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RESUMO

Os gastropodes atuam como hospedeiros intermediarios de digenéticos parasitas que podem ter potencial
zoondtico. A identificagao correta desses organismos é fundamental, pois contribui para a detecgéo de focos
de transmisséo e os marcadores moleculares sao metodologias eficientes para esse fim. O objetivo desse
trabalho foi identificar molecularmente gastropodes e seus parasitas digenéticos em um parque urbano de
Maringa, PR. Os gastropodes foram coletados no Parque do Japao e triados. Parte do tecido de cada
espécime foi utilizado para extragao e amplificacdo do DNA, que posteriormente foi sequenciado e analisado.
Foram coletados 40 gastropodes, mas nenhum estava parasitado. Sequéncias CO/ foram obtidas para quatro
espécimes que, com base na ferramenta BLASTn, foram compativeis com Biomphalaria straminea, com
percentual de identidade de 100%. Trata-se do primeiro estudo envolvendo técnicas moleculares no Parque
do Japao, destacando a necessidade de mais pesquisas nessa area para ampliar a disponibilidade de dados
genéticos desses organismos.

PALAVRAS-CHAVE: Biomphalaria; COI; Hospedeiros; Parques urbanos.
1 INTRODUCAO

Os digenéticos sdo endoparasitas com um ciclo biolégico complexo, cujo mecanismo
de transmissao conta com, pelo menos, dois hospedeiros (Pinto; Melo, 2014). Os estagios
larvais podem apresentar potencial zoonético, tendo em vista que sédo formas de
transmissao de algumas doengas (Neves, 2004). Dentre elas, a de maior preocupacao € a
esquistossomose, uma vez que é endémica em grande parte do territorio nacional e
responsavel por casos graves em um numero expressivo de pessoas (Pinto; Melo, 2014;
Brasil, 2024). Sendo assim, destacam-se os gastrépodes pertencentes a Biomphalaria
(Preston, 1910), pois reune espécies que podem atuar como hospedeiros intermediarios de
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), agente etiolégico da esquistossomose (Carvalho;
Coelho; Lenzi, 2008).

A identificacao correta desses gastrépodes e parasitas € fundamental, pois contribui
diretamente para a detecgdo de focos de transmissédo (Pinto; Melo, 2014). Contudo, a
identificacdo morfoldgica dos gastropodes e a correlagcao entre as formas larvais e adultas
dos digenéticos nem sempre ¢é eficiente (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Carvalho et al.,
2020; Cuezzo et al., 2020; Pinto; Melo, 2014). Para superar esta limitagao, integrar técnicas
moleculares na identificacdo das espécies pode melhorar o entendimento acerca da
diversidade dos gastrépodes (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008; Cuezzo et al., 2020) e
digenéticos (Onaca et al., 2019; Passere et al., 2022).

O marcador molecular mais utilizado para esses organismos baseia-se no gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COl) (Hebert et al., 2003; Cuezzo et al.,
2020). E uma regido conservada que possui um padrdo de sequéncia "barcode" espécie-
especifica, sendo indicada para a identificacao de espécies com taxonomia complexa ou
que foram pouco estudadas (Hebert; Gregory, 2005).
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O presente estudo teve como objetivo identificar molecularmente os gastropodes e
seus parasitas digenéticos coletados em um parque urbano do municipio de Maringa/PR,
utilizando o marcador molecular mitocondrial COl.

2 MATERIAIS E METODOS

Em abril de 2024 foi realizada uma tentativa de coleta no Parque do Inga, no
municipio de Maringa/PR, mas nao foram encontrados gastropodes nos lagos artificiais
deste parque. Dessa forma, uma outra coleta foi realizada em julho de 2024 em outro
parque urbano da cidade, conhecido como Parque do Japao (23° 26' 51.1" S, 51° 58' 29.9"
W). Os gastrépodes foram coletados com o auxilio de pugas e captura manual, totalizando
40 espécimes, armazenados em sacos plasticos com agua e transportados até o laboratorio
de Ictioparasitologia do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
(Nupélia) da Universidade Estadual de Maringa - UEM. Para a analise parasitolégica, foi
retirada a glandula digestiva dos gastropodes com o auxilio de um microscépio
estereoscopico, a fim de verificar a presenga das formas larvais de digenéticos. Parte do
tecido muscular da regidao do pé de cada espécime foi armazenado em um tubo tipo
eppendorf de 1,5 mL com alcool absoluto, para posterior extracdo de DNA.

Para extracdo de DNA dos tecidos dos gastrépodes foi utilizado o kit de extracao de
DNA Wizard Genomic DNA Purification da Promega®, de acordo com as instru¢gées do
fabricante. Apos a extragao, para quantificagdo do DNA, foi usado um espectrofotémetro
NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific®). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizada para a amplificagdo do marcador mitocondrial COIl, foi realizada em um
termociclador ProFlexTM 3 x 32-well PCR System da Applied Biosystems®, com 1,25 U de
Taq DNA polimerase (5 U/uL, Ludwig Biotecnologia), Tamp&o 10X (100 mM Tris-HCI pH
8,5; 500 mM KCI), 1,5 mM MgCI2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,1 yM de cada primer, DNA
molde (10 ng) e agua Milli-Q para um volume final de 25 pL. Apés a PCR, foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 1% com os produtos amplificados e com um marcador de
peso molecular conhecido (DNA Ladder 100 pb). Os produtos amplificados foram
purificados e sequenciados.

Para a analise dos dados, as sequéncias obtidas foram visualizadas e editadas pelos
programas BioEdit e MEGAY7, respectivamente. O alinhamento das sequéncias foi realizado
pelo programa MEGAY utilizando o algoritmo CLUSTAL W. As sequéncias obtidas foram
comparadas com outras sequéncias disponiveis no GenBank, por meio da ferramenta
BLASTN. O programa MEGA?7 foi utilizado para realizar o calculo de distancia genética pelo
meétodo Kimura-2-parametros (K2P) e as reconstrugdes filogenéticas utilizando o método
de maxima verossimilhanca com 1000 reamostragens de bootstrap. Sequéncias de
Biomphalaria obtidas do GenBank foram adicionadas as analises.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os gastropodes coletados no Parque do Japao (n = 40) foram identificados
previamente, com base na morfologia da concha, como pertencentes a Biomphalaria
(Figura 1). Os espécimes foram submetidos a analise parasitolégica com a finalidade de
encontrar possiveis estagios larvais de digenéticos, porém nenhum individuo estava
parasitado. Sequéncias da regido mitocondrial COI foram obtidas para quatro gastropodes
analisados, apresentando um alinhamento final de 626 pb.
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Figura 1: Espécimes de gastropodes analisados no presente estudo.
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Com base na ferramenta BLASTn, os gastrépodes apresentaram maior similaridade
genética com B. straminea (KF926188) disponiveis no GenBank, com percentual de
identidade de 100%. Carvalho et al. (2020) afirma que Biomphalaria tém conseguido
colonizar novos ambientes aquaticos devido suas capacidades adaptativas, em particular
B. straminea, pois se tornou a espécie mais amplamente distribuida no territorio nacional.

Os quatro espécimes de gastropodes compartilharam o mesmo haplétipo e em
relacao a distancia K2P, apresentaram valores iguais a zero em relacdo a B. straminea,
uma vez que as sequéncias foram idénticas as obtidas por Palasio et al. (2017). De acordo
com Hebert et al. (2003) e Layton et al. (2014), valores de distancia genética abaixo de 2%
podem indicar que se trata da mesma espécie, como foi observado neste estudo. Na arvore
génica (Figura 2), é possivel observar que os gastropodes formaram um clado com B.
straminea, tendo Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1833) como grupo irmao. As espécies B.
straminea, B. kuhniana e Biomphalaria intermedia Paraense & Deslandes 1962, foram
agrupadas no Complexo B. straminea, apdés Paraense (1988) observar que eram
extremamente parecidas.

— Biomphalaria cousini (MZ779003)
Biomphalaria sudanica (DQ084843)
Biomphalaria tenagophila (MW835258)
Biomphalaria intermedia (MZ778937)
Biomphalaria kuhniana (MZ778912)
Biomphalaria straminea (KF926195)
Biomphalaria straminea (KY697247)
Gastropode 4

$Biomphalaria straminea (KF926188)
Gastropode 3
Gastrépode 2

Gastropode 1
Melanoides tuberculata (MK697710)

Tree scale: 1 +

Figura 2: Arvore génica construida utilizando sequéncias do marcador molecular CO/ para os
espécimes de gastropodes do Parque do Japao. As sequéncias em negrito foram obtidas no
presente estudo. Os circulos preenchidos nos ramos representam valores de bootstrap superiores
a 80%.
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Este € o primeiro estudo envolvendo técnicas moleculares para a identificagao de
gastropodes que atuam como possiveis hospedeiros intermediarios no Parque do Japéo,
Maringa/PR. O registro destes gastrépodes, principalmente de Biomphalaria, é de extrema
importancia ecologica e sanitaria, visto que sdo possiveis hospedeiros intermediarios de
parasitas de importancia médica e pode haver o risco de infecgdes nessas areas, caso seja
detectada a presencga do parasita (Souza et al., 2008; Pinto; Melo, 2014). As técnicas
moleculares tém sido cada vez mais utilizadas e, de modo geral, a analise utilizando do
DNA “barcode” tem sido considerada uma metodologia integrativa eficaz na identificacao
molecular das espécies de Biomphalaria (Palasio et al., 2017; Palasio et al., 2019; Ohlweiler
et al., 2020; Araujo et al., 2023; Nogueira et al., 2024).

3 CONSIDERAGOES FINAIS

O marcador molecular COI se mostrou eficaz na identificagdo de B. straminea
encontrados no Parque do Japdo. No entanto, devido a caréncia de sequéncias COI
depositadas nos bancos de dados genéticos, algumas analises podem ficar limitadas.
Desse modo, € importante ressaltar também a necessidade de mais estudos nessa area,
visando uma maior disponibilidade de informacodes referentes as espécies de Biomphalaria.
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