois apresentando fototropismo positivo e atingindo a superficie da agua. Ao entrar em
contato com as tartarugas, especialmente jovens, a cercaria penetra pela pele e mucosa,
principalmente a anal, oral e ocular. Os parasitas jovens atingem 0s vasos sanguineos e sao
carreados para o0 coracdo direito, seguindo para os pulmdes, coracdo esquerdo e todo resto do
corpo. Apds atingir a maturidade sexual, depositam seus ovos nas arteriolas do estbmago e
intestino e reiniciam o ciclo (Figura 22 (OLSEN, 1974).

Figura 2. Demonstracdo do ciclo de vida dos espirorquideos em tartarugas de agua doce

(OLSEN, 1974).
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2.4.2 Ciclo de vida em doengas, controle e epidemiologia

O delineamento dos ciclos de vida é importante para compreender a epidemiologia das
doencas e desenvolver estratégias eficazes de controle. Este é particularmente o caso das
tartarugas marinhas sob cuidados humanos onde a capacidade de identificar a presenca de
hospedeiros intermediarios pode auxiliar no diagndstico da doenca e permitir a erradicacao
direcionada. De fato, o parasitismo com espirorquideos foi relatado em tartarugas marinhas sob
cuidados humanos em varias ocasifes (Greiner et al. 1980, Glazebrook; Campbell 1990a, Stacy
et al. 2010b, Cribb et al. 2017), mas a erradicagdo completa depende do estilo do sistema
de cuidados humanos (ou seja, sistema fechado ou com captacdo de agua do mar de corpos
d'dgua préximos). No caso descrito por Cribb et al. (2017), a identificacdo do hospedeiro
intermediario resultou na esterilizacdo direcionada de todo o sistema aquério seguido por um
sistema de admissdao melhorado para novos animais, incluindo banhos de 4gua doce e remocéo
manual da fauna epibiontica. Em ambientes selvagens, é improvavel que a erradicacdo de
hospedeiros intermediarios seja viavel ou desejavel, dada sua provavel ampla distribuicéo e
papel mais amplo no ecossistema.

No entanto, conhecer sua identidade e, assim, a ecologia ajuda a entender onde as
infeccOes sdo mais provaveis de ocorrer e 0S processos ecossistémicos que podem levar ao
aumento (ou reducdo) da transmissdo. Por exemplo, habitats ocupados por espécies como lapas,
vermetideos e poliquetas podem ser pontos de acesso para a transmissdo de espirorquideos
infectados. As tartarugas marinhas sdo, portanto, mais propensas a encontra-los ao retornar a
ambientes neriticos apos sua fase pelagica juvenil (CHAPMAN et al., 2019).

Alteracdes no habitat resultantes de mudancas climaticas ou efeitos antropogénicos
diretos podem afetar a abundancia e distribuicdo de hospedeiros intermediarios e, portanto, em
risco de infeccdo para tartarugas marinhas. Outra possibilidade € que o hospedeiro
intermediario possa viver no proprio hospedeiro definitivo (FRAZIER et al. 1985). Isso é
improvavel para os poliquetas mencionados aqui, pois habitam em substratos arenosos ou
lamacentos, porém vermetideos e fissurelideos, sendo organismos sésseis, podem se prender a
carapagca e ser transportados pela tartaruga. No entanto, até onde podemos determinar, estudos
sobre a fauna epibidtica de tartarugas marinhas até 0 momento nao relataram definitivamente
esses gastropodes entre as espécies presentes (KITSOS et al. 2005, PFALLER et al. 2008,
DOMENECH et al. 2015).

2.4.3 Disseminacao dos ovos

Um aspecto dos ciclos de vida dos espirorquideos marinhos ainda a ser completamente
explorado é a rota de eliminacdo dos ovos do hospedeiro. Embora os ovos, pelo menos para
algumas espécies, sejam eliminados nas fezes do hospedeiro (Greiner 2013), outras vias de
eliminacdo sdo possiveis. As estratégias de desova podem variar entre as espécies de parasitas
e, de fato, uma espécie pode usar varias estratégias. Holliman et al. (1971) eclodiram com
sucesso ovos de espirorquideos recuperados de tecidos de tartarugas de agua doce, sugerindo
que a liberacdo de ovos por decomposicdo post mortem ou elimina¢do de uma carcaca € um
meio de dispersdo de ovos. Uma terceira possibilidade € a liberacdo de 6vulos por meio da
expectoracdo. Stacy et al. (2017a) observaram que 0s genétipos de Neospirorchis com
tropismos distintos para a glandula tireoide estavam bem posicionados para aproveitar as vias
circulatérias para os sistemas pulmonar e gastrointestinal, onde foram observados nimeros
significativos de seus ovos.

Até o momento, nenhum estudo se propds especificamente a explorar
experimentalmente as rotas pelas quais 0s ovos de espirorquideos marinho chegam ao ambiente
externo. Por tanto, é preciso que analises sejam feitas de tartarugas infectadas naturalmente ou
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experimentalmente infectadas, alojadas em ambientes controlados, para identificar rotas de
eliminacdo de ovos. Se as identidades dos hospedeiros intermediarios forem conhecidas,
infeccOes experimentais e subsequentemente a coleta de amostras apropriadas (secrecdes e
fezes) para estudar as vias de eliminacdo de ovos e progressdao da doenca serdo facilitadas
(CHAPMAN et al., 2019).

2.5 Sinais Clinicos e Diagnostico

Os sinais clinicos da espirorquidiase sdo inespecificos e incluem anorexia,
caquexia/fraqueza muscular, retracdo ocular, concavidade do plastrdo e letargia
(GLAZEBROOK; CAMPBELL 1990a, FLINT et al. 2010b, STACY et al. 2010a, WORK et
al. 2015) Infec¢des graves no cérebro, medula espinhal ou sistema nervoso periférico podem
causar distarbios neuroldgicos (Jacobson et al. 2006, Flint et al. 2010b) porém, isso permanece
mal compreendido. Os sinais neuroldgicos relatados em tartarugas de dgua doce incluem plegia,
perda de reflexos e comportamento circular (Holliman et al. 1971) Jacobson et al. (2006)
relataram reflexos diminuidos mandibula e tdnus muscular reduzido, perda da capacidade de
mastigar e degluticdo entre os sinais observados em cabegcudas com neuroespirorquiidiase.

No entanto, a exposicdo concomitante a uma neurotoxina ndo identificada foi
suspeitada, e assim, estas observacbes ndo puderam ser definitivamente ligadas a
espirorquidiase. Curiosamente, Stacy et a (2010a) relataram posteriormente um caso de
neuroespirorquidiase grave em uma cabeguda que era aparentemente saudavel e morreu de
causas nao relacionadas. O significado clinico da neuroespirorquidiase portanto, permanece
obscuro. Alguns estudos de espirorquideos (Jacobson et al. 2006, Santoro et al. 2017)
combinaram um exame clinico com exame pds-morte; relatos de sinais clinicos muitas vezes
se limitam a observac6es gerais, sem minuciosa investigacao neuroldgica ou hematologica. Ha
necessidade de estudos em larga escala que incorporem essas abordagens e maltiplas espécies
de tartarugas de varias regides. Além disso, existe potencial para a exploracdo de técnicas de
imagem no diagnostico e avaliagdo da espiorquidiase em animais.

As técnicas de imagem mais comumente usadas para tartarugas marinhas incluem
radiografia e ultrassom (Di Bello et al. 2006, Valente et al. 2007, Stockman et al. 2013, De
Majo et al. 2016), embora a tomografia computadorizada (TC) (Bonelli et al. 2013, Spadola et
al. 2016) e a ressonancia magnética (RM) (Croft et al. 2004, Valente et al. 2006) torna-se cada
vez mais comum em alguns paises, essas técnicas podem ser Uteis em identificar lesbes
internas. No entanto, sdo limitados em sua capacidade de visualizar ou quantificar parasitas e
seus ovos. Além disso, em muitos locais, o uso de TC e ressonancia magnética € limitada pelo
custo e acessibilidade. Em humanos, varias técnicas de imagem foram avaliadas para a
avaliacdo clinica da esquistossomose, embora estes sdo em grande parte destinados a avaliar
patologia (SKELLY 2013, OLVEDA et al. 2014, SAH et al. 2015).

Todavia, técnicas como a fluorescéncia tomografia molecular (Krautz-Peterson et al.
2009) tomografia por emissdo de pdsitrons (Salem et al. 2010), microscopia confocal de
varredura a laser (Holtfreter et al 2011, Fritzsche et al. 2012) e microscopia intravital (Bloch
1980) foram explorados com o proposito de visualizagdo e quantificacdo de infeccBes
esquistossomoticas em modelos experimentais. Essas tecnologias fornecem informacdes
valiosas sobre o tamanho e distribuicdo de cargas parasitarias, que seriam de uso consideravel
para fins de reabilitacdo e pesquisa em tartarugas marinhas. Especificamente, as Gltimas
modalidades seriam fornecer diagnosticos mais definitivos e melhor oportunidade de conectar
os sinais clinicos com o tipo de infeccéo e intensidade, enquanto técnicas como TC e RM séo
Uteis na avaliacdo de patologias associadas 0 custo e 0 acesso ao equipamento necessario podem
restringir o uso generalizado dessas técnicas. No entanto, eles fornecem um caminho
interessante para exploracdo em tartarugas marinhas, particularmente para fins de pesquisa
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(CHAPMAN et al., 2019).

2.5.1 Patologia

A patologia associada a infeccdo por parasitas espirorquideos é variavel e se manifesta
em varios 6rgaos e tecidos. As lesdes relatadas parecem semelhantes em todas as 4 espécies de
tartarugas (verde, cabecuda, pente e verde-oliva) para as quais os dados patoldgicos foram
relatados. As aortas e as cdmaras do coragdo sdo os locais comumente relatados para parasitas
adultos (GORDON et al., 1998, WORK; BALAZS 2002, SANTORO et al., 2007, STACY
etal.,2010a, CHEN et al. 2012, WERNECK et al. 2015d, CHAPMAN et al. 2017). As espécies
de parasitas adultos maiores (exemplo, espécies de Hapalotrema e Learedius), bem como o de
menor Neospirorchis spp séo relatados regularmente a partir de locais que séo frequentemente
associados a endocardite, arterite, trombose e inflamacdo granulomatosa (SANTORO et al.
2007, FLINT et al. 2010b, STACY et al. 2010a, WERNECK et al. 2015d, CHAPMAN et al.
2017) O sistema nervoso central (SNC) é um dos principais locais de interesse na patologia
associada a espirorquideos. InfeccGes por Neospirorchis spp. no SNC foram associadas a um
evento de mortalidade em massa na Florida (JACOBSON et al. 2006).

Parasitas adultos e seus ovos foram presentes e associados a respostas inflamatorias,
mas seu papel preciso no evento permanece obscuro especialmente porque a exposicdo a uma
nova toxina foi suspeitada. Ao contrario dos espirorquideos adultos encontrados no coragéo e
grandes vasos, Neospirorchis spp. observados no cérebro e medula espinhal ndo estdo
associados com inflamacéo significativa (GORDON et al. 1998, STACY et al. 2010a). Em
contraposicdo, ovos de espirorquideos (mais comumente os de Neospirorchis spp.) tém sido
associados com varios graus de inflamacao granulomatosa dentro dasmeninges e outras areas
do SNC (GORDON et al., 1998, WORK; BALAZS 2002, SANTORO et al., 2007, FLINT et
al., 2010b, STACY et al. 2010a CHAPMAN et al. 2017).

Embora lesdes graves devam ser consideradas potencialmente prejudiciais para o
hospedeiro (Stacy et al. 2010a), o significado clinico permanece claro. Pequenos granulomas
sdo geralmente considerados como achados incidentais (GORDON et al. 1998, FLINT et al.
2010b). Os ovos também sdo comumente associados a respostas inflamatorias granulomatosas
em muitos 6rgaos além do SNC (FLINT et al. 2010b, STACY et al. 2010b, WERNECK et al.
2015d, JERDY et al. 2016, CHAPMAN et al. 2017, RIBEIRO et al., 2017). A gravidade da
patologia € geralmenteproporcional ao nimero de ovos presentes (STACY et al., 2010a). Os
locais comuns incluem pulmdes, baco, trato gastrintestinal e tireoide, com lesdes graves tendo
sido relatados de todos esses locais (STACY et al. 2010a, CHAPMAN et al. 2017, SANTORO
et al. 2017). No entanto, quase todos os 6rgdos e sistemas podem ser afetados, incluindo os
orgaos reprodutivos (STACY etal. 2010a, 2017a, CHAPMAN et al., 2017).

A observacdo de que 0s ovos dos espirorquideos, ao contrario dos parasitas adultos,
parecem ser responsaveis por gerar a maior parte das respostas imunolédgicas consistente com
esquistossomose em humanos (GRYSEELS et al. 2006, COLLEY et al. 2014). Para sair do
corpo e garantir a transmissdo do parasita, 0 ovo do esquistossomo deve atravessar o endotélio
para atingir o limen gastrointestinal (Schistosoma mansoni, S. japonicum) ou bexiga (S.
haematobium) (Pearce 2005). Para alcancar isso, € necessaria uma boa resposta do sistema
imunoldgico; os antigenos do ovo induzem um forte CD4 T helper (células auxiliares) do
hospedeiro (Doenhoff et al. 1978, Vella; Pearce 1992, Pearce 2005, deWalick; Tielens; Van
hellemond, 2012) e cascas de ovos de esquistossomos também sdo fortes ativos plaquetarios
(NGAIZA; DOENHOFF 1990, WUEet al. 2007, DEWALICK; TIELENS; VAN HELLEMOND
2012). Esses mecanismos levam a inflamacdo tecidual e, potencialmente, a adesdo ao endotélio,
embora 0 mecanismo exato pelo qual o extravasamento ocorre ainda ndo esta claro. Por isso
ovos de esquistossomos podem ter sido selecionados devido a vantagem da alta
imunogenicidade, o que facilita a eliminagédo dos ovos. Embora, pesquisas ndo tenham sido
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realizadas associadas ao mecanismo da imunidade especifica aos ovos de espirorquideos, esta
teoria também pode se aplicar a eles; devido ao fato, de a parede do sistema gastrointestinal da
tartaruga ser um local bem documentado de acimulo de ovos (GORDON et al. 1998,
SANTORO et al. 2007, FLINT et al. 2010b, STACY et al. 2010a, CHAPMAN et al. 2017,
RIBEIRO et al. 2017).

A bexiga urinéria parece menos sujeita a embolizacao causada pelos ovos do que outros
0rgdos (Stacy et al. 2010a, Chapman et al. 2017, Marchiori et al. 2017); no entanto, 0 processo
descrito acima pode teoricamente também se aplicar aos pulmdes. A resposta do sistema imune
aos ovos de espirorquideos continua sendo uma &rea com mais estudos de investigacdo
Experimentos com esquistossomose frequentemente se baseiam no uso de modelos animais
para prever respostas em humanos. Nenhum substituto adequado para as tartarugas marinhas
para responder a estas e outras questdes ja foi identificada. Os candidatos 6bvios sdo tartarugas
de &4gua doce; no entanto, estes estdo sujeitos a diferentes conjuntos de fauna de espirorquideos,
que podemdiferir em suas interagdes com o hospedeiro.

2.6 Diagnostico de Espirorquidiase

2.6.1 Diagnostico post mortem

Tradicionalmente, o método padrdo de diagndstico de spirorchiidae tem sido a necropsia
macroscopica. Esta abordagem continua sendo fundamental para os estudos da doenca,
principalmente quando ndo s&o realizadas técnicas complementares adicionais permite uma
visdo muito mais abrangente e uma avaliacdo antecipada CHAPMAM et al., 2019). O exame
histolégico de tecidos dos 6rgdos post-mortem fornece valiosos dados de patologia no nivel
celular e é particularmente Util em casos envolvendo parasitas (por exemplo, Neospirorchis
Spp.) como € o caso de ovos pequenos que formam granulomas, mas ndo podem ser observados
macroscopicamente (GORDON et al. 1998; STACY et al., 2010a). A histologia é, portanto,
uma ajuda importante na investigacdo de infecgdes parasitarias, sem a qual alguns processos de
doenca e organismos causadores podem ndo ser detectadas. No entanto, sdo observadas
algumas limitacdes na avaliacdo de tartarugas vivas e € restrita em termos de especificidade
devido a incapacidade de identificar espécies de parasitas ou seus ovos. (CHAPMAM et al.,
2019). A histopatologia dos nodulos revela inflamacdo causada pelos ovos, que, quando
liberados na corrente sanguinea, alojam-se em diferentes locais do organismo do hospedeiro
(GORDON et al., 1998; SANTORO et al., 2007; STACY et al., 2010; CHEN et al., 2012).

Embora menos achado comum, os helmintos adultos também sdo capazes de causar
reacdes (GORDON et al., 1998; SANTORO et al., 2007). As lesbes sdo granulomatosas e
contém os ovos do parasita, acometendo a maioria dos 6rgdos do hospedeiro, como o sistema
nervoso central, sistema cardiopulmonar, trato urinario, digestivo, glandulas de sal
(GLAZEBROOK et al., 1981; GLAZEBROOK et al., 1989; GORDON et al., 1998; STACY
et al., 2010) e gdnadas.

Nestas les6es de intensidade variada e namero de linfocitos e macréfagos aparentemente
formam a primeira linha de defesa contra ovos de trematodeos; além disso, os macrofagos se
juntam, dando origem a células de Langhans e, as vezes, células gigantes de corpo estranho
(GLAZEBROOK et al., 1981). A presenca de ovos nos tecidos do hospedeiro € evidéncia
irrefutavel de parasitose. Além disso, analises morfologicas e morfométricas dos ovos
contribuem para a identificacdo do género do parasita (WOLKE et al., 1982).

2.6.2 Copromicroscopia

O exame microscopico de fezes para detectar a presenca de ovos vem sendo o0 método
tradicional de diagnostico para infecgGes por helmintos em tartarugas marinhas vivas sob
cuidados humanos e a quantificacdo pode fornecer informagdes uteis. No entanto, este método
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tem limitagbes, pois a coleta de fezes de tartarugas de vida livre é dificil, e o exame
microscépico da morfologia dos ovos ndo pode fornecer uma identificacdo ao nivel de espécie
(STACY et al. 2010a). A eliminagéo nas fezes (Wolke et al. 1982, Greiner 2013 Marchiori et
al. 2018), pode ndo representar a principal via de eliminagdo, ou pelo menos ndo para todas as
espécies. Variagoes significativas na contagem do ovo podem ser observadas de um dia para o
outro (Engels et al. 1996, Yu et al. 1998). O Tempo desde o inicio da infeccdo (Bushara et al.
1980, De Bont et al. 1995, 2002) nivel de ingestdo de alimentos e producdo de fezes pelo
hospedeiro (De Bont et al. 2002) assim como, mudangas sazonais nas temperaturas do mar
(Ldhmus; Bjorklund 2015, Barber et al. 2016) podem influenciar na producéo de ovos.

Essas limitacOes foram demonstradas por Marchiori et al. (2018), onde encontraram
baixa correlagdo entre fezes e contagem de ovos de espirorquideos esplénicos em tartarugas
cabecudas, sugerindo que o exame de fezes é um método pobre de quantificacdo da carga
parasitaria. No entanto, eles encontraram uma forte correlacdo entre fezes qualitativas e o
exame do ovo esplénico, indicando que o exame de fezes pode ser adequado como meio basico
de diagnostico de infeccdo. O exame de fezes continua sendo o mais simples e 0 método mais
barato para obter um diagndstico de parasitas sanguineos em individuos vivos, e neste momento
é 0 padrdo método de diagndstico ante mortem de spirorchiidae (CHAPMAM et al., 2019).

2.6.3 Diagnoéstico baseado em sorologia

Testes baseados em sorologia tém sido explorados como uma ferramenta de pesquisa
para uso em estudos de espirorquidiase (GRACZYK et al. 1995, HERBST et al. 1998, WORK
et al. 2005). Os testes tradicionais baseados em ELISA detectaram anticorpos produzidos pelo
hospedeiro em resposta a exposicdo a varios patdgenos alvo. Esses testes tém varias vantagens
sobre 0 exame de fezes, pois ndo sdo afetados por variagdes de curto prazo na eliminagéo de
ovos. (DOENHOFF et al. 2004, ZHU 2005, CAVALCANTI et al.2013). Graczyk et al. (1995),
Herbst et al. (1998) e Work et al. (2005) usaram ELISA indireto, baseado em antigenos brutos
de glicocalicede superficie de adultos de L. learedi, H. pambanensis e C. hawaiiensis, para
detectar anticorpos de espirorquideos em tartarugas verdes. Em cada caso, foi possivel
identificar com sucesso tartarugas infectadas (ou previamente infectadas). Enquanto esses testes
foram Uteis para determinar que uma tartaruga havia produzido anticorpos para espirorquideos,
eles ndo foram capazes de determinar se 0s anticorpos estavam relacionados a uma infecgéo
passada ou atual, identificar a espécie exata, uma infeccdo mista ou quantificar a intensidade da
infeccdo (CHAPMAM et al., 2019).

2.6.4 Diagndstico molecular

Ferramentas moleculares sdo Uteis na taxonomia de Spirorchiidae. Fragmentos de DNA
de regibes nucleares ou mitocondriais especificas para identificacdo de espécies e estudos
filogenéticos podem subsidiar inferéncias biogeograficas, evolutivas e identificacdo
morfologica (Blasco-Costa et al., 2016). Os dados genéticos fornecem aos pesquisadores uma
tremenda capacidade de reconhecer espécies, iluminar a plasticidade fenotipica, vincular de
estagios do ciclode vida, inferir filogenia e permitir uma exploracdo de variacdo geogréafica
muito além do que pode inferido apenas a partir de dados morfolégicos (NOLAN; CRIBB,
2005). Os primeiros dados genéticos para um espirorquideo marinho apareceu no GenBank
(banco de dados de Nucleotideos do NLM/NCBI localizado no National Institutes of Health
(NIH) em 1996 quando sequéncias de um Hapalotrema sp. coletados durante os estudos da
familia irm&@ Schistosomatidae (Barker; Blair 1996) foram enviados (12 de junho de 1996).
Poucos ou nenhum dado de sequéncia estdo disponiveis para muitas espécies. Em alguns casos,
a dificuldade em coletar espécimes intactos para caracterizacdo morfologica impediu a ligacdo
de uma sequéncia a uma espécie descrita (CHAPMAN et al. 2016, 2017, STACY et al. 2017a).
Além disso, Chapman et al. (2015) apresentaram uma andalise molecular de que o género
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Learedius é sinbnimo com Hapalotrema.

Dessa forma, estudos futuros precisardo decidir se 0s espirorquideos permanecem como
uma Unica familia ou exigira a divisdo. Portanto, o nimero de géneros validos de espirorquideos
marinhos reconhecidos de tartarugas provavelmente estardo sujeitos a uma reviséo adicional
(CHAPMAM et al., 2019). Analises moleculares de espécies adultos de Neospirorchis e seus
ovos de 4 espécies de tartarugas da Fldrida (Stacy et al. 2017a) encontraram pelo menos 20
genotipos Unicos, com afinidades distintas de local e hospedeiros evidentes. Da mesma forma,
Chapman et al. (2016, 2017) identificaram vérias variantes de Neospirorchis em tartarugas
verdes de Queensland, também com tropismos em sitios distintos. Esta evidéncia molecular
sugere que a diversidade e as afinidades de hospedeiro/local dentro deste género s&o mais
complexas do que anteriormente reconhecido. Chapman et al. (2017) também forneceram mais
evidéncias de tropismo de espécies de outros géneros. Devido a que 0s ovos viajam através da
corrente sanguinea, € de se esperar que as vezes causem émbolos em outros érgdos que ndo é o
local primério. Ressalta-se a importancia de considerar fatores como a prevaléncia em cada
6rgdo, o numero de dvulos presente e a presenca ouauséncia de parasitas adultos ao decidir se
existe um tropismo de local. Os métodos moleculares estdo progressivamente substituindo
métodos soroldgicos para o diagnéstico de patdgenos. Técnicas como PCR e seus derivados
sdo um dos pilares da parasitologia moderna, oferecendo bilidade e especificidade melhoradas
em relagdo a outros métodos (MCMANUS; BOWLES 1996, PONTES et al., 2002, 2003,
NDAO 2009, OLIVEIRA et al., 2010, WICHMANN et al.,2013).

Os diagnosticos baseados em PCR também tém varias desvantagens: eles sdo mais caros
do que a coproscopia e muitas técnicas sorologicas por conta dos reagentes e equipamentos
especializados necessarios (Pontes et al. 2003, Lier et al. 2006, Cavalcanti et al. 2013); além
disso, eles s&o menos portateis para uso em uma configuracdo de campo. A primeira tentativa
de detectar infecgdes por espirorquideos em um hospedeiro usando PCR foi feito por Stacy et
al. (2010b). A PCR heminested foi usada para pesquisar DNA de cercarias de Hapalotrema
spp. e L. learedi em potenciais hospedeiros intermediarios de moluscos. Isso produziu
evidéncias para a identificacdo do hospedeiro intermediario para L. learedi.

A PCR posteriormente desempenhou um papel crucial na elucidacao dos ciclos de vida
de Amphiorchis sp. (Cribb et al. 2017) e 2 genotipos de Neospirorchis (Buron et al. 2018),
mantendo um papel primordial na exploracdo da diversidade genética. Recentemente, um PCR
T-RFLP baseado em fluorescéncia (polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao
terminal) foi desenvolvido para identificar ovos de spirorquideos em amostras de tecido de
tartarugas verdes em Queensland (Chapman et al. 2016). Este ensaio distinguiu 12 genotipos
de espirorquideos e provou ser custo-efetivo e mais sensivel do que a sua histologia.

2.7 Tratamento

O tratamento da infeccdo por espirorquideos geralmente envolve o uso de praziquantel
(Adnyana et al. 1997b, Innis et al. 2017, Stacy et al. 2017b), um anti-helmintico comprovado
no tratamento da esquistossomose outros parasitas e infecces por ténia em humanos e outros
animais (COLES, 2006). Atualmente, a investigacdo de eficidcia do tratamento para
espirorquidiase requer o abate da tartaruga para procurar vermes post-mortem. Talvez por isso,
apenas um estudo abordou especificamente o assunto. Adnyana et al. (1997b) mostraram que
o praziquantel é eficaz no controle de parasitas adultos; no entanto, dificilmente sera
imediatamente eficaz onde a embolia extensa causada pelos ovos esta presente (INNIS et al.
2017). Até o momento, nenhuma complicagdo, como liberacdo de antigeno ou trombose apos
a morte do parasita em massa, foi relatada apos tratamento; todavia, o uso de anti-inflamatoérios
em mitigar essas ocorréncias potenciais é digno de exploracdo adicional (STACY et al. 2017b).

O Adnyana et al. (1997b) fizeram um estudo onde utilizaram uma dosagem de 50 mg
kg—1 administrados por via oral 3 vezes ao 1 dia; foi posteriormente sugerido que esta dose
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pode ser muito alta (Schréder 1998). Um estudo farmacocinético conduzido por Jacobson et al.
(2003) indicou que uma dose de 25 mg/kg-1 administrada por via oral 3 vezes em intervalos de
3 horas foi considerado apropriado. Enquanto formas injetaveis de praziquantel estdo
disponiveis, baixa concentracdo pode significar que altos volumes séo necessarios para tratar
tartarugas grandes, e nenhuma eficacia ou dados de seguranca para tartarugas estdo disponiveis
(INNIS et al. 2017).

2.8 Mortalidade

Work et al. (2015) descobriram que, embora ovos de espirorquideos sdo observados em
quase todas as ilhas havaianas em tartarugas verdes encalhadas, na necropsia raramente sdo a
principal causa de mortalidade naquela regido. Em contraste infecgbes suspeitas ou
potencialmente fatais foram relatadas na Flérida (Jacobson et al. 2006, Stacy et al. 2010a),
no Mediterrdneo (Santoro et al. 2017) e Australia (Gordon et al. 1998, Flint et al. 2010b)
enquanto os espirorquideos podem ter maiores efeitos na salide nessas regifes do que em outras,
as comparacOes das taxas de mortalidade entre os estudos séo dificeis devido as diferentes
circunstancias e vieses de amostragem. Por exemplo, enquanto Santoro et al. (2007) observou
100% de prevaléncia de espirorquideos entre nidificacdo de tartarugas verdes fémeas na Costa
Rica, as circunstancias em que os animais foram coletados (ou seja, fémeas nidificantes mortas
por ataque de onga-pintada) exclui efetivamente a espirorquidiase como causa primaria de
morte. Animais severamente afetados também podem ser menos susceptiveis de participar em
atividades de reproducdo e nidificacdo e o método de amostragem exclui tartarugas imaturas,
que podem ser mais suscetiveis a infeccdes graves. Caracteristicas semelhantes podem ser
identificadas na maioria dos estudos; Stacy et al. 2010a) foram capazes de incluir tartarugas
saudaveis' para medir a proporcdo de tartarugas que evitaram graves efeitos das infecgdes. Outra
questdo € a interpretacdo dos casos pesquisados e aplicar critérios diferentes para determinar a
causa de morte, 0 que inevitavelmente afetard o namero de mortalidade que eles atribuem a
espirorquidiase. Na Australia, a espirorquidiase contribuiu para uma menor proporcdo de
mortes (GORDON et al., 1998; FLINT et al., 2010b).

Ainda que essas diferencas possam ser atribuidas as varia¢6es discutidas anteriormente
nos meétodos de amostragem ou flutuacbes naturais, deve ser interpretado de forma
conservadora, e levanta a possibilidade de que o os efeitos patogénicos da infeccdo por
espirorquideos estdo se tornando mais graves em regides localizadas, como o sul de
Queensland. Para confirmar tais tendéncias e investigar fatores que influenciam a
patogenicidade, a vigilancia € necessaria em oposicdo a curto prazo para evitar danos ao
revestimento endotelial e outros tecidos que foram relatados, por parasitismo. Tais iniciativas
devem seguir procedimentos padronizados de amostragem e exame post mortem, tanto quanto
possivel, para minimizar o preconceito e incorporar a amostragem de habitat para investigar
ligacGes entre 0 ambiente fisico, o ecossistema e a doenca (CHAPMAN, 2019).
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Spirorchidiasis is one of the most common diseases in green turtles. Eggs and the adult
form of trematodes are mainly found in the heart, liver, lung, spleen, and gastrointestinal tract.
The present study aimed to describe the pathological aspects of Spirorchiidae trematode
infection in green turtles (Chelonia mydas) in the Campos Basin, Rio de Janeiro. The current
study was based on the necropsy of 99 green turtles (Chelonia mydas, Chelonidae) from
April to December 2021. Epidemiological data were obtained from the Aquatic Biota
Monitoring Information System (SIMBA). A histopathological examination was performed
at the “Setor de Anatomia Patolégica” (SAP) from “Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro” (UFRuralR]). Tissue fragments (buccal papilla, esophagus, trachea, lung, heart,
kidney, bladder, stomach, liver, spleen, intestines, gonads, adrenal, thyroid, pancreas, salt
glands, muscle, and skin) were sampled for histological examination. The green turtles had
lesions compatible with parasitic infection in 89% (88/99) cases. Out of 88 turtles, 87 were
juveniles (99%), 75% (66/88) were females, and 25% (22/88) were males. Adult parasites
and their eggs were found to cause granulomatous tissue reactions in 14% (12/88) of turtles.
Egg-associated granulomatous inflammation was found in 86% (76/88) of the turtles. The
organs with the highest number of egg-associated granulomas in order of occurrence were:
the spleen, small intestine, adrenal gland, pancreas, and lungs. The adult trematodes were
observed in histological lesions in order of occurrence, mainly in the esophagus, stomach,
and small intestine. Out of the total number of turtles parasitized, 33% (29/88) of deaths
occurred due to multiple causes such as fractures, interaction with fishing, predation, and
fibropapillomas. The other 67% (59/88) presented multisystemic granulomatous disease
caused by Spirorchiidae infection as a cause of death. Evidence is presented that spirorchidiasis
is highly prevalent in young green turtles, is responsible for extensive chronic lesions, and
responsible for significant debilitation and mortality.

INDEX TERMS: Marine biology, veterinary pathology, Spirorchiidae, Testudines, green turtle, Chelonia
mydas, blood flukes, trematodes, histopathology.
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RESUMO.- [Patologia da infec¢do por Spirorchiidae (Digenea:
Schistosomatoidea) em tartarugas verdes (Chelonia mydas)
na Bacia de Campos, Rio de Janeiro.] A espirorquidiase € uma
das doencas mais comuns em tartarugas verdes. Os ovos e a
forma adulta dos tremat6deos sdo encontrados principalmente
no coracao, figado, pulmao, bago e trato gastrointestinal.
O objetivo do presente estudo foi descrever os aspectos
patoldgicos da infeccdo por trematddeos Spirorchiidae em
tartarugas verdes (Chelonia mydas) na Bacia de Campos, Rio
de Janeiro. O presente trabalho foi baseado na necropsia de 99
tartarugas verdes (Chelonia mydas, Chelonidae) no periodo de
abril a dezembro de 2021. Os dados epidemiolégicos foram
obtidos do Sistema de Informac¢do de Monitoramento da
Biota Aquatica (SIMBA). Realizou-se exame histopatoldgico
no Setor de anatomia Patolégica (SAP) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralR]). Os fragmentos
de tecidos (papila bucal, eso6fago, traqueia, pulmao, coracao,
rim, bexiga, estdbmago, figado, baco, intestinos, géonadas,
adrenal, tireoides, pancreas, glandulas de sal, musculo e pele)
foram coletados e fixados em formalina a 10% tamponada,
processados rotineiramente para exame histol6gico. Em 89%
(88/99) dos casos, as tartarugas-verdes apresentaram lesoes
compativeis com infecgdo parasitaria. Das 88 tartarugas, 87
eram jovens (99%), 75% (66/88) correspondiam a fémeas,
25% (22/88) a machos. Em 14% (12/88) das tartarugas
foram encontrados parasitas adultos e seus ovos causando
inflamagao granulomatosa. Em 86,4% (76/88) das tartarugas
foram encontradas lesdes granulomatosas associadas aos
ovos dos trematddeos. Os 6érgdos com maior quantidade
de granulomas associados a ovos foram: baco, intestino
delgado, adrenal, pancreas e pulmdes. Trematddeos adultos
foram principalmente observados nas lesdes histolégicas,
em ordem de ocorréncia, no eso6fago, estdbmago e intestino
delgado. Do total de tartarugas parasitadas, 33% (29/88) das
mortes ocorreram em consequéncia de multiplas causas como
fraturas, interagdo com pesca, predacao e fibropapilomas. As
outras 67% (59/88) apresentaram como causa de morte a
doenca granulomatosa multissistémica causada pela infecgao
por trematédeo da familia Spirorchiidae. Sdo apresentadas
evidéncias de que a espiroquidiase é altamente prevalente
em tartarugas verdes jovens no Rio de Janeiro, responsavel
por extensas lesdes cronicas, quadro clinico de debilidade e
mortalidade significativas.

TERMOS DE INDEXACAO: Biologia marinha, patologia veterinaria,
Spirorchiidae, Testudines, tartaruga verde, Chelonia mydas, parasitas
intravasculares, trematédeos, histopatologia.

INTRODUCTION

Five sea turtles species occur in Brazil, out of seven that inhabit
the world. They are green turtle (Chelonia mydas), hawksbill
turtle (Eretmochelys imbricata), loggerhead turtle (Caretta
caretta), olive turtle (Lepidochelys olivacea), and leather turtle
(Dermochelys coriacea) (Cremer etal. 2020). In Brazil, all sea
turtle species are included in the Red Book of the Brazilian
Fauna Threatened by Extinction (Brasil 2018). According to
the International Union for Conservation of Nature (IUCN)
Red List of Threatened Species, C. mydas is endangered
(Seminoff 2004). Chelonia mydas has a wide distribution,
encompassing tropical and occasionally subtropical regions
in the Atlantic, Pacific, Indian Oceans and the Mediterranean
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and Red Seas (Pritchard & Mortimer 1999). In the Brazilian
coastal areas, the green turtle can be found in Rio Grande do
Norte, Pernambuco, Espirito Santo, and Rio de Janeiro states
(Marcovaldi & Marcovaldi 1999, Awabdi et al. 2013).

Sea turtles play an essential role in the cycle of energy
and nutrients in different environments, controlling the
population of species on which they feed and, when young,
as a source of food for crustaceans, birds, fish, and mammals
(Bjorndal 1996). Young green turtles are carnivorous; when
they are adults, they become herbivores and feed on algae.
After migratory movements of adult C. mydas, hundreds to
thousands of kilometers are crossed into international waters
(Cubas & Baptistotte 2006). The feeding habits influence the
composition and richness of parasite communities in different
geographicareas (Santoro etal. 2006). Various parasitic agents,
mainly nematodes, digenetic trematodes, and ectoparasites,
affect sea turtles (George 1997). In Rio de Janeiro, endoparasitic
infections are one of the leading natural causes of green turtle
stranding (Tagliolatto etal. 2019). Spirorchidiasis cases have
been reported in different world regions, particularly the
Northwest and Central Atlantic Ocean (Werneck et al. 2008,
Chapman et al. 2017), Indian Ocean, and Northwest Pacific
Ocean (Glazebrook et al. 1989, Santoro et al. al. 2007) and
Mediterranean Sea (Marchiori et al. 2017).

Spirorchids are trematodes that cause parasitosis and affect
primarily the heart or visceral blood vessels (Glazebrook et al.
1989, Aguirre etal. 1998). The reported lesions appear similar
in the four sea turtles species parasited by spirorchids (green,
loggerhead, hawksbill, and olive) for which pathological data
were described. The aorta and heart are common organs for
adult parasites (Stacy etal. 2010, Chen et al. 2012, Chapman
etal. 2017). Herein, we describe the pathological findings of
infection by trematodes Spirorchiidae in a stranded sampling
of green turtles submitted to necropsy and histopathology.

MATERIALS AND METHODS

The present work was based on the necropsy of 99 green turtles
Chelonia mydas, Chelonidae (Linnaeus, 1758) from April to December
2021. The clinical-epidemiological history, sex, age, and origin were
obtained from the “Sistema de Informacdo de Monitoramento da Biota
Aquatica” (Aquatic Biota Monitoring Information System - SIMBA)
and the responsible veterinarians. The green turtles were found
stranded on the beaches of the municipalities of Sdo Francisco de
Itabapoana (N=22), Arraial do Cabo (N=20), Armac¢do dos Buzios
(N=18), Cabo Frio (N=16), Rio das Ostras (N=6), Macaé (N=4),
Araruama (N=1) and Casimiro de Abreu (N=1) (Fig.1).

Ahistopathological examination was performed at the “Setor de
Anatomia Patolégica” (SAP) from “Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro” (UFRuralR]). The tissue fragments (buccal papilla,
esophagus, trachea, lung, heart, kidney, bladder, stomach, liver,
spleen, intestines, gonads, adrenal, thyroid, pancreas, salt glands,
muscle, and skin) from the necropsies were fixed in 10% buffered
formalin, processed routinely for histological examination, cut
into 4pm sections and the histological slides were stained with
hematoxylin and eosin (HE). Tissue sections with specific lesions
were subjected to Masson Trichrome staining. Slides were examined
by light microscopy.

The diagnosis of parasitic infection by Spirorchiidae trematodes
in this population of green turtles (Chelonia mydas) from the Brazilian
Southeast coast was based on the histopathological aspects of
lesions containing adult parasites and eggs. All cases with lesions
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Fig.1. Geographic sampling distribution from 88 stranded green
turtles (Chelonia mydas) with spirorchidiasis in the Campos
Basin, Rio de Janeiro, Brazil.

compatible with parasitic infection by trematodes were selected, and
the lesions were described. To establish the Spirorchiidae infection
were considered the eggs and adult trematodes morphology (Werneck
et al. 2008, Werneck & Silva 2015, Flint et al. 2010). Based on the
lesion morphology, the evolution acute were designed in cases with
heterophils predominance surrounding eggs, subacute were designed
in cases with lymphocyte predominance, and chronic lesions were the
cases with almost one multinucleated giant cell (Innis et al. 2009).

RESULTS

Necropsy and histopathological examination of 99 green turtles
resulted in 88 cases of parasitic fluke infection, of which 83%
(73/88) were found dead, and 17% (15/88) were found alive
and died during rehabilitation. Regarding age, 99% were
young (87/88), and an adult 1% (1/88). Regarding sex, 75%
(66/88) corresponded to females, and 25% (22/88) to males.
The clinical picture of these 15 turtles was characterized by a
skin load of epibionts and algae, weakness, low responsiveness
to stimuli, emaciation, and pale mucous membranes.

Gross pathological changes varied from no apparent lesions
in turtles slightly affected to severe cachexia. Nonspecific
findings were characterized by changes meaning cachexia and
anemia (excess of clear pericardial or peritoneal fluid, diffuse
visceral pallor, absent fat overlying the viscera, or reduced
jelly fat). The specific necropsy hallmarks of spirorchid fluke
infection were the thickening and hardening of arterial walls
and thrombosis. Multiple, 0.2-2cm diameter yellow, irregularly
demarcated, and sometimes gritty granulomas were observed
scattered in the spleen, adrenal, lungs, and heart. Multiple
0.2-0.5cm diameter black nodules were observed at the
intestinal serosa in 63% (55/88) turtles.

In histology, were observed acute 1.1% (1/88), subacute
8% (7/88), and chronic 91% (80/88) inflammatory reactions
from multiple tissues (Table 1). In the 88 turtles, trematode
eggs were morphologically characterized by oval or elliptical
structures, the average size of 20x60pm, refracting yellow wall
and often fragmented, with an average of 2-3um in thickness,
containing round and basophilic round aggregates (miracids).
Adult trematodes presented morphology containing oral
sucker, eosinophilic external integument, somatic musculature,

Table 1. Age, sex, and inflammatory reactions in green
turtles diagnosed with spirorchidiasis in the “Setor de
Anatomia Patoldgica” (SAP) of UFRuralR]
Age Sex
99% (87/88) Joung  75% (66/88) Females
1% (1/88) Adult 25% (22/88) Males

Inflammatory reactions
1% (1/88) Acute
8% (7/88) Sub-acute
91% (80/88) Chronic

parenchymal matrix, vitellaria, and, sometimes, a uterus egg-
fully compatible with trematodes of the Spirorchiidae family.

Adult parasites and their eggs were found in 14%
(12/88) of the turtles. Tissue with granulomatous reaction
eggs-associated was observed in 86% (76/88) of Chelonia
mydas studied. Trematode egg granulomas (Fig.2-3) and
lesions associated with adult trematodes (Fig.4-5) were
the most common findings. Spirorchiidae parasite caused
egg-associated severe granulomatous lesions in the buccal
papilla, esophagus, trachea, lung, heart, kidney, bladder,
stomach, liver, spleen, intestines, adrenal gland, thyroid,
and pancreas. The eggs were located in the lumen of veins
and arteries or the interstitium, often within multinucleated
giant cells, surrounded by lymphohistiocytic infiltrate, fibrin,
and necrosis. Most granulomas comprised five to 15 eggs,
but lesions with over 120 eggs were observed in only one
multinucleated giant cell in a histological section.

The organs most affected by granulomatous lesions
egg-associated were: the spleen 81% (71/88), the small
intestine 72% (63/88), the adrenal gland 70% (62/88),
and the pancreas 68% (60/88). The adult trematodes were
observed mainly in histological lesions, in order of occurrence
in the esophagus, stomach, and small intestine (Table 2).
The lesions associated with adult parasites were necrotizing
granulomatous vasculitis with lymphohistiocytic inflammatory
infiltrate, few neutrophils and eosinophils, and moderate to
severe multinucleated giant cells, and large amounts of fibrin.
Masson Trichrome staining revealed granulomas had a fine
collagenous connective tissue capsule. We observed that 67%
(59/88) presented granulomatous lesions only associated
with trematode from the family Spirorchiidae. The other 33%
(29/88) parasitized turtles showed additional lesions: 15%
(13/88) cases of fractures, 9% (8/88) cases of interaction
with fishing, 7% (6/88) lesions compatible with predation,
and 2% (2/88) cutaneous fibropapillomas.

DISCUSSION

The diagnosis of parasitic infection by Spirorchiidae trematodes
in this stranded sampling of green turtles (Chelonia mydas)
from the Brazilian Southeast coast was based on the histological
aspects of lesions containing adult parasites and eggs (Wolke
et al. 1982, Gordon et al. 1998, Cordero-Tapia et al. 2004,
Werneck etal. 2008, Flintetal. 2010, Werneck & Silva 2015).
Similar to our pathological findings, Jerdy et al. (2023) found
serious egg granulomas by fatal spirorchiidiasis in 16 wild
green turtles found stranded in South and Southeast Brazil.

We noticed a predominance of diagnoses of spirorchids
causing lesions in females (75%) and young (99%) C. mydas.
This was expected since, in the juvenile phase, green turtles
tend to remain in a neritic environment, extending from the
coastto 200 meters from the marine region (Reis & Goldberg
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2017). The same occurred for the number of females; since
males, mainly adults, do not usually stay close to the coast
due to reproductive behavior (Brasil 2018). The Campos
Basin is located from the north coast of Rio de Janeiro to the
south of Espirito Santo. Of 40 green sea turtles (Chelonia
mydas) investigated with parasitic infections at Tortuguero
National Park, Costa Rica, 100% were adult females (Santoro
etal. 2006).

According to Esch et al. (1990), the average density of
parasites is higher in the first years of the life of turtles and
tends to decrease in the adult stage. This age group is related to
the change in feeding habits, where juveniles are omnivorous,
and adults are especially herbivores. All cases evaluated in
this study presented parasites with marked granulomatous
inflammatory reactions in the parasitized organs. For Greiner

R SRR et %2

oA 4 ofwy, o

Fig.2-5. Spirorchiidae infection in green turtle (Chelonia mydas) (2) Eggs of trematodes

& Mader (2006), knowledge of turtle parasites is scarce,
and often, it is not possible to know if the parasites are the
causative agents of diseases (pathogenic agents) or if they live
peacefully in the host without underlying disease. Werneck
& Silva (2015) reported that geographic distribution, ocean
currents, and possibly phylogenetic history could influence
the sea parasite community.

In the present study, 67% of the turtles had only injuries
caused by the trematodes, while 33% had other injuries that
contributed to the death. Flint et al. (2010) described other
causes of death in green turtles, such as gastrointestinal
impactions (11.8%), human actions such as asphyxiation
by gillnets in fishing nets (7.2%), trauma (5.2%), fungal and
bacterial infections (5.2%) and coccidial enteritis by Caryospora
cheloniae (1.2%). To investigate the pathogenicity of spirorchids,

>
e 2 el ek >

Spirorchiidae are characterized as oval structures

with a refracting yellow wall and often fragmented, containing basophilic, round punctate aggregates (miracids) in the spleen of the
green turtle. Insertion demonstrates eggs within giant cells. HE, obj.20x. (3) Trematode eggs in the lung of C. mydas. HE, obj.20x. (4)
Adult trematode dissecting sinusoids in C. mydas liver. HE, obj.20x. (5) Adult trematode dissecting myocardial fibers in the heart of
C. mydas. HE, obj.20x.
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appropriate necropsy, bacteriological, parasitological, and
histological examinations should be considered in sea turtles
diagnoses (Chapman 2019). Santoro etal. (2007) concluded
that the injuries caused by spirorchids had little impact on the
health of the adult turtles, and such injuries could only affect
the juvenile turtle community, contributing to their death, as
young turtles do not have good acquired immunity. Innis et
al. (2009) described the severity of lesions diagnosed in 28
tortoises (Lepidochelys kempii) from Massachusetts. They
pointed out that mild lesions caused by parasites alone were
insufficient to cause the turtles’ death, suggesting additional
factors, such as metabolic injuries, hypothermia, and drowning.
On the one hand, the inference of the trematode’s clinical
importance was based on the pronounced multisystemic
lesions and emaciation in this study. On the other hand,
because the free-ranging turtles were naturally infected, it
was not possible to determine the clinical evolution or make
inferences regarding the causes of death. This study provides
insight into the variety of pathologic findings that may be
found in stranded green turtles. The results provide relevant
data that may contribute to rehabilitation wildlife clinics.
In sea turtles, the definitive diagnosis of spirorchidiasis
in tissues occurs through histopathology (Wolke et al. 1982,
Gordon et al. 1998, Jerdy et al. 2023). In this study, 89% of
the necropsied turtles presented parasitosis by trematodes
morphologically compatible with the Spirorchiidae family.
Werneck & Silva (2015) found a prevalence of 50.7% in C.
mydas parasitized by Spirorchiidae trematodes in Ubatuba,
on the coast of Sao Paulo. Binoti et al. (2016) reported the
occurrence of trematode eggs mainly in the spleen and
lungs and sometimes within multinucleated giant cells by
histopathological examination. In the occasional sampling of
this work (turtles found stranded or dead), it was also possible
to observe that the lesions caused by the adult trematodes
and their eggs are systemic, granulomatous, containing
numerous multinucleated giant cells. Similar findings were
observed by Santoro etal. (2007) in a study carried out with
47 adult green turtles in Costa Rica. They found that lesions
associated with Spirorchiidae parasites contained acute and

Table 2. Anatomical distribution of adult parasites and eggs
in Chelonia mydas inflammatory lesions

Organ Eggs % Adults %
Spleen 81 1.3
Small intestine 63 3.2
Adrenal 62 -
Pancreas 60 -
Lung 59 1.3
Stomach 55 8
kidney 53 1.4
Bladder 53 -
Heart 47 1.2
Large intestine 43 -
Thyroid 42 -
Buccal papilla 35 -
Liver 34 1.3
Esophagus 24 12
Trachea 5 -

chronic inflammation, giant cells, and lymphocytic infiltrate
surrounded by fibrosis.

The life cycle of spirorchid species in sea turtles has
not been completely elucidated, but it has already been
described in freshwater hosts. Adults infect blood vessels,
and macroscopically they can be observed in the cardiac
chambers and distal aorta (Flint et al. 2010). According to
Glazebrook et al. (1989), the lesions develop due to eggs in
the blood circulation of several organs, generating a marked
inflammatory response, most of the time, granulomatous with
multinucleated giant cells, as observed in this study. Granuloma
formation responds to infection by various etiologic agents,
including bacteria, parasites, and fungi (Montali 1988). In this
population sampled by necropsy, granulomas with eggs or
adult trematodes were evidenced mainly in the esophagus,
stomach, small intestine, spleen, and lung of the studied
individuals. Infection with these trematodes can favor the
development of secondary bacterial diseases (Wolke et al.
1982, Gordon et al. 1998, Cordero-Tapia et al. 2004). Raidal et
al. (1998) isolated E. coli, Salmonella spp., Citrobacter freundii,
and Moraxella spp. from wild green turtles with clinical signs
of spirorchid cardiovascular flukes infection.

In addition, Binoti etal. (2016) observed that entanglements
caused by fishing nets are the most significant cause of
death in green turtles, followed by parasitosis on the coast
of Espirito Santo. The histological lesions associated with
these parasites and their eggs include granulomatous mural
endocarditis, hepatitis, cystitis, myositis, enteritis, splenitis,
nephritis, thrombosis, and infarctions (Flint etal. 2010). The
histological lesions of the parasites in turtles in the present
study showed that the distribution of eggs between the organs
was similar. However, the esophagus, stomach, spleen, and
small intestine were the organs that presented the highest
amount of adult parasites and their eggs. Studies are needed
to understand the importance of spirorchidiasis on the coast
of Brazil compared to other causes of turtle mortality.

CONCLUSIONS

We observed a high frequency of spirorchid infections in
green turtles (Chelonia mydas) on the coast of Rio de Janeiro
from May to December 2021.

Granulomatous lesions, mainly in the spleen and lungs,
were observed. Spirorchid eggs were found in the lesions
of the majority of turtles. The frequency of finding adult
parasites and their eggs was six times lesser than the finding
of only eggs.

Injuries caused only by the trematodes occurred in two-
thirds of the cases of this necropsy sampling, and one-third had
other injuries that contributed to the death. Further studies
are needed on the biological cycle and the pathogenesis of
trematodes from the Spirorchiidae family in sea turtles.
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