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1. INTRODUCAO

Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) (Echinodermata: Parechinidae) é a
espécie de ourico-do-mar mais abundante na regido do Porto, Portugal. Tem uma
ampla distribuicdo no Mar Mediterraneo e ao longo da costa nordeste atlantica,
desde a Escocia e Irlanda até ao sul de Marrocos, incluindo os arquipélagos da
Macaronésia (BOUDOURESQUE; VERLAQUE, 2007).

E tipicamente subtidal, distribuindo-se em pocas intertidais de até 10-20m
de profundidade, sendo encontrada geralmente em substratos rochosos
horizontais e alimentando-se preferencialmente de algas folhosas moles e
particulas organicas em suspensao (GIANGUZZA et al., 2006).

As gbnadas de P. lividus sdo muito apreciadas como marisco, constituindo
um produto gourmet comparavel ao caviar, e por isso este ourico-do-mar tem sido
intensamente capturado. Seu consumo € principalmente limitado a Franca e
Espanha e, em menor grau, a Italia e Grécia. (BOUDOURESQUE; VERLAQUE,
2007).

Em Portugal, a espécie € altamente abundante e as capturas atingem
guase 3 toneladas ao ano, principalmente colhidas na regido Norte. No entanto,
estudos recentes sugerem que a colheita comercial pode ter um impacto sobre as
populacbes selvagens desta espécie com possiveis implicacbes para sua
conservacao e para o manejo da pescaria local associada (BERTOCCI et al.,
2014), sendo a aquicultura uma solucao potencial para preencher a lacuna entre a
crescente demanda e a queda do abastecimento.

O consumo de frutos do mar tem muitas vantagens em termos de saude
humana, porém esses produtos podem representar alguns riscos para 0S
consumidores se a seguranca deles como alimento ndo for assegurada. A
presenca de parasitos pode causar danos extensivos em organismos aquaticos,
tornando-os frequentemente ndo adequados como alimentos. Assim, para garantir
a qualidade dos frutos do mar, essas questdes devem ser abordadas e vinculadas
as condicbes de producéo.

Com relacdo aos helmintos parasitos de P. lividus, registrou-se até o
momento apenas metacercarias de Zoogonus rubellus (=Zoogonus mirus)
(Olsson, 1868) (Digenea: Zoogonidae) (TIMON-DAVID, 1934; JANGOUX, 1987) e
metacercérias de Opecoelidae sp. (Digenea: Opecoelidae) (JOUSSON et al.,
1999). Estudos de busca e investigagdo dos possiveis parasitos que acomentem
a espécie tornam-se necessarios frente ao frequente consumo das génodas cruas
do ourigos-do-mar, sendo que esses animais podem servir como hospedeiros
para parasitos com potencial zoonotico.

Dessa forma o presente estudo objetivou identificar morfoldgica e
molecularmente os helmintos presentes em P. lividus do Porto, Portugal, bem
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como estimar os parametros ecolégicos de prevaléncia (P), intensidade média
(IM) £ (range/minimo e maximo) de infec¢do no hospedeiro.

2. METODOLOGIA

Este trabalho é parte de um projeto desenvolvido pela primeira autora
durante um periodo de mobilidade realizado na Universidade do Porto, Porto,
Portugal através do Programa de Doutorado Sanduiche no exterior/PDSE/CAPES
de novembro de 2018 a abril de 2019.

Trinta (n=30) espécimes de P. lividus foram coletados manualmente da
zona intertidal, durante a maré baixa nas praias da Foz do Porto, Portugal, entre
0s meses de marco e abril de 2019. Os espécimes foram transportados até o
Laboratoério de Patologia Animal, na Universidade do Porto, e mantidos vivos em
condicdes ideais em um tanque aerado, até serem examinados.

Foram dissecados e examinados sob estereomicroscopio Leica KL 300
LED (ampliacéo de até 40X) para analise quanto a presenca de helmintos. Todas
as partes internas do corpo do ouri¢o-do-mar foram consideradas para analise, ou
seja, gbnadas, ampolas, lanterna de Aristételes (musculos e faringe), eséfago,
intestino, canal pétreo, seio axial e fluido perivisceral.

Os helmintos encontrados foram lavados em placa de Petri contendo
solucdo salina a 35% e, posteriormente, armazenados em etanol a 99% para
futuras analises morfolégicas e moleculares. Os parametros ecoldgicos de
prevaléncia e intensidade média de infec¢cdo foram calculados de acordo com
BUSH et al. (1997). Para a identificacdo especifica, os helmintos foram
submetidos a microscopia de luz para visualizagdo morfologica e a analise
molecular.

O DNA genbmico dos parasitos foi extraido usando o kit GenElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit - Sigma-Aldrich (GN1N10- 1KT) seguindo
as instrucoes do fabricante. As regides 18S e ITS do DNAr foram amplificadas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) wusando os primers 18e

5CTGGTTGATCCTGCCAGT3’ (HILLIS; DIXON, 1991)/18r
5CTACGGAAACCTTGTTACG3  (WHIPPS et al, 2003) e S18
5TAACAGGTCTGTGATGCC3'/L3T S’CAACTTTCCCTCACGGTACTTGS

(JOUSSON et al., 1999) respectivamente.

A PCR foi realizada em um volume de reagao de 25 pl, utilizando 2 pl (n/a)
de DNA, 0,5 ul de cada primer (foward e reverse)(10pmol/ pl), 2,5 pl de solugao
tampdo MgCI2 (10X), 1,25 pl MgCl, (60mM), 0,5 pl de dNTPmix (10mM), 0,25 ul
de Tag DNA polimerase recombinante (5U/ ul) e 17,5 pl de agua ultrapura para
completar o volume final de 25 ul. As condi¢gdes de amplificagdo foram: um ciclo
inicial de desnaturacdo a 95°C por 3 min, 35 ciclos — desnaturacédo 95°C por 1
min, anelamento 55°C por 1 min, extensdo 72°C por 2 min, seguido uma extensao
final de 72°C por 7 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% em tampdo Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X, corados com GreenSafe Premium
(NZYTech) e os amplicons purificados e sequenciados por STAB VIDA (Caparica,
Portugal).

A identificacdo preliminar das sequéncias obtidas foi feita por comparacao
com as disponiveis na base de dados do GenBank através de pesquisa por
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-BLAST) (ZANG et al., 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram encontradas duas espécies de metacercarias encistadas nas
ampolas ambulacréarias, masculos da lanterna de Aristoteles e gbnodas de P.
lividus.

As metacercérias apresentavam morfotipos e tamanhos diferentes, e foram
identificadas com base na morfologia e confirmadas geneticamente como sendo
Zoogonus rubellus (Olsson,1868) (Digenea: Zoogonidae) e Macvicaria crassigula
(Linton, 1910) (Digenea: Opecoelida).

Z. rubellus apresentou P=86,66%, e IM=11,03 +13,08 (1-45) parasitos por
hospedeiro, e M. crassigula P=96,66% e IM=949,48 +602,61 (1-2210) parasitos
por hospedeiro.

A prevaléncia das diferentes espécies de metacercarias variou também com
relacdo aos sitios de infeccdo. Z. rubellus foi encontrado nos masculos da
lanterna de Aristdteles com P=70%, e IM=5,57 16,36 (1-30) parasitos por
hospedeiro e nas gbnodas P=66,66%, e IM=8,5 9,57 (1-40) parasitos por
hospedeiro. Enquanto que M. crassigula foi encontrada nas ampolas P=93,33%, e
IM= 976 +595,01 (6-2131) parasitos por hospedeiro, nos musculos da lanterna de
Aristoteles P=46,66%, e IM=2,42 £1,77 (1-6) parasitos por hospedeiro e nas
gbnodas P=56,66%, e IM=10,7 +13,70 (1-73) parasitos por hospedeiro.

Para M. crassigula foi obtida uma sequéncia de 1915bp da regido 18S e uma
sequéncia com 1147pb da regido ITS DNAr. Ao realizar a pesquisa por BLAST
verificou-se similaridade de 99,5% com M. crassigula (MF166837) para a regiao
ITS e uma semelhanca de 98,9% com a sequéncia de Propycnadenoides
philippinensis Fischthal & Kuntz 1964 (Digenea: Opecolidae) (KU320591) para a
regido 18S DNAr.

Com relacéo a Z. rubellus foi obtida uma sequéncia de 1910bp da regiéo
18S DNAr e uma sequéncia com 1282pb da regido ITS DNAr. Segundo o BLAST
h&d uma semelhanca de 99,8% com Z. rubellus (AJ241804) para a regiao ITS e
92,9% com a sequéncia de Zoogonoides viviparus (Olson, 1868) (Digenea:
Zoogonidae) (AY525634) para a regiao 18S DNAr.

A semelhanca de M. crassigula e Z. rubellus com espécies diferentes, a
partir da busca pela regido 18S DNAr, verificada no BLAST pode ocorrer pelo fato
de ndo haver sequencias disponiveis dessa regido para essas espeécies no banco
de dados do GenBank.

Estudos mais aprofundados sobre a caracterizacdo molecular e andlises
filogenéticas das metacercarias encontradas estdo em andamento, sendo que até
0 momento tém-se os dados morfolégicos, os dados de parametros ecoldgicos e
o resultado do BLAST.

4. CONCLUSOES

Este € o primeiro registro de metacercéarias presentes nas génodas de P.
lividus, bem como primeiro estudo a apresentar parametros ecoldgicos de
infeccdo para o hospedeiro. As espécies encontradas ndo apresentam potencial
zoonotico, infectando no estagio adulto peixes de diversas espécies.

Este estudo foi financiado pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo Financeiro 001 (PDSE/Edital
N° 47 - 2017).
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