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Resumo:

Melanoides tuberculata € um molusco
aquatico invasor que esta envolvido na
transmisséo de parasitos no Brasil. Entre estes
encontra-se Centrocestus formosanus,
trematddeo intestinal de aves e mamiferos
(incluindo humanos), com aspectos biolodgicos
de sua fase de desenvolvimento em M.
tuberculata ainda desconhecidos. No presente
estudo, parasitos adultos obtidos
experimentalmente em roedores foram
mantidos em agua para o acompanhamento do
desenvolvimento de ovos. Verificou-se a
formacgao de miracidios, mas nao sua eclosao,
a partir de 14 dias de incubacdo. Parasitos
contendo ovos larvados foram colocados em
contato com exemplares de M. tuberculata
mantidos em laboratério, sendo o sucesso da
infeccao avaliado pela liberagéo de cercarias a
partir de 84 dias. Os resultados obtidos revelam
pela primeira vez que no ciclo biolégico de C.
formosanus, a infecgcdo dos moluscos ocorre
passivamente pela ingestdo de ovos, que é
seguida de uma longa fase de desenvolvimento
no hospedeiro intermediario.
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Introducao:

Melanoides tuberculata (Miller, 1774) é
um molusco tiarideo originario da Asia que foi
introduzido no continente americano na década
de 1960 e atualmente adquiriu o status de
espécie invasora em diversos paises, inclusive
no Brasil (Fernandez et al., 2003; Santos et al.,
2012). A presenca destes moluscos nas
colegdes aquaticas em que foram introduzidos
estd associada a potenciais impactos

ecologicos, como a competicdo com espécies
nativas de moluscos bem como a manutencéao
de parasitos de importancia médica e
veterinaria (Santos et al., 2012). Do ponto de
vista parasitolégico, quatro espécies de
trematédeos foram até o momento relatadas
infectando M. tuberculata no continente
americano: Centrocestus formosanus
(Nishigori, 1924), Philophthalmus gralli Mathis &
Leger, 1910, Renicola sp. e Haplorchis pumilio
(Looss, 1896). Destas, apenas H. pumilio ainda
nao foi identificada em M. tuberculata no Brasil
(Pinto & Melo, 2010a, b, 2011, 2012a; Paula-
Andrade et al., 2012; Ximenes et al., 2016).
Entre estas espécies de trematddeos
invasores, C. formosanus é a que apresenta
maior numero de registros no Novo Mundo, e
mesmo no Brasil. Este trematddeo pertence a
familia Heterophyidae e infecta aves e
mamiferos, ja tendo sido relatado em seres
humanos na Asia (Sholz & Salgado-Maldonado,
2000; Chai et al., 2013). O ciclo biolégico deste
trematddeo é complexo, possuindo, além de M.
tuberculata como  primeiro  hospedeiro
intermediario, peixes como  segundos
hospedeiros intermediarios (Sholz & Salgado-
Maldonado, 2000). Nestes vertebrados
aquaticos, metacercarias formadas nas
branquias podem ocasionar mortalidade e
atraso de desenvolvimento, resultando em
potenciais prejuizos a piscicultura (Mitchell et
al., 2005). De fato, dezenas de espécies de
peixes foram relatadas naturalmente infectadas
por C. formosanus na Asia e Américas,
incluindo alguns registros recentes no Brasil
(Chen, 1942; Sholz & Salgado-Maldonado,
2000; Han et al., 2008; Pinto & Melo, 2012b).
Apesar do envolvimento de M.
tuberculata na transmissdo de C. formosanus
ter sido verificado em diferentes partes do
mundo, aspectos da interacdo parasito-
hospedeiro, em especial o mecanismo de
infecgdo e o tempo de desenvolvimento deste
heterofiideo em seu molusco transmissor, sao
desconhecidos. Tais informagdes podem
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permitir a compreensao de aspectos bioldgicos
deste parasito, podendo subsidiar futuras
estratégias de controle.

No presente estudo avaliou-se a
infecgdo experimental de M. tuberculata por C.
formosanus.

Metodologia:

Ensaios experimentais visando a
manutencdo do ciclo biolégico de C.
formosanus em condi¢des de laboratério foram
iniciados a partir de exemplares de M.
tuberculata naturalmente infectados por larvas
de trematédeos. Cercarias emergidas destes
moluscos apoés fotoestimulagéo artificial foram
utilizadas para a infecgao de 30 exemplares de
Poecilia reticulata (Peters, 1859), peixe de
pequeno tamanho criado em laboratério. Cada
peixe recebeu cerca de 300 cercarias. Trinta
dias apés infecgdo (DPI), os animais foram
eutanasiados por superdosagem de anestésico
e os arcos e filamentos branquiais foram
removidos e examinados em microscépio de luz
para a pesquisa e contagem das metacercarias.
Fragmentos das branquias contendo as formas
parasitarias foram administradas por via oral a
6 camundongos Swiss (200
metacercarias/animal). Visando aumentar o
numero de parasitos recuperados, os roedores
receberam diariamente fosfato sodico de
dexametasona (50 mg/kg) por 12 dias, quando
os animais foram eutanasiados e parasitos
adultos recuperados no tergco proximal do
intestino delgado. Uma amostra dos helmintos
obtidos foi devidamente fixada e processada
para a identificagao taxonémica por abordagem
morfoldgica (estudo em microscopio de luz) e
molecular  (amplificaggo por PCR e
sequenciamento de regides parciais dos genes
ribossomais ITS-2 e 18S).

Visando avaliar o desenvolvimento de
miracidios nos ovos, parte dos parasitos
recuperados foram transferidos para
microtubos contendo agua destilada, o que
ocasionou a morte dos parasitos, mas nao
interferiu na viabilidade dos ovos. Amostras dos
parasitos foram examinadas em microscoépio de
luz duas vezes por semana por 1 més para a
avaliagdo do desenvolvimento e viabilidade
(movimentagao) dos miracidios.

Apés o periodo de incubagdo, os
parasitos contendo ovos com miracidio formado
foram utilizados para a infeccdo de M.
tuberculata (48 exemplares medindo 7-10 mm
de comprimento e negativos para a infecgéo por
trematddeos). Os moluscos foram transferidos
individualmente para placas de poliestireno de
24 pogos contendo cerca de 2 ml de agua isenta
de cloro e 1 exemplar de parasito contendo

ovos maduros. Apos cerca de 1h, as placas
foram avaliadas em estereomicroscoépio
quando a presenca de parasitos. Em seguida,
os moluscos foram transferidos para aquario
contendo 1L de agua (renovada
semanalmente) e alimentados com folhas de
alface. Um grupo de M. tuberculata néao
infectado foi mantido como controle. A
mortalidade dos moluscos e o sucesso de
infeccao foram avaliados semanalmente a partir
de 30 DPI, sendo este Uultimo parametro
verificado pelo teste de fotoestimulagao
artificial. Aos 90 DPI, os moluscos negativos
para emergéncia de cercarias foram prensados
entre placas de vidro para a pesquisa de
estagios intramolusco (rédias).

Resultados e Discusséao:

A morfologia das metacercarias obtidas
em P. reticulata e dos parasitos adultos
recuperados experimentalmente em
camundongos revelaram que a cercaria
utilizada nos ensaios experimentais
correspondem a C. formosanus. Esta
informagédo foi corroborada por dados
moleculares, que revelaram, para ambos o0s
marcadores ribossomais utilizados [ITS-2
(296pb) e 18S (560pb)], 99-100% de
similaridade com isolados de C. formosanus
oriundos da América do Norte e Asia.

Verificou-se que a incubacdo de
parasitos adultos em agua destilada possibilita
a formacdo de miracidios nos ovos
intrauterinos. Inicialmente imaturo, tal como
eliminado nas fezes do hospedeiro definitivo, foi
observado a formacao do miracidio a partir do
12° dia de incubacgido. Além disso, ndo se
observou a eclosdo dos miracidios por um
periodo de até 30 dias de incubacéo.

No presente estudo, a infecgao
experimental de M. tuberculata por C.
formosanus foi realizado com sucesso pela
primeira vez, revelando que no ciclo biolégico
deste parasito, a infeccdo do molusco ocorre
pela ingestdo de ovos contendo miracidio.
Cercarias de C. formosanus foram obtidas de
M. tuberculata experimentalmente infectados a
partir 84 DPI. Dos 48 exemplares infectados, 33
(69%) sobreviveram até este periodo. Destes, 7
(21%) eliminaram cercarias apos
fotoetimulagao e outros 21 (63%)
apresentaram-se positivos para cercarias e/ou
rédias apos esmagamento. A taxa de infec¢ao
experimental, considerando-se os dois métodos
de analise foi de 85%, revelando que a
suscetibilidade de M. tuberculata a C.
formosanus é elevada.

Os resultados obtidos complementam
estudos classicos sobre o ciclo de vida de C.
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formosanus, elucidado de forma parcial na Asia
(Chen,1942, 1948). Assim, o ciclo biolégico de
C. formosanus, aqui elucidado de forma
completa em condigdes experimentais, pode
ser realizado em aproximadamente 4 meses.
As informagdes bioldgicas obtidas contribuem
para o conhecimento da interagdo entre estes
invertebrados invasores e podem ser
importantes para direcionar estratégias de
controle.

Conclusoes:

A infecgdo de M. tuberculata por C.
formosanus ocorre de forma passiva pela
ingestao de ovos contendo miracidios obtidos
apos incubacao dos ovos. Além disso, este
tiarideo se demonstrou altamente suscetivel a
infecgdo experimental pelo parasito. Por fim, a
fase de desenvolvimento intramolusco de C.
formosanus, que resulta na eliminacdo de
cercarias, dura cerca de 90 dias.
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