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RESUMO

Dentre os moluscos, 0s gastropodes constituem o grupo mais conhecido e com maior
diversidade de formas, podendo assim adaptar-se a diferentes ambientes.
Historicamente, estes animais vém desempenhando o papel de hospedeiros
intermediérios, sendo em muitos casos, transmissores de doencas parasitarias de
importancia médica e veterinaria. Este estudo objetivou verificar a ocorréncia de
parasitos de importancia em salde de gastropodes da espécie Megalobulimus elongatus,
coletados no municipio de Barra do Ribeiro, Rio Grande do Sul bem como analisar os
efeitos do parasitismo através de parametros morfométricos e bioquimicos. Durante a
disseccdo dos animais, foram encontrados cistos em diferentes regides do corpo. Estes
foram retirados, quantificados e conservados em alcool 70° ou em solucdo Railliet-
Henry para posterior analise. Ao final da dissecc¢do, a regido cefalopodal dos moluscos
foi submetida a digestdo artificial. Do total de 35 animais analisados, 24 apresentaram
cistos contendo larvas de terceiro estdgio de nematodeos do género Strongyluris. Os
cistos foram encontrados com maior freqiiéncia nas regides do teto da cavidade
pulmonar e junto ao anel nervoso. As analises bioquimicas bem como o nimero de
hemacitos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os moluscos
infectados e ndo infectados. A auséncia de diferengas significativas entre os parametros
estudados pode indicar uma adaptacdo do hospedeiro a presenca do parasito. Este
estudo constitui o primeiro registro do nematddeo Strongyluris sp. em Megalobulimus

elongatus naturalmente infectados no municipio de Barra do Ribeiro, RS.

Palavras-chave: Parasitismo, cistos, proteinas totais, glicemia, ureia, hemacitos,

Strongyluris.



ABSTRACT

Among the Mollusca, gastropods are the most known and with greater diversity of
forms, can adapt to different environments. Historically, these animals come playing the
role of intermediate hosts, and in many cases, transmitters of parasitic diseases of
medical and veterinary importance. This study aimed to verify the occurrence of
parasites in gastropods of the species Megalobulimus elongatus, collected in the
municipality of Barra do Ribeiro, Rio Grande do Sul as well as analyze the effects of
parasitism by morphometric and biochemical parameters. Hemolymph was collected for
the determination of total protein, urea, glucose and count of hemocytes. During the
dissection of animals, cysts were found in different regions. These were removed,
quantified and conserved in alcohol 70° or Railliet-Henry solution for further analysis.
The cephalopodal mass of shelled mollusks and the eviscerated body of the slugs were
individually minced and artificially digested. Of the total of 35 animals examined, 24
showed cysts containing larvae of third stage of helminths of the genus Strongyluris.
The regions where the cysts were found more frequently were the pulmonary cavity
ceiling and around the central ganglia. Biochemical analyses as well as the number of
hemocytes showed no statistically significant differences between the shellfish infected
and uninfected. The absence of significant differences between the studied parameters
can indicate an adaptation of the host to the parasite. Histological and histobiochemical
study will be conducted to check changes of this parasitism in snail host. This study, is
the first record of nematode Strongyluris sp. in Megalobulimus elongatus naturally
infected in the municipality of Barra do Ribeiro, Rio Grande do Sul, Brazil

Key words: Parasitism, cysts, total protein, glycemia, urea, hemocytes, Strongyluris.
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1 INTRODUCAO

Entre as classes pertencentes ao filo Mollusca, a classe Gastropoda merece
destaque pela sua importancia medica, veterinaria e econémica. Os gastropodes
representam aproximadamente 70% do numero total de espécies do filo tendo
representantes marinhos, dulcicolas e terrestres. A concha, quando presente, geralmente
exibe forma espiralada e pode abrigar todo o animal ou apenas as visceras (massa
visceral). A maior parte dos gastropodes apresenta uma estrutura bucal equipada com
dentes que raspam o alimento, denominada radula e cabeca bem diferenciada com
estatocistos e um ou dois pares de tentaculos, associada a um pé muscular rastejador
(massa cefalopodal) Apresentam também uma grande diversidade morfoldgica o que
Ihes confere uma maior adaptacdo a diferentes ambientes (Brusca & Brusca, 2003;
Fortes, 2004, Rey, 2008).

As familias de moluscos limnicos de importancia médica e veterinéria sdo:
Ampullariidae, Tiaridae, Lymnaeidae, Planorbidae. Entre os moluscos terrestres
destacam-se as familias Achatinidae, Bradybaenidae, Bulimulidae, Subulinidae,
Veronicelidae (Souza &Lima, 1990, Lima et el, 1992; Thiengo et al., 2008;Oliveira et
al., 2010; Andrade-Porto, et al, 2012). A familia Megalobulimidae ndo tem sido citada
entre as de maior interesse médico-veterinario.

Os gastropodes foram os primeiros moluscos a serem relacionados a importancia
médica, fazendo parte do ciclo biolégico de um parasito (Lutz, 1921). Desde entdo,
varios trabalhos realizados pelo mundo tem apontado os gastropodes como hospedeiros
intermediarios de parasitos, principalmente enfatizando a importancia médica e
veterinaria destas interacdes (Woodruff & Upatham, 1992; Abrous et al., 1999; Amaya
etal, 2014; Luka E Mbaya, 2015).

No Brasil, as principais doencas as quais 0s moluscos encontram-se relacionados
sd0 a esquistossomose, a fasciolose e a angiostrongiliase (Souza & Lima, 1990, Lima et
al, 1992, Rey, 2008; Barbosa et al., 2013; Vasconcelos et al., 2009 Andrade-Porto, et al,
2012).

A relacdo parasito-hospedeiro mais conhecida no pais geralmente ocorre entre
planorbideos, moluscos pulmonados de agua doce, do género Biomphalaria sp. e 0
trematodeo Schistossoma mansoni, resultando na doenca humana esquistossomose

(Rey, 2008; Vasconcelos et al., 2009;Barbosa et al., 2013;). A esquistossomose provoca



diversas alteracbes no homem, desde alergias locais até lesbes hepaticas
cardiopulmonares, renais e neurolégicas (Rey, 2008).

A fasciolose ¢é outra enfermidade parasitaria causada pelo trematédeo Fasciola
hepatica que se localiza no figado de herbivoros e humanos. Tem como hospedeiro
intermediario preferencial os moluscos pulmonados de agua doce do género Lymnaea e
é encontrado com maior frequéncia em areas de producdo animal (Rey, 2008).

A angiostrongiliase abdominal é causada pelo nematdédeo Angiostrongylus
costaricensis, que tem como hospedeiros definitivos roedores e acidentalmente
humanos, havendo varios casos no Brasil (Ayala et al., 1987; Graeff-Teixeira et al,
1993), cuja patologia inclui trombose e inflamagdes intestinais (Morera, 1988; Rey,
2008). Este parasito ndo possui especificidade por hospedeiro intermediario, podendo
ser encontrado em varias espécies de gastropodes (Graeff-Teixeira et al, 1993; Rambo
etal., 1997).

No Estado do Espirito Santo, Caldeira et al. (2007) encontraram varios caracois
infectados naturalmente pelo nematddeo Angiostrongylus cantonensis. Em humanos
este nematddeo leva a um quadro de meningite eosinofilica, com casos ja registrados no
pais (Caldeira et al., 2007; Maldonado Jr. et al, 2010). Além disso, o género
Angiostrongylus também possui espécies de importancia veterinaria como
Angiostrongylus vasorum que se instala na artéria pulmonar e no coracdo de caes
causando desde problemas respiratorios até a morte do hospedeiro (Traversa et al.,
2013; Di Cesare et al., 2015).

Os moluscos que desempenham o papel de intermediarios, assim como 0s
definitivos, também podem ser afetados, ndo apenas quanto a condi¢do imunitéria e
nutricional, mas também na taxa de crescimento e desenvolvimento reprodutivo
(Mccarthy et al., 2003), interferindo também no comportamento e evolucdo do
hospedeiro (Moné et al., 2011). Em Biomphalaria glabrata, infeccbes experimentais
com o nematddeo Angiostrongylus cantonensis resultaram na alteracdo do metabolismo
de proteinas, carboidratos e lipidios (Tunholi-alves et al., 2011, 2012, 2013, 2014). Em
Bradybaena similaris foram encontradas mudancas dos padrdes de excre¢édo do caracol
apos infecgdo experimental pelo nematddeo Heterorhabditis indica (Tunholi et al.,
2014). No caracol “gigante” africano Achatina fulica, introduzido no Brasil, também se
observou alteragcdo nas concentracdes de proteinas totais, uréia e acido Urico apos a

infeccdo experimental por Angiostrongylus cantonensis (Tunholi-alves et al., 2015).



A fauna de gastropodes do Rio Grande do Sul, até o ano de 2010, foi estimada
em 79 espécies nativas e sete espécies exoticas (sintese apresentada pelo grupo tematico
da fauna: Buckup, 2010).

Achatina fulica € um molusco exatico de habito generalista e de rapida disperséo
podendo ser encontrado em diversos estados do pais (Thiengo et al., 2007; Zanol et al.,
2010) inclusive no Rio Grande do Sul (Agudo-Padréon, 2009). Foram introduzidos
antropicamente no pais na década de 1980 com o objetivo comercializagdo para
consumo humano, em substituicdo ao escargot (Helix aspersa), o qual fracassou poucos
anos depois e teve como resultado a soltura destes animais na natureza. Como
consequéncia, estes moluscos passaram a competir, por territorio e alimentagdo com os
“gigantes” nativos das familias Megalobulimidae, Strophocheilidae e Bulimulidae
(Thiengo et al., 2007; Colley & Fischer, 2009; Zanol et al., 2010; Agudo-Padrén, 2012).
A fulica também aparece como praga agricola e por isso desde 2001 foram
desenvolvidos programas de controle destes moluscos pelo Ministério da Agricultura e
Pecuéria (MAPA) (Colley & Fischer, 2009). Além do mais, em razdo do molusco
africano apresentar registro de infeccdo pelo nematdédeo Angiostrongylus em outros
paises (Kliks & Palumbo, 1992), A. fulica foi divulgado pela midia como o principal
vetor do nematddeo no pais (Fisher et al., 2015), o que induziu a populacdo a
exterminar varios moluscos sem discriminar as espécies nativas da Achatina fulica,
colocando em risco as populacBes de espécies nativas (Thiengo et al., 2007; Colley &
Fischer, 2009).

A familia Megalobulimidae € composta apenas pelo género Megalobulimus
Muiller, 1878 e s@o conhecidos popularmente como caracois gigantes devido ao seu
tamanho que pode chegar até 160 mm (Fontenelle, 2012). Esta familia distribui-se por
toda América do Sul (Bequaert, 1948) e é apontada como a mais afetada com a
introducdo do caracol africano tanto na natureza quanto em locais habitados pelo
homem (Colley & Fischer, 2009).

O género Megalobulimus vem sendo utilizado em estudos morfolédgicos e
fisiologicos e sobre parasitismo. Em 1995, Thiengo encontrou infec¢do natural por
larvas do nematddeo Strongyluris em uma espécie ndo identificada do género
Megalobulimus, enquanto procurava por helmintos de interesse em saude publica nos
municipios de Santa Rosa (RS) e em Uberlandia (MG).

Uma espécie comum no sul do Brasil € Megalobulimus abbreviattus Bequaert

1948 (MNRJ 13283), que vem sendo utilizada como modelo experimental para estudos
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fisioldgicos e neurobiologicos (Martinez-Pereira et al. 2013; De Fraga et al., 2004,
2010; Kalil-Gaspar et al., 2007; Rigon et al., 2010; Swarowsky et al., 2005; Zancan et
al., 1997). Também ja foi estudada dentro do parasitismo no qual foi infectada
experimentalmente por Angiostrongylus costaricensis, para avaliar a capacidade de
infeccdo e manutencdo dos estagios larvais como hospedeiro intermediario, no entanto
ndo mostrou especificidade (Graeff-Teixeira et. al 1993).

Outra espécie, Megalobulimus elongatus Bequaert 1948, foi também coletada
para fins de estudos neurobiolégicos em nosso laboratorio, porém sua utilizagdo foi
inviabilizada devido a presenca de cistos de parasito em varias regides do corpo
inclusive ligados aos ganglios centrais (dados ndo publicados). Poucos trabalhos sdo
encontrados sobre a espécie Megalobulimus elongatus, contudo sabe-se que apresenta
registro no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, e podem ser distinguidas das
demais espécies do género através de caracteristicas conquioldgicas pela ornamentacéo

da protoconcha e posicéo da espira em relacdo a volta corporal (COLLEY, 2013)

2 JUSTIFICATIVA

N&o encontramos até o momento trabalhos que citam esta espécie como
hospedeiro de nematddeos. Com a preocupacdo no reconhecimento das caracteristicas
parasitarias dos espécimes de nematddeos encontrados, bem como os possiveis efeitos
destas no hospedeiro, este trabalho teve como objetivos identificar a(s) espécie(s) de
parasita(s) encontrada (as) em Megalobulimus elongatus e avaliar algumas alteracGes

metabdlicas e morfoldgicas causadas pela infeccdo do parasito na espécie M. elongatus.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Identificar os parasitos encontrados

« Verificar a localizacdo, o nimero e o género dos parasitos encontrados.

*Analisar o0s efeitos do parasitismo nos moluscos utilizando de pardmetros

morfométricos e bioquimicos.

11



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foi realizada uma coleta de moluscos adultos e jovens da espécie M. elongatus
Bequaert 1948 MNRJ 13248 (Figura 1) no Municipio de Barra do Ribeiro (30°22°21”S
— 51925'50"W), Rio Grande do Sul, Brasil em setembro de 2015. Os caracois adultos,
com crescimento maximo da concha mostraram o peristémio refletido (a presenca deste
engrossamento da borda da concha indica o término de crescimento da concha) (Figura
1). Alguns animais com desenvolvimento reprodutivo (confirmado no momento da
disseccdo), com comprimento da concha variando entre 59,3 a 74,2mm, mas sem bordo
refletido, também foram considerados adultos. Os espécimes jovens possuiam 0
comprimento de concha entre 37 a 66,9 mm.

Os 35 moluscos coletados foram mantidos em terrarios telados no Laboratério
de Neurobiologia Comparada (Departamento de Fisiologia, UFRGS), sob condicdes
controladas de temperatura (22 — 26°C), umidade e fotoperiodo (12 h claro/12 h escuro;
fotofase: 7 h — 19 h) e alimentados diariamente com alface e agua ad libitum, conforme
descrito na literatura (MARTINEZ-PEREIRA, 2013).

Figura 1. Adulto de Megalobulimus elongatus. (A) Animal com corpo (por¢éao
cefalopodal) estendido. A seta indica o peristémio refletido. Escala = 1,5 cm. (B)
Animais no seu habitat no momento da coleta, em Barra do Ribeiro, RS.
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3.2 Procedimentos experimentais

Antes do inicio dos experimentos, todos os 35 animais foram pesados com o
auxilio de uma balanga de precisdo e medidos quanto ao comprimento e largura da
concha, através de um paquimetro.

A escolha de cada caracol para os diferentes experimentos ocorreu de forma
aleatdria. A andlise de cistos (item 3.2.3) foi realizada em todos os caracois (n = 35).
Apos a retirada dos cistos, 20 animais foram dissecados e os tecidos retirados (glandula
hepatopancreas, intestino e reto) foram fixados para a analise histoldgica posterior (estes
dados néo estdo incluidos no presente trabalho). Nos outros 15 caracois foi realizada a
coleta da hemolinfa e a digestéo artificial.

Todos os animais foram anestesiados antes da disseccdo por meio de imersédo em
solucdo saturada de mentol dissolvida em solucdo fisiologica para a espécie M.
abbreviatus (29,5 mM NaCl, 2,4 mM KCI, 6 mM CaCl,) por 40 minutos (JAEGER,

1961), sendo esta dose letal para 0os moluscos.

3.2.1 Pesquisa dos vermes parasitos

Os moluscos foram analisados sob microscépio cirargico (D. F. Vasconcelos,
Brasil) para a pesquisa de cistos de vermes parasitos e estes quantificados por regido
anatémica: teto da cavidade pulmonar (TP), borda anterior do manto (BM), capsula de
tecido conjuntivo que reveste a cavidade renopericardial (RP), interior do atrio (A),
junto ao anel nervoso (AN) e ligado ao reto (R). Os parasitos encontrados foram

coletados com pinga e conservados em alcool 70% para a posterior identificacao.

3.2.2 Coleta da hemolinfa

Foram utilizados 15 moluscos e estes foram colocados no gelo por no méaximo 1
minuto para analgesia e em seguida foi realizada uma abertura na concha até cavidade
renopericardial no qual se coletou 100 pL/individuo de hemolinfa por meio de puncao
intraventricular com o uso seringas de insulina heparinizadas. As amostras foram
colocadas em tubos de eppendorf heparinizados e mantidas no gelo para utilizacdo nas

analises bioguimicas (item 3.2.4).
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3.2.3 Contagem dos hemacitos circulantes

Para contagem de hemdcitos, utilizou-se 10 pL de cada amostra de
hemolinfa e analisadas na Camara de Neubauer espelhada (New Optics). Apos 2
minutos, a lamina foi analisada em microscopio Optico (Nikon E600) no
aumento de 40x. O reconhecimento e a contagem dos hemadcitos seguiram como
referéncia Rohr & Amato (2014). Valores expressos em ndmero de

hemocitos/10 pL.

3.2.4 Analises bioquimicas

Aliquotas da amostra de hemolinfa foram utilizadas para verificar a
concentracdo de proteinas, uréia e glicose, com a utilizacdo de um kit (Labtest) para
proteinas totais, ureia CE e glicose liquiform, respectivamente, seguindo as orientacfes
do fabricante. Para a dosagem de proteinas totais e glicose utilizou-se 10 puL de amostra
e para uréia, 40 uL. As amostras foram incubadas por 10 min. a 37°C. Todas as
amostras para dosagem de proteinas totais, ureia e glicose foram lidas em
espectrofotobmetro (Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech) em 545, 600 e 505 nm,
respectivamente. Os valores de proteinas totais foram expressos em g/dL enquanto que

a ureia e glicose em mg/dL.

3.3 Digestao Artificial

A massa cefalopodal de 11 caracdis adultos e 4 jovens, selecionados ao acaso, foi
seccionada em pedacos pequenos (de 3 a 5 mm?®) para facilitar a acdo da enzima,
colocada em 0,4 mg% Pepsina (Delaware®) dissolvida em solucéo de 0,7% de HCl e
aquecida por 2 horas a 37°C. Ap0s este periodo de incubacdo, o tecido foi colocado em
um funil de Baermann, no qual permaneceu 6 h sedimentando até o exame. A partir da
parte inferior do funil de Baermann foi coletada 10 ml de solucdo em placa de Petry e
examinada sob microscépio (estereoscépico e dptico com objetiva de 40x), a procura de

helmintos (técnica modificada por Thiengo et al., 2008).
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3.4. Identificagéo do verme parasito

As estruturas parasitarias encontradas foram fixadas em solucdo de Railliet-
Henry (0.85% NaCl solution: 93 ml; formaldehyde: 5 ml; glacial acetic acid: 2 ml)
aquecida a 60°C, montadas em laminas com laminula e analisadas quanto a morfologia
em microscopio estereoscépico (Olympus), com aumento = 100x. Todos os exemplares
foram classificados conforme a literatura disponivel (Ash, 1970; Bain, 1970; Thiengo,
1995; De Oliveira et al., 2010). Os registros fotograficos foram realizados com o auxilio

de camera digital acoplada ao microscopio.

3.5. Analise estatistica

Foi utilizado o teste t de Student ndo paramétrico para as analises bioguimicas e
morfométricas com intervalo de confianca de 95%, no qual p<0,05 é significativo.
Também foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson para as analises bioquimicas,
sendo r=1 ou r=-1 totalmente correlacionado. Ambos os testes foram realizados com o

programa Sigma Plot 11.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros morfométricos

N&o encontramos diferencas significativas entre jovens infectados e néo
infectados, com relagdo as medidas de peso, largura e comprimento do animal (p>0,05).
O mesmo foi observado na comparacdo destas medidas entre os adultos infectados e néo
infectados (Tabela 1). Como os animais foram coletados na primavera, época
reprodutiva do Megalobulimus, os caracois adultos mostravam ovotestis e glandula de

albimen bem desenvolvida.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo do peso (g), largura (mm) e
comprimento (mm) dos individuos da espécie Megalobulimus
elongatus infectados e nao infectados.

Peso (g) Compr. (mm)  Largura (mm)
médiatdp médiatdp médiatdp
Infectados 41.6+£15.6 62.1+8.7 33.0+3.8
N&do infectados 34.3+17.1 57.5+10.5 31.4+3.9

4.2 Distribuicéo dos cistos
As regides de distribuicdo dos cistos apresentaram as seguintes propor¢oes: TP
(45%), RP (3%), BM (7%), A (1%), AN (42%) e R (2%) (Tabela 2). As regides TP e

AN exibiram maior presenca de cistos, totalizando 87% da prevaléncia nos moluscos.

Tabela 2. Distribuicdo dos cistos nas regides: teto da cavidade pulmonar (TP),
cavidade renopericardial (RP), borda anterior do manto (BM), atrio (A), junto ao anel
nervoso (AN) e junto ao reto (R). Valores expressos em numero absoluto e em
porcentagem do namero total de cistos para adultos e jovens (entre parénteses)

TP RP BM A AN R Total

n % n % n % n % n % n % n %
Adultos 87 (41%) 7 (3,3%) 11 (5,2%) 3 (1,4%) 41 (19,3%) 3 (1,4%) 152 (71%)
Jovens 9 (4,2%) 0,0 3 (1,4%) 0,0 47 (22,2%) 1 (0,5%) 60 (28,3%)
Total 96 (45,3%) 7 (3.3%) 14 (6.6%) 3 (1,4%) 88 (41.5%) 4 (1,9%) 212 (100%)

4.3 Hemocitos

O numero de hemdcitos por individuo ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparados os infectados (média = 48,33) com variacdo de 11 a
132 hemacitos por individuo aos néo infectados (média = 49,29) com variacéo de 10 a
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109 hemdcitos por individuo, p=0.75. A contagem dos hemacitos dos jovens foi
realizada em apenas quatro animais. Destes, a contagem nos dois animais infectados (30
e 52) ndo diferiu dos dois animais ndo infectados (11 e 35), p= 0.384. Entre os caracois
adultos infectados e ndo infectados também néo foi encontrada diferenca significativa.
Destes, os animais infectados (média = 52,6) apresentaram variacdo de 10 a 109
hemacitos e ndo infectados (média= 61) apresentaram variacdo de 13 a 132 hemacitos,
(p=0.784).

N&o se encontrou correlagdo entre a quantidade de cistos e o numero de
hemocitos por individuo nos animais infectados (r = -0,290), ndo diferindo

significativamente.

4.4 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas da concentracdo de proteinas totais, ureia e glicemia
entre 0s animais infectados e nédo infectados (Tabela 3) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, p> 0,05.

N&o foram encontradas correlacdes significativas entre o numero de cistos por
individuo com a concentracdo de proteinas totais (r = 0,58), com a concentragdo de
ureia (r = -0,03) ou com a concentra¢do glicose (r = -0,14) hemolinfaticos (Figura 2).

Tabela 3. Médias e desvios padrdo das concentracfes de proteinas totais (g/dL),
ureia (mg/dL) e glicose (mg/dL) em individuos da espécie Megalobulimus
elongatus infectados e nao infectados.

Prot. Tot. (g/dL) Uréia (mg/dL) Glicose (mg/dL)

Infectados 1.32+0.69 5.61+3.15 4.80+1.87
Nao infectados 2.09+1,01 5.69+3.96 4.49+2 61
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4.5 Resultado da digestao artificial

Pelo método da digestao artificial foram encontradas 7 larvas L3 de Strogyluris
sp. apenas na massa cefalopodal de um animal juvenil. Nos demais, cuja massa

cefalopodal foi analisada, ndo foram encontradas larvas de outros helmintos.

4.6 Proporcao de infectados e identificacdo do verme parasito

De um total de 35 Megalobulimus elongatus analisados, 24 (68,6%)
apresentaram-se infectados com larvas do nematddeo Strongyluris Mueller, 1894
familia Heterakidae. Dentre os moluscos infectados 17 (70,8%) eram adultos e 7
(29,2%) jovens.

A fase evolutiva de terceiro estagio (L3) foi encontrada dentro de cistos. A
confirmacédo deste estagio foi realizada pelas caracteristicas que distinguem o presente
género dos demais que sdo: extremidade anterior apresentando na extremidade anterior
labios com papilas, capsula bucal, anel nervoso posicionado no terco médio do esdfago
que terminava em um bulbo esofagiano, intestino com a extremidade anterior dilatada e
na extremidade posterior a presenca de anus e cauda curvada dorsoventralmente. As
larvas encontradas mediam entre 4,6 e 6,3mm de comprimento e 0,54 — 0,76mm de

largura (Figura 3).
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Figura 3. (A) Extremidade anterior da L3 de Strongyluris sp. apresentando
o esbfago bulbiforme (seta branca) e capsula bucal (seta preta).(B)
Extremidade posterior da L3 de Strongyluris sp. apresentando o anus (seta
branca) e a cauda curvada dorsoventralmente (seta preta).
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5 DISCUSSAO

A presenca do nematédeo Strongyluris sp. ja foi documentada no Brasil
parasitando Achatina fulica coletados nos estados de Goias (De Oliveira et al., 2010) e
Rio de Janeiro (Maldonado Jr. et al., 2010). Ainda, Thiengo (1995) encontrou larvas
deste parasito infectando uma espécie do género Megalobulimus sp. coletados nos
municipios de Santa Rosa (RS) e Uberlandia (MG). No municipio de Barra do Ribeiro
(RS), o nematddeo Strongyluris sp. esta sendo documentado pela primeira vez no
caracol nativo Megalobulimus elongatus.

Strongyluris sp. foi encontrado no intestino grosso do lagarto Tropidurus
torquatus Wied, presente na regido nordeste (Kohn et al., 1973) e Tropidurus oreadicus,
da regido amazonica (Dos Santos et al., 2013). Os lagartos sdo considerados 0s
hospedeiros definitivos. Encontramos apenas duas citacbes da ocorréncia de anfibios
(sem identificacdo de espécie nestas referéncias) infectados por Strongyluris sp. adultos
(Vicent et al., 1993; Anderson et al., 2009). N&o encontramos relatos associando este
nematddeo como parasito humano. Mamiferos domésticos podem ser hospedeiros
acidentais deste helminto (Vicente et al., 1993). Sua transmissdo é unicamente tréfica
podendo ser ingeridos, facultativamente, por um hospedeiro intermediario no estagio
larval L1, permanecerem encistados dentro dele até a fase de L3, para que entdo seja
consumido pelo hospedeiro definitivo. O desenvolvimento das demais fases (L4 e
adulto) ocorre ap6s a ingestdo do hospedeiro intermediario pelo hospedeiro definitivo
(répteis e anfibios) (Bain, 1970; Chabaud, 1971).

A distribuicdo dos cistos em M. elongatus evidenciou que as areas preferenciais
dos cistos foram a cavidade pulmonar ligados a0 manto que constitui o teto da cavidade
e associados com o anel nervoso, o qual constitui o sistema nervoso central do animal.
A localizacdo de cistos de Strongyluris sp. na cavidade palial, ou cavidade pulmonar,
também foi descrita em Megalobulimus sp. (Thiengo 1995). O teto da cavidade
pulmonar possui muitos vasos sanguineos onde sdo realizadas trocas gasosas e, dessa
forma, ha uma grande taxa de irrigacdo de hemolinfa nesta regido. Esta caracteristica
pode explicar a localizacdo preferencial dos cistos nesta regido, visto que as larvas
podem obter mais nutrientes, mesmo que o metabolismo da larva L3 possa ser baixo, ja
que ndo foram encontradas alteracfes significativas nos parametros biogquimicos
sanguineos de M. elongatus. Outra regido com muito irrigagdo sanguinea é o sistema

nervoso, no qual foram descritos muitos capilares (Néblega et al. 2003).
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Foi observado no caramujo marinho Littorina saxatilis, infectado pelo
trematddeo digenético Microphallus piriformes, um quadro de castracdo parasitaria que
teve como consequéncia 0 aumento no tamanho do caramujo. Este aumento ocorreu em
resposta a destruicdo das suas gonadas pelo parasito com o objetivo de expandir o
espaco disponivel no corpo do animal para favorecer o desenvolvimento do ciclo
parasitario (Mccarthy et al., 2004). No presente trabalho, a auséncia de alteracdo nas
medidas das dimensdes corporais e do peso corporal observadas em jovens e adultos
infectados em relacdo aos ndo infectados nos indica que este parasito ndo parece
interferir no crescimento de M. elongatus.

Encontramos uma maior prevaléncia de cistos junto ao anel nervoso dos
moluscos juvenis, diferentemente dos adultos que apresentaram a sua maior quantidade
de cistos no teto da cavidade pulmonar. A preferéncia dos cistos pela regido proxima ao
anel nervoso nos jovens pode ser consequéncia do pouco espaco existente na cavidade
pulmonar destes caracois, sendo assim o parasito buscaria outras areas disponiveis e
que, ainda, pudessem fornecer aporte adequado de nutrientes. Em individuos adultos,
como o espaco da cavidade pulmonar € maior, ndo € necessaria a grande ocupacéo das
areas proximas ao anel nervoso pelos cistos

O elevado numero de cistos em individuos adultos pode ser explicado pelo ciclo
de vida longo caracol Megalobulimus. Um dos pré-requisitos para a ocorréncia do
parasitismo natural envolve a ecologia, no qual ambos, hospedeiro e parasito, devem
ocupar a mesma localizacdo (Rey, 2008). Como o0 parasito possui sobreposicdo de
habitat com o molusco, estes com mais tempo de vida acabam tendo uma maior carga
parasitaria devido a exposicdo prolongada, quando comparado com 0s jovens.

A digestdo artificial € um método comumente utilizado em gastropodes para
verificar a presenca de parasitos na porcdo muscular (massa cefalopodal) (Thiengo,
1995; Graeff-Teixeira et al., 1993; de Oliveira et al., 2010). No presente estudo foram
encontrados apenas larvas de Strongyluris sp. por este método, diferente do que ja foi
registrado em outros gastrépodes pulmonados, nos quais foi encontrada mais de uma
espécie de parasito pela digestdo artificial. Como € o caso de Achatina fulica, na qual se
observou a presenca simultanea de larvas de Aelurostrongylus abstrusus, Rhabditis sp.,
Strongyluris sp., ou de combinagdes de ao menos duas destas espécies, aléem de outros
metastrongilideos, (De Oliveira et al., 2010).

Quando se inoculou parasitos experimentalmente em moluscos gastropodes, foi

observada na hemolinfa dos individuos parasitados a diminuicdo significativa das
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proteinas totais, aumento na concentracdo de ureia e diminuicdo de acido Urico,
diminuicdo significativa nas concentraces de colesterol e triacilglicerol, além da
diminuicdo dos niveis de glicose (Tunholi-Alves et al. 2011, 2012, 2013, 2014).

O numero de hemdcitos circulantes na hemolinfa dos caracois ndo apresentou
diferencas entre infectados e ndo infectados. Ford et al. (1993) calcularam a densidade
dos hemacitos de ostras resistentes e suscetiveis ao parasitismo. Os animais resistentes a
infecgdo apresentaram uma maior densidade de hemdcitos com o aumento da carga
parasitaria, enquanto as suscetiveis ndo apresentaram alteracdes. A auséncia de
alteracdo no numero de células imunitarias em uma situacdo de infeccdo parasitaria
exatamente nos animais que sao suscetiveis a infeccdo sugere que quando o parasito é
natural de um hospedeiro o sistema imunitario deste responde menos a presenca do
parasito.

A auséncia de alteracBes bioquimicas significativas entre animais infectados e
néo infectados pode ser explicada pelos mecanismos de adaptacdo do hospedeiro ou do
parasito. O caracol pode sofrer selecdo natural para ser suscetivel ou resistente ao
parasito (Rey, 2008), ou o parasito pode sofrer adaptacdes de forma a ndo ser percebido
pelo sistema de defesa do hospedeiro, por meio de modificagdes morfoldgicas ou
fisioldgicas (Chabaud, 1971). Como ndo foi encontrada correlagdo significativa entre o
namero de cistos e as concentracdes de proteinas totais, ureia e glicose, mesmo que o
namero amostral seja pequeno, pode-se sugerir que o nematddeo Strongyluris sp.
adaptou-se a esta espécie de hospedeiro, de forma a ndo provocar alteraces notaveis na
homeostasia do hospedeiro. A presenca do nematédeo Strongyluris sp. em M. elongatus
também ndo ocasionou alteracdes morfoldgicas macroscéopicas, nem na reproducao dos
caracois adultos, os quais encontravam-se em prontiddo reprodutiva no periodo da
coleta. Essas evidéncias reforcam a ideia de que o nematddeo Strongyluris sp. possa ser
parasito natural do caracol Megalobulimus elongatus. Embora ainda sejam necessarios
estudos complementares, como analise histologica para identificar outras fases larvais
ou a identificacdo de possiveis predadores do caracol que atuariam como hospedeiro (s)
definitivo (s) deste nematddeo, estes dados preliminares indicam que o parasitismo da
espécie Megalobulimus elongatus por Strongyluris sp. E importante também considerar
que a auséncia de alteracdes, tanto bioquimicas como morfométricas, sugere que 0
Megalobulimus elongatus possa desempenhar o papel de hospedeiro paraténico. A
identificacdo de larvas em outros estdgios nos tecidos que serdo analisados podera

contribuir para esclarecer esta questéo.
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6 CONCLUSAO

Registramos pela primeira vez a presenca do nematddeo Strongyluris sp.,
infectando o molusco terrestre pulmonado Megalobulimus elongatus Bequaert, 1948 na
localidade de Barra do Ribeiro, no Rio Grande do Sul.

Todos os animais infectados apresentaram larvas de terceiro estagio encistadas
do nematddeo.

Este achado agrega mais uma informacéo sobre a biologia de um integrante da
malacofauna do Rio Grande do Sul.

Contudo, cabe salientar que mais estudos devem ser realizados a respeito da
malacofauna do estado, seja através de estudos ambientais, econdmicos ou médicos e
veterinarios, tendo como objetivo conhecer e compreender estas espécies e suas

interacdes.
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7 PERSPECTIVAS

Concluir as anélises histoldgicas a fim de se certificar da existéncia ou nao de
helmintos microscépicos e/ou de outros estagios larvais de Strongyluris, bem como
verificar possiveis alteragdes nos tecidos dos animais infectados.

Verificar possiveis alteracbes neuroquimicas no sistema nervoso, tanto em
neurdnios como em células gliais nos animais infectados.

Estudar a importancia do Megalobulimus elongatus como possivel hospedeiro
intermediério na cadeia alimentar de hospedeiro(s) definitivo(s) do nematédeo no

municipio de Barra do Ribeiro, RS.
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