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Juliana Novo Borges

Os Trematoda Heterophyidae possuem ciclo de vida complexo em que moluscos
e peixes atuam como hospedeiros intermediarios e mamiferos e aves séo
hospedeiros definitivos. Suas metacercarias podem se encistar em diferentes
orgaos de peixes, portanto ha risco de infeccdo humana pela ingestdo de
pescado cru ou mal cozido. Estudos de viabilidade de espécies de metacercarias
provenientes de paises do norte da Europa e no Brasil sdo escassos. Embora
haja estudos visando identificar e diagnosticar heterofiideos com potencial
zoonotico em outros paises utilizando ferramentas moleculares, muitas espécies
ainda sé@o negligenciadas. Neste trabalho testes de viabilidade de metacercarias
foram feitos com Ascocotyle (Phagicola) longa encistadas na tainha no Brasil e
Cryptocotyle lingua encistadas no bacalhau na Dinamarca, expostos a
temperaturas extremas de congelamento e aguecimento (entre 180°C e -80°C).
Além disso foi feita uma caracterizacdo genética das espécies de A. (P.) longa,
Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e Pygidiopsis macrostomum encontradas
em peixes da Lagoa Rodrigo de Freitas através de PCR e sequenciamento das
regides génicas 18S rDNA, 28S rDNA, ITS2 rDNA e mtDNA cox-1. P.
macrostomum também foi submetido a analises de microscopia de varredura a
laser confocal (MVLC). Os testes de viabilidade demonstraram que duas horas
de incubacdo na maioria das temperaturas sao suficientes para inativar
metacercéarias de C. lingua e A. (P.) longa, com exce¢do da temperatura de
-10°C, em que foram necesséarias 24 horas. As caracterizacfes genéticas
realizadas resultaram em sequéncias que possuem pouca Vvariabilidade
intraespecifica entre os espécimes de A. (P.) longa e A. (P.) pindoramensis, com
P. macrostomum possuindo trés haplotipos para a regido ITS2. As analises por
MVLC destacaram em P. macrostomum as fibras musculares diferenciadas ao
redor da ventosa ventral. A comparagao da nova sequéncia de A. (P.) longa com
sequéncias da mesma espécie provenientes da Argentina e Israel depositadas
no GenBank resultou em alta variabilidade para a regidao 18S rDNA, uma regiao
muito conservada. Os resultados obtidos, indicam o congelamento de tainha e
bacalhau como um procedimento altamente recomendavel quando destinados
ao consumo cru ou defumado a frio. Os estudos genéticos sugerem que P.
macrostomum da Lagoa Rodrigo de Freitas e A. (P.) longa de diferentes regides
geograficas podem representar um complexo de espécies cripticas.
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The Heterophyidae trematodes have complex life-cycles parasitizing moluscs
and fishes as intermediate hosts and fish-eating mammals or birds as definitive
hosts. The metacercariae may be encysted in different organs of fish and this
represent a risk since humans can get infected for these parasites when they eat
raw or under cooked fish. Studies on the viability of parasites from countries of
North Europe as well as on parasites from Brazil are scarce. Although there are
studies focusing on the identification and diagnosis of heterophyid flukes with
zoonotic potential in other countries using molecular techniques, several species
are still neglected. In this work viability tests were done with metacercariae of
Ascocotyle (Phagicola) longa encysted in mullets from Brazil and Cryptocotyle
lingua encysted in cod from Denmark exposed to extreme temperatures of
freezing and cooking (180 °C a -80 °C). A genetic characterization of the species
A. (P.) longa, Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e Pygidiopsis macrostomum
of fishes from Rodrigo de Freitas lagoon using PCR and sequencing from the
genetic regions 18S rDNA, 28S rDNA, ITS2 rDNA e mtDNA cox-1 was done. P.
macrostomum was also analyzed by confocal laser scanning microscopy
(CLSM). The viability tests showed that two hours are sufficient to Kill
metacercariae in most of the temperatures, except for -10 °C in which were
necessary 24 hours to inactivate the metacercarie. The genetic characterization
of A. (P.) longa and A. (P.) pindoramensis showed low intraspecific variation
among specimens; however, P. macrostomum had three haplotypes for the ITS2
rDNA region. The analysis by CLSM highlighted in P. macrostomum differential
radial fibers around the ventral sucker. The comparison of our new sequence of
A. (P.) longa and sequences of this species from Argentina and Israel deposited
in the GenBank showed high variability for the 18S rDNA region, a very
conserved region. Considering our results, freezing of mullets and cod is highly
recommended when prepared for human consumption raw or subject to cold
smoking and our genetic data suggest that P. macrostomum from Rodrigo de
Freitas lagoon and A. (P.) longa from different geographic regions may represent
a sibling species complex.
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Figura 12: Microscopia Eletrénica de Varredura de Cryptocotyle lingua exposto a temperaturas
de congelamento e aquecimento. (A) Cisto exposto a -80°C por 30 min. (B) Cisto exposto a -
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Figura 13: Imagens de MVLC de Pygidiopsis macrostomum adulto. (A) Visdo ventral; (B) ventosa
oral e pré-faringe; (C) visdo externa das fibras do tegumento; (D) pré-faringe e faringe; (E)
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Figura 14: Imagens de MVLC de metacercarias de Pygidiopsis macrostomum. (A) Visdo do
tegumento externo; (B) Viséo ventral com células flama; (C - D) sistema reprodutor; (E) Vesicula
excretora (F) poro excretor. Abreviacdes: (0s) ventosa oral, (If) fibras longitudinais, (p) feringe,
(e) esdfago, (ic) ceco intestinal, (vs) ventosa ventral, (s) espinhos, (cf) fibras circulares, (df) fibras



file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280773
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280773
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280774
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280775
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280775
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280775
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280776
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280776
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280776
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280777
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280777
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280777
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280778
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280778
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280779
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280779
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280779
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280779
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280780
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280780
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280780
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280780
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280781
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280783
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280783
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280783
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280785
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280786
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280786
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280786
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/Tese%20com%20correções%20final.docx%23_Toc454280786

diagonais, (g) gonotil, (0) ovario, (ev) vesicula excretora, (t) testiculos (fc) células flama. Escala:
A-F=50pm. 47

Figura 15: Imagens de MVLC de metacercarias de Pygidiopsis macrostomum. As setas indicam
ganglios imunoreativos a serotonina na regido anterior (A) e ao redor da ventosa ventral (B).
Escala: A-B=50um 48

Figura 16: Reconstrucéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido 18S rDNA. Os valores na frente dos nds representam
a porcentagem de ‘bootstrap’. Echinostoma revolutum representa o grupo externo. 51

Figura 17: Reconstrugéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido 28S rDNA. Os valores na frente dos nés representam
a porcentagem de ‘bootstrap’. Echinostoma revolutum representa o grupo externo. 52

Figura 18: Reconstrugéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido ITS2 rDNA. Os valores na frente dos nds representam
a porcentagem de ‘bootstrap’. Prosorhynchus longisaccatus representa o grupo externo. 54

Figura 19: Reconstrucgéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido mtDNA cox-1. Os valores na frente dos nés
representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Fasciola hepatica representa o grupo externo. __ 57

Figura 20: Reconstrugéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae e Opisthorchiidae do GenBank para a regido ITS2 rDNA. Os valores na frente dos
nos representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Prosorhyncus longisaccatus representa o grupo
externo. 58

Figura 21: Reconstrucgéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae e Opisthorchiidae do GenBank para a regido ITS2 rDNA. Os valores na frente dos
nos representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Fasciola hepatica representa o grupo externo.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os Trematoda Rudolphi, 1808 pertencentes a subclasse Digenea Carus,
1863 sdo endoparasitos que possuem ciclo de vida complexo em que a vasta
maioria usa moluscos como primeiro hospedeiro intermediario e vertebrados
como hospedeiros definitivos (Gibson, 2002). Nesta subclasse, a superfamilia
Opisthorchioidea Looss, 1899 é composta por trés familias: Cryptogonimidae
Ward, 1917, Heterophyidae Leiper, 1909 e Opisthorchiidae Looss, 1899 e possui
varias espécies de importancia em Saude Publica. As espécies destas familias
possuem ciclos de vida muito parecidos em que passam por trés hospedeiros:
um molusco como primeiro hospedeiro intermediario, peixes como segundo
hospedeiro intermediario e mamiferos e aves como hospedeiros definitivos
(Cribb et al. 2001, Bray 2008) (Figura 1). Os Trematoda da familia Heterophyidae
alvo deste estudo, parasitam o intestino de seus hospedeiros definitivos, com as
metacercarias desses referidas em diversas espécies de peixes (Buchmann
1986, Oliveira et al. 2007, Simdes 2009, Pérez et al. 2012).

No Rio de Janeiro, a Lagoa Rodrigo de Freitas € um ambiente estuarino,
onde o ciclo de vida de algumas espécies de heterofiideos ja foram elucidados
(Simdes 2009, Simdes et al. 2009, Simdes et al. 2010). E um ambiente propicio
para a manutencéao dos ciclos pois nele coabitam os diferentes hospedeiros que
abrigam os parasitos em seus diversos estadios de vida (Figura 2).

Os ciclos de vida das espécies de Heterophyidae previamente estudadas
na Lagoa Rodrigo de Freitas incluem como primeiro hospedeiro intermediério o
molusco Heleobia australis (d’Orbigny, 1835) no qual as rédias por reproducéo
assexuada produzem cercéarias. As cercarias eliminadas sdo ingeridas por
peixes barrigudinhos Poecilia vivipara (Bloch & Schneider, 1801), Phalloptychus
januarios (Hensel, 1868) e Jenysia multidentata (Jenys, 1842), além da tainha
Mugil liza Valencinnes, 1836. Os hospedeiros definitivos sdo mamiferos e aves
gue se alimentam de peixes da lagoa e assim acabam adquirindo estes parasitos
(Simdes 2009).

As metacercéarias de heterofiideos em geral podem se encistar em
diferentes 6rgdos do peixe como baco, coragdo, mesentério, branquias e
musculatura. A ocorréncia de metacercarias no musculo de peixes de interesse

comercial é objeto de atencdo pois os humanos podem ser infectados quando
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h& ingestdo de pescado cru ou mal cozido contendo larvas viaveis destes
parasitos (Babbott et al. 1961, Rausch et al. 1967, Chieffi et al. 1990, Chieffi et
al. 1992).

Dentre os heterofiideos mais prevalentes na Lagoa Rodrigo de Freitas
estdo Pygidiopsis macrostomum Travassos, 1928, Ascocotyle (Phagicola)
pindoramensis (Travassos, 1928) e Ascocotyle (Phagicola) longa Ransom, 1920,
sendo que esta Ultima espécie apresenta potencial zoonotico pois as
metacercarias sdo encontradas encistadas na musculatura de tainhas (Chieffi
1990, Simdes et al. 2010, Santos et al. 2013).

Em regides costeiras temperadas e articas tanto na América do Norte
quanto na Europa ocorre outra espécie de heterofiideo, Cryptocotyle lingua
(Crepelin, 1825). O ciclo desta espécie inclui como primeiro hospedeiro
intermediario o molusco Littorina littorea (Linnaeus, 1758) que libera cercéarias
que infectam e se transformam em metacercérias em diferentes espécies de
peixes de importancia comercial, dentre os quais o bacalhau (Gadus morhua
Linnaeus, 1758) (Kgie 1984, Buchmann 1986, Kristoffersen 1988, Mellegaard e
Lang, 1999). Aves marinhas séo os hospedeiros definitivos, mas existem relatos
de adultos de C. lingua infectando mamiferos como raposas, cdes e gatos
(Guildal 1968, Saeed et al. 2006, Christensen e Roth 1946, Christensen e Roth
1949).

1.1 Taxonomia de Heterophyidae

A taxonomia de Trematoda Digenea tem sido reavaliada ao longo dos
anos e varias tentativas no intuito de encontrar critérios Uteis para a classificacédo
do grupo foram feitas desde o século XIX (La Rue 1957, Yamaguti 1975, Gibson,
2002). Arranjo de ventosas, morfologia de cercérias e padrbes do ciclo de vida
foram algumas das caracteristicas propostas em classificacdes mais antigas,
porém filogenias baseadas nestas caracteristicas acabavam gerando dados
conflitantes que dificultavam a classificacédo e néo refletiam padrdes evolutivos.
Em vista disso, as classificagdes mais atuais baseiam-se majoritariamente em

caracteristicas morfolégicas e genéticas (Gibson, 2002).
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Figura 1: Ciclo de vida de parasitos da familia Heterophyidae. Adaptado de
http://www.cdc.gov/dpdx/heterophyiasis.

Figura 2: Lagoa Rodrigo de Freitas (Google images)



As caracteristicas que atualmente definem a familia Heterophyidae foram
revisadas por Witenberg (1929) e Yamaguti (1971) e incluem as estruturas do
complexo genital, como por exemplo, a parte terminal dos ductos genitais,
ventosa ventral e gonotil de parasitos adultos (Pearson 2008).

Ao todo sdo 37 géneros de heterofiideos caracterizados
morfologicamente, sendo dois deles incertae sedis (Pearson 2008). Apesar de
haver muitos trabalhos descrevendo as espécies de Heterophyidae com base na
morfologia, os trabalhos com caracterizacdo genética ainda sdo escassos, se
concentrando principalmente em espécies de interesse médico e veterinario
(Thaenkham et al. 2010, Dung et al. 2013, Lee et al. 2013, Pornruseetairatn et
al. 2015).

Neste trabalho, as espécies abaixo relacionadas, jA caracterizadas

morfologicamente, serdo alvo de estudos moleculares:

1.1.1 Ascocotyle (Phagicola) longa
Esta espécie teve seu ciclo de vida elucidado na Lagoa Rodrigo de

Freitas, Rio de Janeiro, em trabalhos anteriores feitos pela equipe do Laboratério
de Avaliacdo e Promocgdo da Saude Ambiental (LAPSA) onde foi encontrada
parasitando 100% das tainhas deste ambiente (Simdes 2009, Santos et al.
2013). A espécie foi redescrita por Scholz (1999) e apesar de possuir uma
grande variedade de hospedeiros definitivos, suas metacercarias parecem
infectar somente peixes da familia Mugilidade como hospedeiros intermediarios
(Scholz 1999, Simoes et al. 2009, Martorelli, 2012). Ascocotyle (Phagicola) longa
possui corpo piriforme e tegumento totalmente coberto por pequenos espinhos
em forma de pente, possui uma fileira composta por 16 espinhos ao redor da
ventosa oral que tem longo apéndice posterior. Os cecos intestinais alcangcam a
altura do ovario e possui gonotil bipartido com dois lobos contendo de quatro a
oito bolsas (Figura 3). A espécie é considerada cosmopolita e ja foi descrita nas
Ameéricas, Africa, Europa e Oriente Médio (Scholz 1999, Simdes et al. 2010,
Santos et al. 2013, Martorelli 2012). Apesar de sua grande distribuicédo trabalhos

genéticos desta espécie sdo escassos (Dzikowski et al. 2004, Alda et al. 2015).



1.1.2 Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis
Esta espécie era considerada como pertencente ao género Pygidiopsis

até recentemente quando foi redescrita por Simdes et al. (2006), os quais
descreveram a presenca de apéndice curto posterior a ventosa oral,
caracteristica diagnostica do género Ascocotyle e motivo pelo qual propuseram
a nova classificacdo. Além desta caracteristica A. (P.) pindoramensis possui
corpo piriforme com espinhos recobrindo todo o tegumento, exceto na regido
dorsal inferior, com ventosa oral sem espinhos, cecos intestinais longos e
recurvados alcancando a altura do ovario e gonotil com 13 a 16 bolsas dispostas
em uma unica fileira horizontal (Simdes et al. 2006) (Figura 4). A distribuicdo
geografica da espécie parece se restringir as Américas, tendo como hospedeiros
intermediarios peixes Cyprinodontiformes e como hospedeiros definitivos aves
piscivoras. Até o momento nenhum estudo genético foi realizado para

caracterizar esta espécie.

1.1.3 Pygidiopsis macrostomum
Esta é uma espécie pouco estudada, originalmente descrita por

Travassos em 1928 e depois redescrita por Simdes et al. (2005). Seu ciclo de
vida na Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ, foi elucidado por Simdes et al. (2009).
Espécimens adultos de P. macrostomum tem corpo piriforme com tegumento
espinhoso, ventosa oral sem espinhos, cecos intestinais atingindo a altura dos
testiculos e gonotil com oito a nove bolsas (Simdes et al. 2005) (Figura 5). Até o
momento esta espécie foi descrita apenas no Brasil e referida em Cuba
(Zdzitowiecki e Rutkowska 1980), sugerindo que sua distribuicdo geografica seja
restrita as Américas. Os hospedeiros definitivos descritos foram o rato Rattus
novergicus (Berkenhout, 1769) e o morcego Noctilio leporinus mastivus (Vahl,
1797) e peixes Cyprinodontiformes descritos como seus hospedeiros
intermediarios. Até o momento nenhum estudo genético foi feito para esta

espécie.

1.1.4 Cryptocotyle lingua
Espécie descrita por Crepelin em 1825 com material proveniente do intestino

de Larus marinus Linnaeus, 1758, com redescri¢cdes feitas por Jagerskiold

(1899) e Linton (1915). Cryptocotyle lingua tem corpo piriforme, com tegumento



coberto por espinhos, ventosa oral sem espinhos e cecos intestinais curtos
atingindo a altura da ventosa ventral (Stunkard 1930, Rees 1978) (Figura 6). A
espécie foi originalmente descrita com presenca de gonotil mas Pearson (2008)
indicou que esta estrutura € ausente. Possui distribuicdo geografica restrita aos
ambientes costeiros da Europa e América do Norte (Wiiliams et al. 1994). Apesar
de diversas sequéncias para a regiao mtDNA cox-1 desta espécie encontrarem-
se depositadas em bancos de dados biolégicos, sdo poucas as sequéncias com

outros marcadores moleculares.

1.2 Ferramentas moleculares naidentificacdo de Heterophyidae

Técnicas moleculares utilizadas para identificacdo e diferenciacdo de
populacdes de Digenea comecaram a ser utilizadas nos anos 1980. Em sua
maioria, eram técnicas que nao tinham como fim a obtencédo de sequéncias
nucleotidicas, como por exemplo, hibridizacdo de DNA e RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polimorfism) aplicadas principalmente em espécies de
interesse médico e veterinario (Fletcher et al. 1980, Blair e McManus 1989,
Kaukas et al. 1994). Com a popularizacdo da PCR e sequenciamento essas
técnicas foram sendo abandonadas e poucos trabalhos sdo atualmente
realizados utilizando-se estas ferramentas (Pauly et al. 2003, Thaenkham et al.
2011a).

Trabalhos de filogenia de Platyhelminthes foram feitos utilizando
sequenciamento direto de regides génicas das subunidades do DNA ribossomal,
porém devido ao alto grau de conservacgao destas regifes génicas as relacdes
entre taxa inferiores como familias e géneros permaneceram problematicas
(Blair et al. 1996, Olson et al. 2003, Olson e Tkach 2005). No intuito de resolver
guestbes problematicas e identificar espécies muito proximas ou cripticas outras
regides génicas como ITS do DNA ribossomal, Cox 1 e NADH do DNA
mitocondrial comecgaram a ser utilizadas para estudos filogéticos (Olson e Tkach
2005, Kralova-Hromadova et al. 2008, Skov et al. 2009).



Figura 3: Ascocotyle (Phagicola) longa visdo ventral, adaptado de Scholz (1999).
Abreviaturas: Ap- apéndice, C- ceco, E- espinhos, F- faringe, G- gonotil, O- ovario,
Pf- pré-faringe, T- testiculos, Ve- vesicula excretora, Vo- ventosa oral, Vt- vitelinos,
VV- ventosa ventral.



Figura 4: Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis vista ventral, adaptado de Simdes
et al. (2006). Abreviaturas: Ap- apéndice, C- ceco, F- faringe, G- gonotil, Pf- pré-
faringe, T- testiculos, Ve- vesicula excretora, VO- ventosa oral, Vt- vitelinos, VV-

ventosa ventral.



100 pm

Figura 5: Pygidopsis macrostomum vista ventral, adaptado de Simdes et al.
(2009). Abreviaturas: C- ceco, F- faringe, G- gonoatil, Pf- pré-faringe, T- testiculos,
Ve- vesicula excretora, ventosa oral, Vt- vitelinos, VV- ventosa ventral.



n12%%
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Figura 6: Cryptocotyle lingua vista ventral, adaptado de Stunkard (1930).
Abreviaturas: C- ceco, F- faringe, T- testiculos, ventosa oral, Vt- vitelinos,
VV- ventosa ventral. Barra = 400um.
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Trabalhos recentes realizados com heterofiideos tém demonstrado que
mesmo regides altamente variaveis como mtDNA cox-1 ndo sdo capazes de
resolver a separacdo de Heterophyidae e Opisthorchiidae, demonstrando uma
relacdo filogenética muito proxima entre as duas familias (Thaenkham et al.
2011b, Thaenkham et al. 2012, Chontananarth et al. 2014). Os avangos recentes
nas técnicas de sequenciamento de genomas podem, no entanto, ajudar a
encontrar novas regiées génicas mais apropriadas para elucidar relacées entre
taxa proximos (Olson e Tkach 2005, Lee et al. 2013). Até 0 momento apenas
duas espécies de Heterophyidae possuem seus genomas mitocondriais
disponiveis, Metagonimus yokogawai (Katsurada, 1912) e Haplorchis taichui
(Nishigori, 1924) (Lee et al. 2013).

1.3 Heterophyidae e zoonoses

Estima-se que 40 milhdes de pessoas no mundo estejam sob o risco de
contrair trematodiases provenientes de alimentos. Estas infec¢cdes sao
adquiridas pelo consumo de alimentos crus ou mal cozidos (Fried et al. 2004,
Chai et al. 2005). Os parasitos da familia Heterophyidae utilizam peixes como
segundo hospedeiro intermediario onde metacercarias encontram-se encistadas
em diversos 6Orgdos, inclusive a musculatura (Chai et al. 2005). Infeccbes
humanas por heterofiideos sdo comuns e amplamente referidas em paises da
Asia, Europa, América do Norte e também no Brasil e, portanto, com alto
potencial zoondtico (Okumura et al. 1999, Fried e Abruzzi 2010, Toledo et al.
2012).

Embora muitos estudos, inclusive com ferramentas moleculares, visando
identificar e diagnosticar heterofiideos com potencial zoonético tenham sido
feitos em outros paises utilizando ferramentas moleculares, muitas espécies
ainda sao negligenciadas (Dzikowski et al. 2004, Skov et al. 2009). No Brasil,
apesar de Ascocotyle (Phagicola) longa, encontrado em diferentes espécies de
peixes da familia Mugilidae (Conceicéo et al. 2000, Oliveira et al. 2007, Simdes
etal. 2010, Pérez et al. 2012, Santos et al. 2013), ser reconhecido como principal
agente causador de heterofiiase humana, ainda ndo dispomos de estudos
moleculares de heterofiildeos no Brasil que possam auxiliar no diagnostico

destas parasitoses.
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2. JUSTIFICATIVA

Trematddeos de peixes referidos como um risco a saude humana incluem
metacercarias das familias Heterophyidae, Echinotosmatidae e Opisthorchiidae.
Embora haja inimeros estudos sobre a biologia e controle de espécies tropicais
na Asia, visando a tecnologia de alimentos, ndo existem estudos similares sobre
algumas espécies do norte da Europa, como € o caso de C. lingua. Na América
do Sul, os estudos de viabilidade de metacercarias de A. (P.) longa sé&o
escassos, necessitando de padronizacdo metodoldgica. Neste estudo sera feito
um teste de viabilidade expondo metacercarias de C. lingua e A. (P.) longa a
temperaturas extremas de congelamento e coc¢ao visando fornecer subsidios
para medidas profilaticas e de controle em casos de heterofiiase humana.

Os Heterophyidae ocorrem em alta prevaléncia em peixes de area estuarina
do Rio de Janeiro (Simdes et al. 2009, 2010). No entanto, as espécies Ascocotyle
(Phagicola) longa, Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e Pygidiopsis
macrostomum, recentemente redescritas, ainda ndo foram estudadas
geneticamente. De modo semelhante, C. lingua que parasita o bacalhau no norte
da Europa, mesmo sendo uma espécie muito conhecida, ainda necessita de
dados genéticos adicionais.

O uso de técnicas moleculares para identificacdo de espécies serve como
uma importante ferramenta para andlises diagndésticas especificas. Dessa forma,
a caracterizacao genética realizada com A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis, P.
macrostomum e C. lingua contribuirda para o conhecimento da taxonomia
molecular destes trematddeos, sendo que as espécies brasileiras ja constam da
Lista de Classificacdo de Risco de Agentes Biologicos do Ministério da Saude
(2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar a viabilidade de metacercérias de Heterophyidae encistadas em
musculo de tainhas (Mugil liza) do Brasil e do bacalhau (Gadus morhua) da
Dinamarca e caracterizar o perfil genético de adultos de Ascocotyle (Phagicola)
longa, Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e Pygidiopsis macrostomum e

metacercarias de Cryptocotyle lingua.

3.2 Objetivos especificos

Testar a viabilidade de metacercarias de Ascocotyle (Phagicola) longa de

tainhas expostas a diferentes temperaturas de congelamento e aquecimento.

Testar a viabilidade de metacercarias de Cryptocotyle lingua de bacalhau

expostas a diferentes temperaturas de congelamento e aquecimento.

Caracterizar o perfil genético de Ascocotyle (Phagicola) longa.

Caracterizar o perfil genético de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis.

Caracterizar o perfil genético de Pygidiopsis macrostomum.

Adicionar novos dados genéticos de Cryptocotyle lingua

13



4 Capitulo 1

Viabilidade de metacercarias de Cryptocotyle lingua e
Ascocotyle (Phagicola) longa expostas a diferentes
temperaturas de congelamento e aguecimento.

4.1 INTRODUCAO

Estima-se que 18 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas por
trematddeos provenientes do pescado, sendo que estas infecgcbes sdo mais
comuns em certas regides como no sul e sudeste asiatico (Chai et al 2005). Com
o0 aumento da popularidade da culinaria asiatica (e consequentemente da
ingestédo de pescado cru) o risco de infecgdo tém crescido consideravelmente
em vérias regides do mundo (Chai et al 2005; Fried e Abruzzi 2010; Toledo et al
2012).

Dentre os trematddeos que utilizam em seus ciclos de vida peixes como
hospedeiros intermediarios estdo os membros da familia Heterophyidae.
Diversos géneros desta familia ja& foram referidos infectando humanos:
Apophallus Lihe, 1909, Centrocestus Looss 1899, Cryptocotyle Luhe, 1899,
Diorchitrema Witenberg, 1929, Haplorchis Looss, 1899, Heterophyes Cobbold,
1866, Heterophyopsis Tubangui & Africa, 1938, Metagonimus Katsurada, 1912,
Phagicola Faust, 1920, Procerovum Onji & Nishio, 1916, Pygidiopsis Looss,
1907, Stellantchasmus Onji & Nishio, 1916 e Stictodora Looss, 1899 (Fried et al
2004; Toledo et al 2012). Normalmente as infeccbes que apresentam baixa
parasitemia sao assintomaticas, porém altas cargas parasitarias podem
acarretar em inflamacdo e ulceracdo da mucosa com eventual necrose
superficial levando a um quadro clinico de diarreia com fezes ricas em muco,
dores abdominais, anorexia, ndusea e vomitos (Fried et al 2004). Casos em que
ocorre morte de pacientes sdo raros e normalmente estdo ligados a embolia
causada por ovos do parasito que podem atingir vasos que irrigam o coracao,
cérebro e medula espinhal (MacLean et al 1999; Marty e Andersen 2000; Fried
et al. 2004).

O controle destas zoonoses é considerado dificil visto o complexo ciclo de

vida destes parasitos, passando por diversos hospedeiros, aliado a situacdes de
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pobreza, degradacdo ambiental e aspectos culturais que tornam impraticavel
uma intervengao pontual na tentativa de interrupgéo dos ciclos (MacLean et al
1999; Chai et al 2005).

A ocorréncia de metacercéarias de A. (P.) longa em tainhas é conhecida
em diversos estados do Brasil (Conceicao et al. 2000, Oliveira et al. 2007,
Simdes et al. 2010, Pérez et al. 2012, Santos et al. 2013), e sabe-se que 100%
das tainhas provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas encontram-se parasitadas
com metacercarias desta espécie (Santos et al 2013). No Brasil, casos de
heterofilase humana foram referidos em Séao Paulo, tendo como agente A. (P.)
longa. Casos positivos foram reportados em 102 pacientes que haviam ingerido
tainhas cruas em meses anteriores ao diagnéstico (Chieffi et al 1990, 1992;
Antunes e Almeida-Dias 1994).

Em alguns paises existem documentos elaborados para garantir a
qualidade do pescado e inativacdo de parasitos. O FDA (Food and Drugs
Administration) e a EFSA (European Food Safety Authority) consideram o
congelamento do pescado a -20°C por 24 horas tempo suficiente para
eliminacédo de parasitos (EFSA 2004, FDA 2010, EFSA 2011). Porém, alguns
métodos também citados nestes documentos como a defumacéo fria podem néo
ser suficientes para a inativacdo de parasitos. No Brasil ainda ndo ha legislacéo
especifica regulamentando procedimentos para inativacdo de parasitos no
pescado, apenas notas de esclarecimento quando ocorrem surtos esporadicos
de parasitos, como o registrado em 2005 pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Estudos de viabilidade de espécies de metacercarias provenientes de
paises do Norte da Europa ndo sao relatados, ja estudos de viabilidade com
metacercarias ocorrendo no Brasil ainda séo escassos (Rodrigues et al. 2015).

Buscando suprir esta lacuna realizamos incubacdes em temperaturas de
cozimento e de congelamento para testar a viabilidade de duas espécies de
heterofiideos, A. (P.) longa de tainhas do Brasil e C. lingua de bacalhau da
Dinamarca. Os testes com C. lingua foram realizados durante os quatro meses
de doutorado sanduiche na Universidade de Copenhagen e ja foram publicados

em revista indexada (anexo ).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta de peixes no Rio de Janeiro

Um total de 15 peixes Mugil liza foram adquiridos com os pescadores da
colénia Z13 na Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro — RJ, entre dezembro
de 2015 e fevereiro de 2016. Esta coleta foi aprovada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, licensa no. 15898-1).
As tainhas frescas foram trazidas em gelo ao Laboratério de Avaliacdo e
Promocdo da Saude Ambiental onde foram medidas e pesadas. Os peixes
apresentaram tamanho médio de 39,5 (+ 5,7) cm e peso médio de 561 (+ 193)
g. Inicialmente foram feitos seis filés da musculatura de trés peixes para fazer
uma estimativa das metacercarias no tecido. O bago e coracdo dos demais
peixes também foram separados para serem digeridos, tendo em vista que estes
sdo os Orgaos de maior prevaléncia de metacercarias de A. (P.) longa (Santos
et al. 2013). Com a musculatura foram feitos posteriormente pequenos filés de
aproximadamente 2,5 x 2,5 cm que foram mantidos sob refrigeragcéo para uso

nas incubacdes subsequentes.

4.2.2 Coleta de peixes em Copenhagen, Dinamarca

Um total de 25 peixes Gadus morhua foram comprados frescos nas
peixarias locais de Copenhagen e foram levados para o Laboratério de Patologia
Aquatica da Universidade de Copenhagen. Os peixes apresentaram peso médio
de 2,074 (+ 0,513) Kg e tamanho médio de 63,4 (+ 6,2) cm. Inicialmente foram
feitos filés de bacalhau e apos a pele ter sido retirada, os filés foram divididos
em musculatura interna e externa. Pele, musculatura interna e musculatura
externa foram digeridos para fazer uma estimativa da infec¢cao por metacercarias
de C. lingua em cada parte, tendo em vista que as metacercarias ocorrem com

maior frequéncia sob a pele (Lysne et al. 1994).

4.2.3 Digestao dos 6rgéaos

Tainha

16



Uma solucéo de digestado contendo 6 mL de HCI, 9 g de NaCl e 10 g de
Pepsina (Bela Vista, Brasil) diluidos em 1L de &gua fervente foi preparada. O
baco e o coracao de trés tainhas (M. liza) foram retirados em cada experimento,
pesados, cortados e colocados em 400 mL de solucéo de digestédo sob agitacao
de 300 rpm a 37° C durante pelo menos duas horas (Figura 72)

Ao término da digestao a solucéo foi coada em peneira com malha de 20
UM e metacercarias de A. (P.) longa foram lavadas em solugéo fisiologica 0,7%
(Figura 7B). As metacercarias foram identificadas através das caracteristicas
morfoldgicas descritas em Simdes et al. (2010) e armazenadas sob refrigeracédo
em geladeira até o dia seguinte para uso nas incubacdes.

Bacalhau

As amostras de pele ou musculatura de bacalhau (G. morhua) (méax. 509)
foram digeridas em 500 mL de solucdo de digestdo (a mesma do item acima,
porém com pepsina Orthana A/S, Dinamarca) a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm
por duas horas. As amostras digeridas foram coadas em peneiras com malha de
50 um e metacercarias de C. lingua foram lavadas em solucéo fisiolégica 0,9%.
As metacercérias identificadas através das caracteristicas morfologicas
descritas em Linton (1915) e Stunkard (1929, 1930) foram armazenadas sob
refrigeracdo na geladeira para uso posterior nas incubac¢fes. Algumas amostras

foram colocadas em alcool 96% para uso em biologia molecular.

4.2.4 Incubacdes

Tainha

Vinte metacercéarias foram colocadas entre cada dois pedacos de filé (25
x 25 x 2-3 mm) formando “sanduiches” de musculo de peixe que foram dispostos
em placas de Petri (Figura 7C-D) para incubag&o em diferentes temperaturas (de
-20°C a 180°C) e tempos (Tabela 1).

Para cada temperatura e tempo de incubacao foram feitas trés réplicas de
“sanduiches” de peixes com metacercarias. Nas amostras incubadas nas
temperaturas de cozimento foi adicionado 1mL de soro fisioldgico 0,7% as placas
de Petri. Ao final do tempo de incubacdo dez metacercarias foram recuperadas

de cada sanduiche e desencistadas sob a acao de tripsina (Sigma-Aldrich, EUA)
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a 0,5% por pelo menos 30 minutos. Foram consideradas vidveis as
metacercarias que desencistaram e se movimentavam ativamente. Cistos e
metacercarias desencistadas apos as incubacfes foram armazenados em AFA

para posterior uso em microscopia eletrbnica de varredura.

Bacalhau

Vinte metacercarias foram adicionadas com pipeta entre filés (24 x 24 x
2-3 mm) de musculo de peixe em placas de Petri para incubacdo em diferentes
temperaturas (de -80°C a 100°C) (Tabela 1). Para cada temperatura e tempo de
incubacao foram feitas trés réplicas de “sanduiches” de peixes com
metacercarias. Nas amostras incubadas nas temperaturas de cozimento foi
adicionado 1mL de agua deionizada as placas de Petri.

Ao final do tempo de incubacdo dez metacercarias foram recuperadas de
cada sanduiche e desencistadas sob a acao de tripsina (Sigma-Aldrich, EUA) a
0,25% por ndo mais que uma hora. Foram consideradas viaveis as
metacercarias que desencistaram e se movimentavam ativamente.

As metacercérias iméveis foram coradas com ‘Trypan Blue’ (Gibco,
Escocia) por pelo menos 3 minutos. As metacercarias desencistadas eram
consideradas mortas quando absorviam a cor azul. O mesmo critério ndo pode
ser usado para metacercarias que nao desencistaram pois o Trypan Blue corou
tanto a parede de cistos vivos como de cistos mortos e, portanto, foi necessario
utilizar outros critérios para avaliar a viabilidade de metacercarias encistadas.

Também foram feitas incubacdes com pedacos de tecido de bacalhau
(musculatura com pele medindo de 4 a 6 mm). Estas amostras foram colocadas
em placas de Petri e incubadas em temperaturas selecionadas por diferentes
periodos de tempo (Tabela 1). Todas as incubacfes foram feitas em triplicata e
1 mL de agua destilada foi adicionada as temperaturas de aquecimento como o
descrito acima. Apds o término das incubacgfes foi feita a digestdo destas
amostras como o descrito no item digestédo, subitem bacalhau. A viabilidade das
metacercarias recuperadas foi avaliada como o descrito acima. Este mesmo
processo néao foi feito com filés de tainhas contendo metacercérias de A. (P.)
longa pois os resultados obtidos neste experimento foram praticamente o0s
mesmos obtidos nos experimentos em que houve digestdo das amostras antes

das incubacoes.
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Tabela 1: Relagao de temperaturas e tempos utilizados em cada experimento, o X representa a combinagéo tempo e temperatura

Experimento

Temperatura °C

Tempos de incubagao

Minutos

Horas

Dias

1 5 10 15 20 30 1 2 3 4 6 12 24 2 3 45 6 7 8 9 10

180 X X X
100 X X X X
60 X X X X

A. (P.) longa 10 X X X X X
-20 X X X X X
-35 X X X X X
100 X X X X X
90 X X X X X X
80 X X X X X X
70 X X X X X X
60 X X X X X X X

C. lingua 50 X X X X X X X X

5 X X X X X X X X X X
-20 X X X X X X X
-40 X X X X X X
-60 X X X X X X X
-80 X X X X X X
70 X X X X X

C. lingua in situ 60 XXX oxo X XX
-20 X X X X X X
-40 X X X X X

19



Figura 7: Procedimentos para realizacdo da digestdo e preparo dos “sanduiches” de metacercarias (A)
digestdo (B) metacercérias vistas em microscépio estereoscépio apds a digestdo (C) musculo de tainha
cortado, as metacercarias ndo sdo visiveis no musculo (D) ‘pool’ de metacercarias sendo colocadas no

sanduiche.
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4.2.5 Identificacdo molecular de Cryptocotyle lingua

Metacercéarias desencistadas e armazenadas em alcool 96% foram
utilizadas para identificacdo molecular. O élcool foi retirado das amostras e os
tubos ficaram com tampa aberta para que elas secassem completamente. Em
seguida 30 pL de tampdao de lise (Tween-20 0,45%, proteinase K 60uL/mL,
10mM de Tris e 1ImM de EDTA) foram adicionados em cada amostra e elas foram
incubadas a 55 °C até a completa lise dos parasitos (verificada ao microscépio).
A desativacdo da proteinase K foi feita colocando as amostras a 95 °C por dez
minutos.

Reacdes de PCR (Polymaerase Chain Reaction) foram feitas em um
volume de 60 mL contendo 2 mL de DNA, 1 unidade BIOTAQ™DNA polymerase
(BIOLine DNA-Technology, Dinamarca), 1 mM dNTP, 1.5 mM MgCI2 e 1 mM dos
oligonucleotideos. Para amplificar a regido ITS do DNA ribosomal foram
utilizados 0S oligonucleotideos Diplost_F3 (5’-
AGGAATTCCTGGTAAGTGCAAG-3) /| Diplost R4 (5- TATGCTTAA
ATTCAGCGGGT-3) (Galazzo et al. 2002). Para amplificar a regido mtDNA-cox1
do DNA mitocondrial 0s oligonucleotideos COI2575F (5-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3) / COI302 1R (5-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3) (Bowles et al. 1993) foram utilizados. As
reacoes ocorreram em um termociclador Biometra T3 (Fisher Scientific)
utilizando os seguintes parametros: ITS - desnaturacdo a 94 °C por 5 min, 45
ciclos de 94 °C por 30 s, 57 °C por 30 s, 72 °C por 1 min e alongamento a 72 °C
por 7 min. Para mtDNA-cox1 - desnaturagéao a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94
°C por 30 s, 50,9 °C por 30 s, 72 °C por 40 s e alongamento a 72 °C por 7 min.

Os produtos foram visualizados em gel de agarose 1,5 % corado com
brometo de etidio apos eletroforese. Os produtos da PCR foram purificados
utilizando o kit illustra™GFX™PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare) e enviados através do Laboratorio de Patologia Aquética da
Universidade de Copenhagen para sequenciamento na Macrogen Inc. (Coréia

do Sul) usando os mesmos oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de PCR.
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4.2.6 Microscopia de luz

Ascocotyle (Phagicola) longa

Cinco metacerarias encistadas frescas e cinco desencistadas sob a acao
de tripsina, foram montadas em laminas com tampéao fosfato salino (PBS) e sem
laminula para que ndo houvesse deformacdo dos parasitos. As laminas foram
visualizadas em microscopio de luz (Leica DMLS2) e fotografadas utilizando a
camera acoplada Moticam 10 mp e software Motic images plus v. 2.0 (Motic
China Group Co.).

Cryptocotyle lingua

Dez cistos frescos foram montados em laminas em solucao fisiologica
(0,9%) e dez metacercarias frescas desencistadas sob a a¢éo de tripsina foram
fixadas em formalina 4% e montadas em laminas com PBS e sem laminula,
seguindo o protocolo utilizado na Dinamarca. As metacercarias desencistadas e
encistadas foram visualizados em microscopio Leica DMLB e fotografadas com

camera Leica DC300.

4.2.7 Microscopia eletrénica de varredura

Para visualizar possiveis danos estruturais causados pela incubacao de
parasitos nas diferentes temperaturas foram feitas imagens de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV).

Ascocotyle (Phagicola) longa

Os parasitos foram fixados em AFA e submetidos a trés etapas de
lavagem em tampéo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 por 5 min cada. A poés-
fixagdo foi feita em uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de
potassio 0,8% durante 40 minutos. Em seguida, o material foi novamente

submetido a trés etapas de lavagem, com duracdo de 5 minutos cada, em
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tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2. As amostras foram desidratadas em
series crescentes de etanol 30% a 90%, seguidas de 3 séries em etanol 100%,
durando 1 hora cada etapa. Apés a desidratacéo, o material foi seco pelo método
do ponto critico, utilizando CO:2 liquido, montado em suporte metalico, coberto
por uma camada de ouro e observado ao microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM 6390 da Plataforma de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo

Cruz.

Cryptocotyle lingua

Os parasitos foram fixados em glutaraldeido tamponado por PBS 2,5%.
As amostras foram lavadas em PBS trés vezes por dez minutos e em seguida
foram desidratadas em uma série crescente de etanol 30% a 100%, e duas
séries de acetona 100%. O ponto critico foi feito em um Autosamdri-815 (A)
(Tousimis, Maryland, USA) em sequéncia automatica e em seguida as amostras
foram montadas em suporte metalico cobertas por uma camada de ouro e
observadas em microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-6335-F,
FE-SEM, Tokyo, Japdo) da Universidade de Copenhagen

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Ascocotyle (Phagicola) longa

O teste feito a partir da digestdo da musculatura de trés tainhas
comprovou a presenca de 514 metacercérias de A. (P.) longa em 308 g de filé.

Metacercérias controle, ndo expostas ao congelamento nem ao
aquecimento, e submetidas a solucao de tripsina desencistaram ap0s meia hora
de exposicéo, apresentando grande motilidade e sem sinais de danos externos
(Figura 8 A-D). As analises por MEV revelaram muitos debris de cisto e algumas
metacercérias parcialmente desencistadas (Figura 9 A-D). Nos cistos controle,
com coloracgéo translucida, foi possivel observar as metacercarias vivas e com

grande motilidade (Figura 8 A, B).
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As metacercarias morreram em menos de 15 minutos quando expostas a
60 °C, 100 °C e 180 °C. Nas temperaturas de congelamento, todas as
metacercarias estavam mortas apos duas horas de incubacédo a -35°C e -20°C.
Foram necessarias 24 horas para matar metacercarias incubadas a -10°C. As
metacercarias foram consideradas ndo viaveis apos duas horas de exposicao a
todas as temperaturas (Tabela 2).

Os cistos de metacercarias consideradas mortas apds a incubacao
apresentaram coloracdo marrom e nao foi possivel distinguir as larvas dentro
deles. Estes cistos apresentaram maior resisténcia ao desencistamento em
tripsina mesmo apdés 30 minutos de exposicdo. Os parasitos expostos a -20°C e
-35°C, desencistados, apresentaram danos em seus tegumentos como a perda
de espinhos em algumas regides do corpo e fissuras (Figura 9 F, G). Cistos
expostos a estas temperaturas também apresentaram danos, orificios
apareceram na superficie do cisto e em algumas partes pode-se ver que o0 cisto
comeca a “descamar” (Figura 9 E). Metacercarias expostas as temperaturas de
aguecimento foram dificeis de recuperar, nas temperaturas de 100°C e 180°C,
nao tendo sido possivel recuperar dez metacercarias em nenhuma das réplicas.
Havia muitos ‘debris’ de peixe cozido e acreditamos que muitas das
metacercarias possam ter desencistado e ficado muito deformadas para que
pudessem ser reconhecidas. Os filés de peixe incubados a 180°C por duas horas
ficaram muito duros para serem abertos e, portanto, ndo foram utilizados no

experimento.

4.3.2 Cryptocotyle lingua

As sequéncias obtidas para as regides ITS rDNA e mtDNA cox-1 foram
depositadas no GenBank sob os seguintes nimeros de acesso KJ711861-
KJ711866 e KJ641518-KJ641524, respectivamente. Estas foram as primeiras
sequéncias de ITS de C. lingua depositadas no GenBank. As sequéncias obtidas
para a regido mtDNA cox-1 foram idénticas entre si e obtiveram 99% de
similaridade na analise BLAST feita com sequéncias de C. lingua previamente
depositadas no GenBank.

Os bacalhaus estavam infectados por uma média de 561,4 metacercarias

por grama de pele. A musculatura externa estava menos infectada em
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Figura 8: Metacercérias desencistadas e cistos vivos de Ascocotyle (Phagicola) longa. (A) cistos vivos (B)
cisto com detalhe da ventosa oral (seta preta) e vesicula excretora (seta branca) (C) Metacercaria
desencistada com ventosa ventral em destaque (seta) (D) metacercaria desencistada com espinhos da
ventosa oral em destaque (seta).
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Figura 9: Microscopia eletrénica de varredura de Ascocotyle (Phagicola) longa. (A) metacercéria
controle desencistando (B) metacercaria controle desencistada (C) detalhe da regido anterior de
uma metacercdria controle (D) detalhe do tegumento com espinhos e ventosa ventral em uma
metacercaria controle (E) cisto exposto a -35°C por 24horas, as setas indicam orificios no cisto (F)
metacercaria exposta a -20°C por 30 minutos, as setas indicam fissuras no tegumento (G)
metacercaria exposta a -20°C por 30 minutos, o circulo indica ima regido em que houve perda de
espinhos.
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Tabela 2: Porcentagem de metacercarias de A. (P.) longa mortas para cada tempo de incubacao e temperatura (resultados baseados nas médias das trés réplicas, cada uma
contendo dez metacercarias). A cor vermelha indica que todas as metacercarias foram consideradas inviaveis.

Temperatura Tempo de incubacdo
°C Minutos

Horas
15 30 24 48

180 - -
100 - -

60 - -
-10 - 33% 47%
-20 - 33% 67%
-35 - 63% 70%%

- Tempos néo testados para estas temperaturas
* O total de metacercérias recuperados na incubacéo foi menor do que dez

**ndo foi possivel utilizar as amostras pois 0 peixe estava muito cozido.
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Figura 10: Metacercarias de Cryptocotyle lingua encistadas na pele e musculo de bacalhau. (A) Pele apresentando diversos cistos (B) Misculo externo apresentando alguns
cistos (C) Musculo interno sem cistos. A escala é dada em centimetros (cm).

Figura 11: Metacercarias encistadas de Cryptocotyle lingua. (A) Metacercéaria morta (considerada néo viavel apés incubacao a -20°C por 2 h) apresentando perda de
caracteristicas morfologicas. (B) Metacercéria viva encistada apresentando ventosa oral, faringe e vesicula excretora.
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comparacao com a pele, ela apresentou uma média de 2,4 metacercérias por
grama de musculo. Nenhuma metacercéaria foi encontrada na camada interna da
musculatura (Figura 10).

Metacercarias nao expostas a temperaturas de congelamento e
aquecimento desencistaram rapidamente e permaneceram viaveis mesmo apos
uma hora de incubacdo em solucdo de tripsina. As metacercérias encistadas
foram consideradas mortas quando houve mudanca na coloracéo de translicida
para marrom opaco, com dificuldade para visualizar a metacercaria dentro do
cisto (Figura 11).

Metacercérias morreram em menos de 20 minutos quando expostas a
70°C, 80°C, 90°C e 100°C enguanto foram necessérias duas horas a 50°C para
mata-las. Nas temperaturas de congelamento, todas as metacercarias estavam
mortas apos 20 min a -80°C, porém foram necessérias duas horas para matar
metacercarias incubadas a -20°C, -40°C e -60°C. As metacercéarias foram
consideradas nao viaveis apds duas horas de exposicdo a todas as
temperaturas. Isso foi verificado em ambos o0s experimentos, tanto nas
incubacdes com metacercérias colocadas em sanduiches como nas incubagdes
de tecido de peixe naturalmente infectado. Controles mantidos a 5°C
sobreviveram por mais de nove dias (Tabela 3 a e b).

A temperatura de congelamento de -80°C ndo causou nenhum dano
visual a parede dos cistos das metacercarias mesmo ap6s 30 min de exposicao
quando todas as metacercérias estavam mortas (Figura 12 A). Os cistos de
metacercarias expostas a -20°C por 30 min apresentaram orificios, rachaduras
e comecaram a “descamar” (Figura 12 B). O mesmo tipo de dano foi observado
em cistos expostos a 70°C por cinco minutos e uma hora (Figura 12 C, D). Estes
danos podem ter sido exacerbados pela técnica de preparacdo das amostras
para a microscopia eletrbnica. Metacercarias expostas a -80°C por um minuto e
desencistadas em seguida, apresentaram tegumento sem danos (Figura 12 H)
enquanto metacercarias expostas por 30 minutos a mesma temperatura
perderam a maioria das caracteristicas morfologicas (Figura 12 E, G). O mesmo
tipo de dano no tegumento foi observado em metacercarias expostas a -20°C
por uma hora (Figura 12 F). As imagens de microscopia eletrdnica de cistos
expostos a 70°C evidenciam o tegumento danificado e perda de espinhos das

metacercarias dentro dos cistos (Figura 12 C, D)
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Tabela 3: Porcentagem de metacercarias de C. lingua mortas em diferentes tempos e temperaturas de incubacéo. A cor vermelha indica morte de todas as metacercarias. (2a)
Metacercarias foram isoladas por digestdo em pespina antes da incubacgéo. (2b) Metacercarias foram incubadas no tecido do peixe (in situ) e depois isoladas por digestdo com

tripsina.
3a
Temperatura  Tempos de incubagio
°C Minutos Horas Dias
1 5 10 15 20 30 1 2 3 4 6 12 24 2 5 6 7 8 9 10
100 0 30%
90 0 30%
80 0 0
70 - 0
60 0
50 - 0
5 - - - - - - - - 0 0 0 37% 80w 83% 90% [GONEN
0 - - - - -0 00 00 1009
-40 - - - 30% - 40%
-60 - 0 0 0 25%
-80 0 0 0 93%
3b
Temperatura  Tempo de incubacg&o
°C Minutos Horas
1 5 10 15 20 30 1 2 3 6 12 24
70 - 0 10%  90% - -
60 - 0 0 37% 3.7
20 - - - - -0 83% _ 97% - ~100%  100%  100%

- Tempos n&o testados para estas temperaturas




50 ym

10 um
—

Figura 12: Microscopia Eletrénica de Varredura de Cryptocotyle lingua exposto a temperaturas de
congelamento e aquecimento. (A) Cisto exposto a -80°C por 30 min. (B) Cisto exposto a -20°C por 30 min.
(C) Cisto exposto a 70°C por 5 min. (D) Cisto exposto a 70°C por 1 h (E) e (G) Metacercéria desencistada
exposta a -80°C por 30 min. (F) Metacercaria desencistada exposta a -20°C por 1 h. (H) Metacercaria
desencistada exposta a -80°C por 1 min.
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4.4 DISCUSSAO

Neste estudo foi testada a viabilidade de metacercarias de Ascocotyle
(Phagicola) longa e Cryptocotyle lingua expostas a temperaturas de
congelamento e aquecimento. Foi possivel comprovar que uma exposicao de
duas horas a todas as temperaturas, exceto -10°C, sdo suficientes para
inviabilizar 100% das metacercérias.

As temperaturas de congelamento foram escolhidas por sua relevancia no
caso das incubacgdes de A. (P.) longa, sendo -20°C e -35°C, temperaturas citadas
em documentos oficiais como sendo utilizadas no congelamento de pescado
(EFSA 2010). A temperatura de -10°C é a que o freezer comum de geladeiras
residenciais pode atingir. Com relacédo as temperaturas de cozimento, 180°C &
a temperatura minima atingida pelo forno comum e 100°C a temperatura de
cozimento padrao em fogdes a gas. A temperatura 60°C foi incluida por se tratar
da temperatura maxima utilizada na técnica de defumacéo a frio (EFSA 2010).

O 6rgéo americano de controle da qualidade de alimentos, FDA, destaca
diversos fatores que afetam a eficiéncia da conservacao de pescado congelado,
dentre os mais importantes estdo: espécie do parasito, quantidade de gordura e
espessura do filé de peixe (FDA 2011). Em estudos realizados com
metacercarias de Clonorchis sinensis Looss, 1907 e Heterophyes sp. foi relatado
gue estas espécies poderiam resistir de 33h a sete dias a temperatura de -20°C
(Fan, 1998; Hamed e Elias, 1970). Neste estudo, duas horas de incubacédo a
mesma temperatura foram suficientes para inviabilizar metacercarias de A. (P.)
longa e C. lingua. Segundo Moraes (2005) Metacercéarias de A. (P.) longa
estariam viaveis mesmo apo6s 24 horas de exposicdo a uma temperatura de -
16°C. Esses resultados diferem dos obtidos em nossos estudos onde 24 horas
de exposicédo a uma temperatura de -10°C foram suficientes para inativar 100%
das metacercérias de A. (P.) longa. Essas diferencas podem estar relacionadas
tanto a espessura dos filés utilizados (em nosso estudo eles foram bastante
finos, 2-3 mm) quanto a uma diferenca na tolerancia a temperaturas de
congelamento para cada espécie. Em nossos experimentos optamos por usar
files finos para melhor avaliar a tolerancia das metacercarias as temperaturas

testadas, porém estudos levando em conta diferentes espessuras de filés de
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peixe séo interessantes para avaliar a influéncia deste parametro na resisténcia
de metacercéarias ao congelamento e aquecimento.

Em estudos com metacercarias de A. (P.) longa utilizando tratamento de
filés de tainha por radiacéo ionizante, Moraes (2005) observou que 100% das
metacercarias foram inativadas ao serem expostas a doses a partir de 1KGy e
que a irradiacdo com feixes de elétrons seria mais eficiente que aquelas que
utilizam raios gama. Estes resultados representam uma alternativa de tratamento
para a industria do pescado quando seus produtos forem destinados ao consumo
cru ou mal cozido, j& que o congelamento muitas vezes pode descaracterizar a
consisténcia do filé. Porém esse método dificilmente ser& utilizado em peixes
provenientes de pesca artesanal ou vendidos em feiras livres, sendo o
congelamento o processo mais recomendado nestes casos.

As metacercéarias de A. (P.) longa parecem ser mais sensiveis a altas
temperaturas uma vez que 100% das metacercarias expostas a estas
temperaturas ficaram inviaveis em apenas 15 minutos. Rodrigues et al. (2015)
relataram que metacercarias de A. (P.) longa foram inativadas com dois a trés
minutos de cozimento a uma temperatura de 50°C a 56°C em filés de tainha, o
que condiz com os resultados encontrados em nosso estudo. Nas incubacoes
feitas com C. lingua na mesma temperatura, metacercarias comecaram a morrer
apenas apos 30 minutos de exposicdo. Em estudos feitos com Clonorchis
sinensis e Opisthorchis viverrini (Poirier, 1886), metacercéarias expostas a 80°C
foram inativadas com 5 e 12 minutos de exposi¢éo respectivamente (Cho et al.
2002, Prasongwatana et al. 2012). JA Hamed e Elias (1970) encontraram
metacercarias de Heterophyes sp. ainda ativas em peixes expostos a
temperatura de 100 °C por dez minutos.

Estas diferencas na sensibilidade de metacercarias a temperatura de
cozimento podem estar relacionadas tanto a uma tolerancia especifica quanto a
presenca ou auséncia de dgua nos experimentos. Em nossos experimentos com
A. (P.) longa e C. lingua 1 mL de agua foi adicionada as incubacdes e foi
observado que a agua parece ter agido como um condutor do calor, uma vez
gue em incubacgdes piloto (incubacdes teste feitas antes do experimento oficial)
feitas com C. lingua a 70 °C e sem a adicdo de agua, metacercarias foram
encontradas vivas mesmo ap0s uma hora de incubacgéo. No trabalho de Hamed

e Elias (1970), os peixes foram expostos diretamente ao fogo e, portanto, a
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temperatura atingida no interior do peixe pode nao ter alcancado 100 °C; a
adicdo de agua ao cozimento poderia ter ajudado para que isso acontecesse. Os
demais trabalhos ndo especificaram a maneira em que o pescado foi incubado,
por isso ndo podemos dizer se houve conducéo de calor pela dgua ou néo.

Embora existam leis que regulamentem o tratamento prévio por
congelamento de pescado cru ou mal cozido destinado ao consumo na Europa
e Estados Unidos, nao existem normas especificas de conduta no Brasil (EFSA
2004, EFSA 2010, FDA 2011). O Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA - BRASIL, 1952) considera o aspecto
repugnante e a presenca macica de parasitos na musculatura condi¢cdes que
tornam o pescado impréprio para consumo, porém cistos de trematdédeos nem
sempre sdo macroscopicos como é o caso de A. (P.) longa em que nao é
possivel ver os cistos encistados na musculatura de tainhas a olho nu. Este
mesmo documento estabelece condi¢des de acondicionamento para transporte
de pescado em ambientes refrigerados, mas ndo ha uma recomendacao de
tratamento para a inativacao de parasitos especificamente. Em 2005 a ANVISA
emitiu uma nota de esclarecimento sobre a ocorréncia de difilobotriase no estado
de S&o Paulo em que recomendava que pratos preparados ou que contivessem
peixe cru ou mal cozido deveriam ser precedidos de congelamento do pescado
em pelo menos -20°C por um periodo minimo de sete dias ou -35°C por um
periodo de no minimo 15 horas, porém nao existe uma lei que regulamente este
procedimento.

A legislacao europeia determina que o pescado e seus produtos devem
ser congelados a uma temperatura ndo maior do que -20°C, em todas as partes
do produto por pelo menos 24 horas (EFSA 2004). Este procedimento é
recomendado para alguns peixes que sejam destinados a0 consumo crus ou
quase crus, assim como para algumas espécies de peixe que passem pelo
processo de defumacao a frio, abaixo de 60 °C (Beldsoe e Oria 2001, EFSA
2004, 2010). Apesar do congelamento a -20°C por 24 horas ser suficiente para
inativar metacercarias de C. lingua, o bacalhau ndo aparece na lista de espécies
gue devem ser congelados antes de passarem pela defumacéo a frio (EFSA
2010). Baseados nos resultados obtidos em nosso estudo, é altamente
recomendavel que a industria congele o bacalhau antes de passar por processos

de defumacao a frio.
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As metacercarias de C. lingua incubadas em temperaturas de
aquecimento e expostas a tripsina apresentaram mais dificuldade para
desencistar. Este mesmo padréo foi observado nas metacercérias A. (P.) longa,
contudo, nas metacercérias de A. (P.) longa o desencistamento em tripsina
apresentou uma resisténcia maior do C. lingua, mesmo no grupo controle. Os
cistos de A. (P.) longa pareciam mais aderentes e mesmo depois de
desencistadas as metacercarias pareciam ficar grudadas em parte do cisto, o
que também foi evidenciado pela microscopia eletrénica de varredura onde é
possivel ver muitos debris de cistos. Esta maior aderéncia dos cistos de A. (P.)
longa pode ocorrer por diferencas na composi¢cao dos cistos das duas espécies.

Apesar de ndo apresentarem grandes diferencas com relacdo ao tempo
de resisténcia das metacercarias expostas as diferentes temperaturas, os danos
externos apresentados pelas metacercarias causados pelas incubacdes
parecem ter afetado mais severamente C. lingua do que A. (P.) longa. Enquanto
C. lingua apresentou uma perda extensiva de espinhos e tegumento enrugado,
as imagens de microscopia eletrénica mostraram algumas alteracdes pequenas
no tegumento de metacercarias de A. (P.) longa com uma pequena perda de
espinhos e algumas fissuras. Embora algumas destas alteragcbes possam ter
sido causadas, em parte, pelo processo de preparacdo das amostras para a
microscopia eletrénica acreditamos que se 0s cistos e metacercarias
desencistadas ja ndo estivessem enfraquecidos, estes danos nao ocorreriam.

De acordo com os resultados de nosso trabalho é altamente
recomendavel que o governo brasileiro regulamente procedimentos para a
inativacdo de parasitos presentes no pescado quando estes produtos forem
destinados ao consumo humano de peixe cru ou mal cozido. No caso de C.
lingua, a recomendacdo € que o bacalhau seja congelado antes de ser
submetido ao processo de defumacéao a frio.

Parte deste capitulo comp&e o Anexo 1. Borges JN, Skov J, Bahlool QZM,
M@ller OS, Kania PW, Santos CP, Buchmann K. Viability of Cryptocotyle lingua
metacercariae from Atlantic cod (Gadus morhua) after exposure to freezing and
heating in the temperature range from -80°C to 100°C. Food Control 2015; 50:

371-377.
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5 Capitulo 2:

Caracterizacao genética de Trematoda Heterophyidae de peixes
da Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro

5.1 INTRODUCAO

Os Digenea sao considerados o grupo de parasitos com maior diversidade
dentro do Filo Platyhelminthes (Olson e Tkach 2005). Esta diversidade inclui
diferentes fases larvais e variados ciclos de vida, que sao objeto de estudo de
parasitologistas desde o século XVIIl, gerando dificuldades nos estudos
taxondémicos das espécies (La Rue 1957, Odening 1974, O Grady 1985; Rhode
1990; Cribb et al. 2003). Neste contexto, estudos moleculares vém contribuindo
para melhor elucidar a taxonomia e sistematica de Digenea nos ultimos trinta
anos (Blair et al. 1996; Tkach et al. 2000; Olson et al. 2003; Olson e Tkach 2005).

O maior trabalho realizado para entender as relacdes dentro de Digenea
com ferramentas moleculares foi feito por Olson et al. (2003), onde 163 espécies
representando 77 familias foram estudadas utilizando-se uma analise
combinada das regifes 18S e 28S do DNA ribossomal. Contudo apesar de gerar
uma grande clareza com relacdo aos grandes taxons de Digenea, ainda ha
questdes a serem respondidas com relacdo a separacao de diversas familias
(Olson et al. 2003, Olson e Tkach 2005).

Heterophyidae, Opisthorchiidae e Cryptogonimidae séo trés familias que
compdem a superfamilia Opisthorchioidea. Estas trés familias possuem
caracteristicas morfolégicas e ciclos de vida muito parecidos em que ha a
presenca de dois hospedeiros intermediarios, sendo o segundo hospedeiro
intermediario um peixe e mamiferos e aves como hospedeiros definitivos (Cribb
et al. 2003). Dentre os estudos moleculares envolvendo as trés familias, tem sido
evidenciado que Heterophyidae e Opisthorchiidae compdem um grupo
parafilético (Olson et al. 2003; Thaenkham et al. 2011b; Thaenkham et al. 2012).

Muitos estudos tém se utilizado de marcadores genéticos classicos para
elucidar questdes taxondmicas dentro da familia Heterophyidae, porém estudos
utilizando diversos marcadores e relatando a variabilidade intraespecifica de

espécies desta familia ainda sdo escassos (Dung et al. 2013, Pornruseetairatn
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et al. 2015). Conhecer a estrutura genética de populacdes de parasitos pode
contribuir para o entendimento da dinamica evolutiva e para o controle de
parasitoses (Brusentsov et al 2013). Desta forma estudos genéticos de parasitos
Heterophyidae e Opisthorchiidae também sdo de grande importancia, uma vez
que espécies de ambas as familias apresentam potencial zoonotico
(Tarascewski 1984, Fried et al. 2004, Chai et al. 2005, Clausen et al. 2015).

Apesar dos grandes avancos proporcionados, dados moleculares
sozinhos nao fornecem resultados com alto grau de resolugcdo, o que torna
necessario o uso de caracteristicas morfolégicas, ecoldgicas e do ciclo de vida
para obter filogenias e classificagfes mais confiaveis (Cribb et al. 2003; Olson &
Tkach, 2005).

Estudos ultrastruturais dos sistemas muscular e nervoso de helmintos séo
importantes, uma vez que estes sistemas interagem de maneira altamente
coordenada para controlar movimentos associados a alimentacao, locomocéao e
fixacdo destes parasitos (Maule et al. 2005). Estudos de microscopia de
varredura a laser confocal (MVLC) usando técnicas de imunocitoquimica
também vém sendo utilizados para caracterizar o circuito neuronal e ontogenia
do sistema nervoso de organismos muito pequenos e a estrutura muscular de
trematédeos (Fairweather e Skuce 1995). Estudos envolvendo citoquimica do
sistema nervoso de trematédeos também tém sido usados para detectar
serotonina (Halton e Gustafsson 1996, Magee et al. 1989, Stewart et al. 2003),
assim como a citoquimica direta usando faloidina vém sendo utilizada para
detectar a-actina nas fibras musculares (Santos et al. 2013). Estas técnicas ja
foram utilizadas em Schistosoma mansoni (Mair et al. 2000, Day et al. 1994),
Fasciola hepatica (Stitt et al. 1992; Magee et al. 1989) e Diplostomum
pseudospathaceum (Czubaj e Niewiadomska 1997). Até o momento h& estudos
ultrastruturais da musculatura apenas uma espécie de heterofiideo, A. (P.) longa
(Santos et al. 2013).

A Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio de Janeiro, constitui um ambiente
propicio para a ocorréncia de ciclos de heterofiideos pois nela coabitam os
diferentes hospedeiros que abrigam estes parasitos. Dentre as espécies de
heterofiideos encontrados em peixes da Lagoa Rodrigo de Freitas estéo
Ascocotyle (Phagicola) longa Ransom, 1920, Ascocotyle (Phagicola)

pindoramensis (Travassos, 1928) e Pygidiopsis macrostomum Travassos, 1928.
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Embora o ciclo de vida e a caracterizacao morfolégica destas espécies ja tenham
sido elucidados, ainda néo foi feita uma caracterizacao genética das populagdes
destes parasitos (Simdes et al. 2005, 2006, 2009, 2010; Santos et al. 2013).
Neste capitulo serdo apresentadas as caracterizagfes genéticas de P.
macrostomum, A. (P.) pindoramensis e A. (P.) longa utilizando-se trés
marcadores nucleares (18S, 28S e ITS2 rDNA) e um marcador mitocondrial
(mtDNA cox-1). Uma andlise da variagdo intra e interespecifica € reportada e
discutida utilizando-se as regides génicas ITS2 rDNA e mtDNA cox-1 para as
trés espécies e uma analise filogenética incluindo membros de Heterophyidae e
Opisthorchiidae é também apresentada. Além disso um estudo da ultraestrutura

de P. macrostomum utilizando técnicas imunocitoquimicas € apresentado.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Coleta de peixes e Infeccdes experimentais

Os peixes Poecilia vivipara (barrigudinhos) e Mugil liza (tainhas) foram
coletados na Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro, Brasil (22°57°02"S,
43°11°09”W) com a colaboracédo dos pescadores da colbnia Z13, de fevereiro de
2013 a fevereiro de 2015. Esta coleta foi aprovada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, licensa no. 15898-1).
Os peixes foram trazidos ao laboratério, sendo que P. vivipara foram mantidos
vivos em aqudarios até o momento de uso. Alguns P. vivipara foram dissecados
e metacercarias de P. macrostomum foram coletadas no mesentério, isoladas
em soro fisiolégico (0,7%) e desencistadas mecanicamente para serem
estudadas por microscopia de varredura a laser confocal. No total foram
realizadas seis infecgbes experimentais utilizando hamster Mesocricetus
auratus. Estes procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Fundagéo Oswaldo Cruz (CEUA- Fiocruz no. L-020/2015) e esta de
acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). Durante as infec¢des, cada hamster foi alimentado por trés dias
consecutivos com apenas um tipo de alimento sendo: figado, baco, coracéao,
intestino ou musculo de M. lisa para obtencéo de A. (P.) longa e com mesentério
de P. vivipara para obtencao de A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum. No
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quarto dia pds-infeccdo os hamsters foram eutanasiados em cadmara de COz, 0s
intestinos foram retirados e colocados em placas de Petri com soro fisiolégico
0,7% para serem analisados a procura de parasitos com o auxilio de microscopio
estereoscopico (Leica zoom 2000, Olympus SZ61). Os parasitos coletados foram
identificados de acordo com Simdes et al. (2005, 2006) e Simdes (2005), e

fixados em alcool 90% para uso posterior.

5.2.2 Extracdo de DNA

Os parasitos foram alocados individualmente em tubos de 1,5 pL e
lavados em &gua destilada. Para extragdo do DNA genbmico foi utilizado o
protocolo descrito por Billings et al. (1998) com algumas modificacbes, como
descrito a seguir. Foram adicionados 200 yuL de tampéao de lise (NaCl 0,1M;
TRIS-HCI 0,21M pH 8,0; EDTA 0,05M e SDS 0,5%) ao tubo contendo os
parasitos e ele foi incubado por 30 minutos a 37 °C. Apos a incubacgdo foram
adicionados 20 pL de Proteinase K (Promega, EUA) as amostras e em seguida
elas foram novamente incubadas “overnight” a 55 °C. ApGs a segunda incubacéo
foram adicionados 200 pL de fenol as amostras e foi feita agitacdo por inversdo
durante cinco minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 14000
rpm por dois minutos; o sobrenadante foi retirado e colocado em novo tubo de
1,5 mL e o restante da solucado foi descartado. Foram adicionados 100 pL de
fenol e 100 uL de Cloroférmio as amostras e foi feita agitacdo por inversao
durante cinco minutos. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por dois
minutos, o sobrenadante foi retirado e colocado em novo tubo e o residuo
descartado. Uma Ultima etapa com lavagem das amostras com 200 pL de
Cloroférmio foi feita. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por dois
minutos, o sobrenadante foi transferido para novo tubo e o restante desprezado.
Foram acrescentados 400 uL de alcool 100% as amostras e em seguida elas
foram incubadas “overnight” a -20°C. Apds a precipitagdo do DNA as amostras
foram retiradas do freezer e centrifugadas a 14000 rpm por dez minutos.
Descartou-se o sobrenadante, o “pellet” foi lavado com 400 uL de alcool 70% e
foi feita homogeneizagdo por inversdo. ApOs a lavagem as amostras foram

centrifugadas novamente a 14000 rpm por dez minutos. O alcool foi descartado

39



e o “pellet” foi deixado para secar por 30 minutos. O DNA foi ressuspendido em
30 pL de &gua ultrapura.

Alternativamente foi utilizado também nas extragcdes o protocolo do
produto InstaGene Matrix (Bio-Rad, EUA) onde os parasitos foram lavados trés
vezes em agua ultrapura e em seguida individualizados em tubos de 1,5 mL. A
solugcdo do InstaGene foi homogeneizada em velocidade moderada e em
seguida 100 pL foram adicionados em cada tubo. As amostras foram entéo
incubadas a 56 °C por 30 minutos. Apés a incubacdo as amostras foram
misturadas no vortex em alta velocidade por dez segundos e novamente
incubadas a 100 °C por oito minutos. Em seguida as amostras foram misturadas
em vortex por dez segundos, centrifugadas a 12000 rpm por trés minutos e

armazenadas a -20°C até uso posterior.

5.2.3 Reacbes em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas para quatro regides
génicas: subunidade menor do ribossomo (18S rDNA), subunidade maior do
ribossomo (28S r DNA), espacgador transcrito interno 2 do DNA ribossomal (ITS2
rDNA) e Citocromo Oxidase | do DNA mitocondrial (mtDNA cox-1). Todas as
reacoes feitas tiveram volume final de 15 uL sendo 7,5 yL de GOtaqg2 Mastermix
(Promega, Madison, WII - USA), 1,5 pyL de cada oligonucleotideo (na
concentracéo final de 1 pmol), 0,5 pL de MgCl2 (ha concentracgéo final de 1,6
mM), 1,5 yL de agua ultrapura e 2,5 uL de DNA.

Na PCR para regido génica 18S rDNA foram utilizados os
oligonucleotideos Het 18S F (5'—= TCATATGCTTGTCTCAGA-3’) e Het 18S R
(5-ACGGAAACCTTGTTACGA-3’) desenhados por Dzikowski et al. (2004). As
amostras foram colocadas em termociclador (Mastercycler Personal -
Eppendorf/) e submetidas as seguintes condicbes de amplificagdo: Preé-
aquecimento 95 °C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 53 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos e um ciclo final de 72
°C por 7 minutos. Para a mesma regido génica foram também utilizados os
oligonucleotideos iniciadores Uni 18S F (GCTTGTCTCAGAGATTAAGCC) e Uni
18S R (ACGGAAACCTTGTTACGAC) desenhados por Levy et al. (2002) e as

amostras foram submetidas as seguintes condigbes no termociclador: pré-
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aguecimento a 95 °C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 50 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos e um ciclo final de 72
°C por 7 minutos. Para a regido génica 28S rDNA foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores LSU5 (TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGCA) e
1500R (GCTATCCTGAGGGAAACTTCG) desenhados por Tkach et al. (2003),
com as amostras submetidas ao seguinte ciclo: pré-aquecimento 94 °C por 3
minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 30
segundos, 72 °C por 2 minuto e um ciclo final de 72 °C por 7 minutos. Para a
regido génica ITS2 rDNA foram utilizados os oligonucleotideos OPHET F
(CTCGGCTCGTGTGTCGATGA) e OPHET R (GCATGCARTTCAGCGGGTA)
desenhados por Skov et al. (2009) sob as seguintes condi¢cdes em termociclador:
pré-aquecimento 94 °C por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e um ciclo final de 72 °C
por 5 minutos. Para a regido génica mtDNA cox-l foram utilizados os
oligonucleotideos JB3 (TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT) e JB4.5
(AATCATGATGCAAAAGGTA) desenhados por Bowles et al. (1993), com as
amostras submetidas ao seguinte ciclo: pré-aquecimento 95 °C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C

por 45 segundos e um ciclo final de 72 °C por 7 minutos.

5.2.4 Eletroforese e purificacdo dos produtos amplificados
pela PCR

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5 % corado com
SYBERGREEN 10000X (PROMEGA, EUA). Foram utilizados 5 puL de peso
molecular (PROMEGA, EUA) 9 uL de produto da PCR com 1 pL de corante em
cada poco, sendo submetidas a eletroforese em tampé&o de corrida TBE 0,5X
sob uma corrente de 90V e posteriormente visualizados no transiluminador sob
luz ultravioleta. Os resultados da PCR foram registrados fotograficamente com
camera fotogréfica (Sony Cybershot DSC-W180). Na purificacdo das amostras
adicionou-se 2 UL de EXOSAP-IT (Affymetrix, EUA) ao restante do produto da
PCR, levando as amostras ao termociclador sob as seguintes condicdes:

aquecimento de 37 °C por 25 minutos seguido de 80 °C por 15 minutos.
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5.2.5 Determinagdo das sequéncias nucleotidicas

As amostras purificadas foram encaminhadas para a reacdo de
sequénciamento nucleotidico com o conjunto de diagnéstico ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems-Perkin
Elmer, EUA) de acordo com o protocolo utilizado pela plataforma de
sequenciamento. Na reacéo de sequenciamento foram utilizados 1,5 pL de Big
Dye, 1,25 uL de tampéo, oligonucleotideos iniciadores na concentracdo de 1
pmol/uL, 2,5 uL de produto da PCR purificado e agua para completar a reacao
para o volume fina de 10 pL. A reacdo foi submetida ao mesmo ciclo de
sequenciamento e depois sequenciadas em ambas as fitas com o uso do
sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems-Perkin Elmer, Foster
City, CA, EUA) da plataforma PDTIS-Fiocruz.

5.2.6 Analise computacional das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias foram obtidas em forma de cromatogramas e analisadas
no programa MEGA versdo 5.0 (Tamura et al., 2011). Assim, durante a edicdo
das sequéncias foram verificadas possiveis ambiguidades em decorréncia de
erros de leitura do sequenciamento. As sequéncias nucleotidicas consenso
editadas foram alinhadas pelo algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994)
inserido no pacote do programa MEGA. Para a andlise de similaridade foi
utilizado o servidor BLAST 2.0 (“Basic Local Alignement Search Tool”) (Altschul
et al., 1990) do ‘National Center for Biotechnology Information’ (NCBI) da
Biblioteca Nacional de Medicina do NIH (‘National Institute of Health’), Maryland,
EUA (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias de DNA de membros da familia Heterophyidae para as
regides do 18S rDNA, 28S rDNA, ITS2 rDNA e mtDNA cox-1, previamente
depositadas no GenBank, cujos nimeros de acesso sdo apresentados no anexo
IV deste trabalho, foram alinhadas com as sequéncias obtidas neste estudo. As
distancias genéticas entre as sequéncias alinhadas foram calculadas no
software MEGA utilizando-se o parametro distancia p. O alinhamento das
sequéncias deste estudo com as sequéncias depositadas no GenBank serviu

como base para a construgdo de arvores filogenéticas, utilizando o software

42



MEGA, sendo que os modelos evolutivos utilizados em cada reconstrugao
filogenética foram escolhidos através do software jModel test (Posada 2008).
Para a regido genética 18S rDNA foi utilizado o modelo Tamura-Nei (TN93) com
distribuicdo gama, para as regides genéticas 28S e ITS rDNA o modelo escolhido
foi 0 ‘General Time Reversible’ (GTR) com distribuigdo gama e ‘sites’ invariaveis.
Para a regiao do mtDNA cox-1, o modelo evolutivo escolhido foi o Hasegawa-
Kishino-Yano com distribuicdo gama e ‘sites’ invariaveis. As arvores filogenéticas
foram construidas empregando o algoritmo de ‘Maximum Likehood’ (ML)
(Felsenstein 1981). Para cada construgao, a veracidade dos ramos foi conferida

por analise de ‘bootstrap’ (1000 repeticdes).

5.2.7 Microscopia de Varredura a Laser Confocal

Para as analises de microscopia de varredura a laser confocal (MVLC),
metacercarias e adultos foram fixados em paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7,4 por cinco horas e entdo lavados em PBS trés
vezes por dez minutos. Os parasitos foram transferidos para o Triton X-100
tamponado em PBS 0,5% e lavados trés vezes. Em seguida os parasitos foram
lavados por duas vezes em PBS, cada lavagem com duracdo de dez minutos.
Para a visualizacdo das fibras musculares os parasitos foram incubados em
faloidina conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) 1:350 ou
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) (Sigma, EUA) 1:700 em PBS
‘overnight’ a 6°C. As amostras foram lavadas em PBS trés vezes por dez
minutos, lavadas novamente em NaCl 0,85% por dez minutos e entdo montados
em laminas com 2,5% 1,4-diazabciclo-(222)-octano trietilenodiamina (DABCO) e
50% glicerol pH 7,2 (Sigma, EUA).

Para a técnica de imunofluorescéncia indireta que teve como objetivo
detectar locais com serotonina nos tecidos neuronais, as amostras foram
lavadas por 15 minutos em solugdo com anticorpos (0,1M PBS pH7,4, 0,1%
Triton X-100, 4% soro albumina bovina) e entdo incubadas por dois dias em
anticorpo primario anti-serotonina 1:100 ou 5-HT produzido em coelhos (Sgma,
EUA). Os espécimes foram entédo lavados em diluente de anticorpo e incubados
por um dia em anticorpo secundario, anticorpo de coelho anti- imunoglobulina G

(IgG) de cabra, conjugado com FITC (adaptado de Stewart et al., 2003). Os
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parasitos foram lavados novamente em diluente de anticorpo em PBS fresco e
montados em laminas com DABCO. Os controles empregados foram: (1)
omissao de faloidina; e (2) omissédo de anticorpo primario. Observacdes foram
feitas em um microscopio de varredura a laser confocal Leica (CLSM Axiovert
510, META, Zeiss, Germany).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Microscopia confocal de Pygidiopsis macrostomum

O tegumento de Pygidiopsis macrostomum adulto é coberto por pequenos
espinhos (Figura 13 A-B). A musculatura foi visualizada por marcacdo com
faloidina, evidenciando as fibras longitudinais, diagonais, circulares e radiais
(Figura 13 C). A camada mais superficial do tegumento é coberta por fibras
diagonais cruzadas que vao diminuindo a distancia entre si nas extremidades do
parasito. Fibras circulares perpendiculares ao eixo longitudinal do corpo foram
observadas na camada interna do tegumento (Figura 13 C). A ventosa oral é
muscular e sem espinhos, formada por fibras longitudinais cruzadas por fibras
circulares muito préximas entre si (Figura 13 A-C). A pré-faringe é curta e
formada por fibras longitudinais (Figura 13 D). A faringe muscular tem o arranjo
de fibras semelhante ao das ventosas (Figura 13 B, D). O eséfago é formado por
fibras longitudinais, cruzadas por fibras circulares. Fibras longitudinais foram
bem marcadas nas paredes dos cecos intestinais (Figura 13 E). Fibras radiais
foram observadas apenas ao redor da ventosa ventral. Estas fibras sdo bastante
grossas, ramificadas nas pontas e partem da ventosa ventral para a parede do
corpo (Figura 13 F).

Os dois testiculos na regido posterior do parasito tiveram apenas as
bordas irregulares bem marcadas. A vesicula seminal sigmdide, nao foi vista com
facilidade; ela apresenta uma marcagcéo do ducto masculino que passa pela
frente do ceco intestinal sinistralmente com uma regido semelhante a um
esfincter bem marcada por faloidina e o ducto ejaculador que se une a parte

terminal do Utero para formar o atrio genital; o poro genital se abre dentro do
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saco ventrogenital, o qual é anterosinistral & ventosa ventral e apresenta as
fortes paredes do gonotil com 8-9 bolsas (Figura 13 E).

O ovério anterodextral aos testiculos, apresentou paredes bem marcadas;
perto do ovario o oviduto foi fortemente marcado em uma estrutura semelhante
a um esfincter. A vesicula excretora tem forma de X, com bracos laterais
anteriores e posteriores aos testiculos (Figura 13 E).

A estrutura muscular do tegumento de metacercarias € similar a dos
adultos (Figura 14 A). Células flama em forma de taca, aos pares, foram
marcadas ao longo do corpo do parasito (Figura 14 B). O sistema reprodutor,
apesar de néo estar totalmente desenvolvido, foi fortemente marcado na
metacercéria (Figura 14 C-D). A vesicula excretora, com o seu formato de “X”
caracteristico é formada por fibras longitudinais fortemente marcadas pela
faloidina formando o poro excretor subterminal (Figura 14 E-F).

O sistema nervoso visualizado na metacercaria marcou sencilhas
imunorreativas para serotonina na parte mais externa do tegumento (Figura 15
A). Imunoreatividade positiva foi encontrada também entre a pré-faringe e a
faringe, com muitos ganglios e fibras nervosas formando uma estrutura em forma
de colar (Figura 15 A). Outros ganglios foram também visualizados ao longo do

corpo e ao nivel da ventosa ventral (Figura 15 A-B).
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Figura 13: Imagens de MVLC de Pygidiopsis macrostomum adulto. (A) Visao ventral; (B) ventosa oral e pré-
faringe; (C) visdo externa das fibras do tegumento; (D) pré-faringe e faringe; (E) sistema reprodutor e
ventosa ventral; (F) ventosa ventral com fibras radiais. Abreviagfes: (0os) ventosa oral, (If) fibras
longitudinais, (p) feringe, (e) es6fago, (ic) ceco intestinal, (vs) ventosa ventral, (s) espinhos, (cf) fibras
circulares, (df) fibras diagonais, (g) gonoatil, (0) ovario, (ev) vesicula excretora, (t) testiculos, (rf) fibras radiais.
Escala: A, F=50um, B,C,F=20um, D= 10pum.
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Figura 14: Imagens de MVLC de metacercarias de Pygidiopsis macrostomum. (A) Visdo do tegumento
externo; (B) Visao ventral com células flama; (C - D) sistema reprodutor; (E) Vesicula excretora (F)
poro excretor. Abreviacdes: (0s) ventosa oral, (If) fibras longitudinais, (p) feringe, (e) eséfago, (ic) ceco
intestinal, (vs) ventosa ventral, (s) espinhos, (cf) fibras circulares, (df) fibras diagonais, (g) gonotil, (0)
ovario, (ev) vesicula excretora, (t) testiculos (fc) células flama. Escala: A-F=50um.

47



Figura 15: Imagens de MVLC de metacercérias de Pygidiopsis macrostomum. As setas indicam
ganglios imunoreativos a serotonina na regido anterior (A) e ao redor da ventosa ventral (B).
Escala: A-B=50um

48



5.3.2 Regiao génica da subunidade menor do RNA ribossomal
(18S rDNA)

No total foram obtidas quatro sequéncias de Ascocotyle (Phagicola) longa,
duas sequéncias de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e sete sequéncias de
Pygidiopsis macrostomum para a regido 18S do rDNA. Nao houve diferenca
intraespecifica entre as sequéncias. As distancias interespecificas foram de
0,023 entre A. (P.) longa e A. (P.) pindoramensis, 0,036 entre A. (P.) longa e P.
macrostomum e de 0,053 entre A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum.

As sequéncias mais similares a sequéncia de A. (P.) pindoramensis
encontradas no GenBank foram Pygidiopsis genata Loos, 1907 (AY245710) e
Phagicolinae sp. (AY245766) com 98% e 97% de similaridade respectivamente.
Pelas andlises do BLAST as sequéncias do GenBank de Pholeter
gastrophilus (Kossack, 1910) (KM258668), Phagicolinae gen. sp. (AY245766) e
Pygidiopsis genata (AY245710) apresentaram 99% de similaridade com A. (P.)
longa. P. macrostumum apresentou 96% de similaridade com as sequéncias do
GenBank de Pholeter gastrophilus (KM258668), Metagonimus yokogawai
(HQ832630) e Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) (HQ874608) de
acordo com as andlises do BLAST.

Duas sequéncias de A. (P.) longa depositadas no GenBank, uma
proveniente da Argentina (KF697717) e outra de Israel (AY245703), juntamente
com uma sequéncia de A. (P.) nana, foram alinhadas separadamente com
nossas sequéncias de A. (P.) longa. Este alinhamento possui apenas 308 pares
de bases pois as sequéncias da Argentina e de A. (P.) nana sdo muito curtas
(Anexo Ill). A. (P.) pindoramensis ndo entrou neste alinhamento pois n&o possuli
pares de bases suficientes para alinhar com as sequéncias curtas. As distancias
filogenéticas variaram de 0,7% a 3,3% (Tabela 4).

A andlise filogenética feita entre as sequéncias obtidas nesse trabalho e
as sequéncias de espécies de Heterophyidae depositadas no GenBank (Figura
16) isolou P. macrostomum do restante dos heterofiideos com moderado suporte
de bootstrap, assim como a Unica sequéncia de A. (P.) longa (=Phagicola longa)
(AY245703) ja depositada no GenBank. A analise coloca nossos A. (P.) longa e
A. (P.) pindoramensis como grupos irmé&os dentro de um mesmo clado com alto

suporte estatistico (83%), porém dentro deste clado também se encontram
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37954741?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FU9FWWVW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32264730?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FU9FWWVW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808094600?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FU9Y1V0P014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32264730?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FU9Y1V0P014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808094600?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FU9Y1V0P014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/335060622?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FUA70BGA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/335060634?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FUA70BGA01R

Pygidiopsis genata (AY245710) e Pholeter gastrophilus (KM258668) agrupado
com A. (P.) longa com 99% de suporte. Espécies de Metagonimus agruparam
com Dexigonimus ciureanus, sindbnimo de Metagonimus ciureanus (Witengerg,
1929) com 93% de suporte. Espécies de Haplorchis e Procevorum formaram

grupos irméaos no mesmo clado com 80% de suporte de ‘bootstrap’.

5.3.3 Regiao génica da subunidade maior do RNA ribossomal
(28S rDNA)

No total foram obtidas quatro sequéncias de A. (P.) longa, duas
sequéncias de A. (P.) pindoramensis e cinco de P. macrostomum para a regiao
28S do rDNA. Néao houve variacdo intraespecifica entre as sequéncias em
nenhuma destas espécies. As distancias interespecificas foram de 0,064 entre
A. (P.) longa e A. (P.) pindoramensis, de 0,113 entre A. (P.) longa e P.
macrostomum e 0,112 entre A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum.

As sequéncias mais similares a de A. (P.) pindoramensis encontradas no
GenBank foram Pholeter gastrophilus (KM258674) e Metagonimoides
oregonensis Price, 1931 (JQ995473) com 94% e 92% de similaridade
respectivamente. Com relacdo a A. (P.) longa, as sequéncias do GenBank que
apresentaram maior similaridade foram P. gastrophilus (KM258674) e M.
oregonensis (JQ995473) com 90% e 92% de similaridade respectivamente. P.
macrostumum apresentou 90% de similaridade com as sequéncias de P.
gastrophilus (KM258674) e 88% com Clonorchis sinensis (JF823989) e
Metagonimoides oregonensis (JQ995473) de acordo com o BLAST.

Na analise filogenética da regido 28S do rDNA (Figura 17), as espécies A.
(P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum formam um clado com 82%
de suporte de ‘bootstrap’. Dentro deste clado se encontra P. gastrophilus
formando um grupo irmédo com A. (P.) pindoramensis. Cryptocotyle lingua e
Euryhelmis costaricensis Brenes-Madrigal, Arroyo-Sancho & Jimenez-Quiros,
1960 se agruparam com 97% de ‘bootstrap’. As espécies de Metagonimus
formam um grupo monofilético com 100% de suporte estatistico e espécies de
Procerovum e Haplorchis aparecem juntas no mesmo clado com 93% de

suporte.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808094625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FUE4XA3R014
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Tabela 4: Distancias p (convertidas em porcentagem) entre as Sequéncias de Ascocotyle
(Phagicola) longa obtidas neste trabalho e sequéncias de A. (P.) longa e A. (P.) nana depositadas
no GenBank para a regido 18S rDNA, baseadas em alinhamento com 308 pares de bases.

Ascocotyle (Phagicola) longa

A. (P.) nana

Amostra

E271

E387 AY245703 KF697717 KM659174

E271

0

0 3,3% 2,3% 2,9%

E387

0 3,3% 2,3% 2,9%

AY245703

0 2,9% 2,3%

KF697717

0 0,7%

g9 | HM004199 Procerovum varium

HMO004212 Procerovum cheni
HMO004213 Haplorchis taichui
HMO004 198 Haplorchis yokogawai
HMO004195 Haplorchis pumilic
HMO004202 Stellantchasmus falcatus
AY222120 Galactosomum lacteum
HQ832630 Metagonimus yokogawai
HQ832627 Metagonimus takahashii
AY245702 Dexiogonimus ciureanus
HQ832624 Metagonimus miyatai
AB521800 Euryhelmis costaricensis
AJ287492 Cryptocotyle lingua
AY245703 Phagicola longa
Ascocotyle (Phagicola) longa E271*
KM258668 Pholeter gastrophilus
A. (P.) longa E489*

99

83 AY245766 Phagicolinae sp.
AY245710 Pygidiopsis genata
— Ascocotyle (Phagicola)Pindoramensis E454*

100 | A. (P.) pindoramensis E286 *

HQB874608 Centrocestus formosanus

|Pygidiopsis macrostomum E249 *

100 | P macrostomum E421*
AY222132 Echinostoma revolutum

0.01

Figura 16: Reconstrucdo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de
sequéncias de A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*)
com sequéncias de Heterophyidae do GenBank para a regido 18S rDNA. Os valores na
frente dos ndés representam a porcentagem de ‘bootstrap’.

representa o grupo externo.
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HQ832639 Metagonimus yokogawai
HQ832636 Metagonimus takahashii
HQ832633 Metagonimus miyatai
KM061390 Metagonimus hakubaensis
KMO061393 Metagonimus katsuradai
100 L KM061396 Metagonimus otsurui
JQ995473 Metagonimoides oregonensis

AY222228 Cryptocotyle lingua
—97'|—— AB521800 Euryhelmis costaricensis
HMO004174 Stellantchasmus falcatus
AY222226 Haplorchoides sp.
HMO004173 Haplorchis pumilio
HMO004192 Haplorchis yokogawai
HMO004181 Haplorchis taichui
o || HM004182 Procerovum varium
100! HM004179 Procerovum cheni
HQ874609 Centrocestus formosanus

73

93

100 | Pygidiopsis macrostomum*

| P. macrostomum*

100 | Ascocotyle (Phagicola) longa*

o | A(P.) longa*
KM258674 Pholeter gastrophilus

A. (P.) pindoramensis*
100 ! Ascocotyle (phagicola) pindoramensis*®

AY222227 Galactosomum lacteum
KP065599 Echinostoma revolutum

Figura 17: Reconstrucao filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de A.
(P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido 28S rDNA. Os valores na frente dos nds representam a
porcentagem de ‘bootstrap’. Echinostoma revolutum representa o grupo externo.
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5.3.4 Regiao génica do Espacador Interno Transcrito 2 (ITS2
rDNA)

No total foram obtidas dez sequéncias de cada uma das trés espécies
estudadas para a regido ITS2 do rDNA. A. (P.) longa e A. (P.) pindoramensis nédo
apresentaram diferencas intraespecificas. As sequéncias de P. macrostomum
apresentaram diferencas intraespecificas, variando de 0,004 a 0,019 (Tabela 5).
As distancias interespecificas entre as espécies foram de 0,128 entre A. (P.)
longa e A. (P.) pindoramensis, de 0,225 a 0,229 entre A. (P.) longa e P.
macrostomum e de 0,213 a 0,217 entre A. (P.) pindoramensis e P.
macrostomum. As sequéncias de P. macrostomum apresentaram trés
haplétipos. Além de substituicdo de nucleotideos apresentadas nas posicoes
183, 184, 394 e 406 do alinhamento, os haplétipos um e dois apresentam
delecdo de duas bases nas posi¢cdes 192 e 193 do alinhamento e o haplotipo
trés apresentou delecdo de duas bases nas posicoes 187 e 188 do alinhamento
(Anexo lI).

As sequéncias mais similares a sequéncia de A. (P.) pindoramensis
encontradas no GenBank foram Pygidiopsis genata (AY245710) e Metagonimus
otsurui Saito & Hori, 1962 (KM061405) com 96% e 87% de similaridade
respectivamente. Pelas andlises do BLAST as sequéncias do GenBank Pholeter
gastrophilus (KT883855), Haplorchis taichui (KP165440) e Pygidiopsis genata
(AY245710) apresentaram 91%, 90% e 86% de similaridade com A. (P.) longa,
respectivamente. P. macrostumum apresentou 91% de similaridade com
Pygidiopsis genata (AY245710) e 90% com Pholeter gastrophilus (KT883855) de
acordo com as analises do BLAST.

Na analise filogenética para a regidao ITS2 do rDNA (Figura 18) As
espécies estudadas neste trabalho estdo agrupadas em um mesmo clado porém
com baixissimo suporte de ‘bootstrap’ (44%). Neste clado P. macrostomum
forma um grupo irmdo com o espécime de A. (P.) longa depositado no GenBank
enquanto A. (P.) longa deste estudo forma um grupo irm&o com A. (P.)
pindoramensis e Pygidiopsis genata que agruparam juntos com 98% de suporte
estatistico. Os géneros Haplorchis e Procerovum formam grupos irm&os com
99% de suporte de ‘bootstrap’. Espécies de Metagonimus agruparam novamente

com Dexigonimus com alto suporte estatistico (98%).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37954741?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G0BZASK201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/723006015?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G0BZASK201R
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Tabela 5: Distancia p entre as sequéncias de Pygidiopsis macrostomum obtidas neste estudo expressas
em porcentagem. As cores representam os haplétipos encontrados: Azul-hapll, laranja-hapl2, verde hapl3.

Pygidiopsis macrostomum

AMOSU “E350 E37s E275 E490 E500 E421  E374  E501  E531  E508
E250 0

E375 0 0

E275 0 0 0

E490 0,4% 0,4% 0,4% 0
E500 08% 08% 08% 04% 0
E421 0,4% 0,4% 0,4% 0 1,9% 0

E374 16% 16% 16% 16% 1,9% 0,16% 0

E501 16% 16% 16% 16% 19% 0,16% 0 0

E531 16% 16% 16% 16% 19% 0,16% 0 0 0

E508 16% 16% 16% 16% 19% 0,16% 0 0 0 0

gg | Ascocotyle Phagicola pindoramensis*
ﬂl& (P.) pindoramensis
AY245710 Pygidiopsis genata
Ascocotile (Phagicola)longa®
100 1A, (P.) longa

KT883855 Pholeter gastrophilus
AY245703 Phagicola longa

P. macrostomum hap 3*

100 L|— Pygidiopsis macrostomum hapl 1*

98 | P. macrostomum hap 2*

HM004172 Stellantchasmus falcatus
KJ641524 Cryptocotyle lingua
KM594177 Euryhelmis zelleri
KM061402 Metagonimus katsuradai
KMO061405 Metagonimus otsurui

HQ832621 Metagonimus yokogawai
AY245702 Dexiogonimus ciureanus
KM061399 Metagonimus hakubaensis
HQB832617 Metagonimus miyatai
HQ832618 Metagonimus takahashii

gg | HM004165 Procerovum cheni
HMO004169 Procerovum varium

99 EU826640 Haplorchis taichui
ﬁ[r AY245706 Haplorchis pumilio
EU883586 Haplorchis popelkae

KF447593 Acanthotrema tridactyla

KT213581 Prosorhynchus longisaccatus

—
0.05

Figura 18: Reconstrugéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de sequéncias de
A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com sequéncias de
Heterophyidae do GenBank para a regido ITS2 rDNA. Os valores na frente dos nés representam
a porcentagem de ‘bootstrap’. Prosorhynchus longisaccatus representa o grupo externo.

54



5.3.5 Regido génica codificante da Citocromo Oxidase | do DNA
mitocondrial (mtDNA cox-I)

No total foram obtidas quatro sequéncias de Ascocotyle (Phagicola) longa,
dez sequéncias de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e oito sequéncias de
Pygidiopsis macrostomum para a regido Cox | do DNA mitocondrial. Foram
encontrados trés haplotipos de A. (P.) longa, sete haplétipos de A. (P.)
pindoramensis e cinco haplétipos de P. Macrostomum. Em sua maioria 0s
haplétipos variaram apenas por uma substituicdo de nucleotideo (Anexo IllI). As
sequéncias das trés espécies apresentaram diferencas intraespecificas, A. (P.)
pindoramensis teve distancia p de 0,037, A. (P.) longa apresentou distancia p de
0,009 e P. macrostomum de 0,009 a 0,019. As sequéncias de A. (P.) longa
apresentaram substituicbes em 8 posi¢cdes do alinhamento, porém somente as
posicdes 18 e 31 resultaram em substituicdo de aminoacidos (Anexo III). A. (P.)
pindoramensis apresentou substituicbes em 16 posicdes do alinhamento, em
sua maioria foram substituicdes silenciosas exceto nas posicoes 9, 23, 174 e 285
nas quais ocorrem substituicdes de aminoacidos (Anexo Ill). As sequéncias de
P. macrostomum apresentaram substituicdes em 21 posi¢cdes do alinhamento,
destas as posicbes 31, 274 e 286 foram responsaveis por substituicdo de
aminoacidos (Anexo lll). As distancias interespecificas variaram de 0,037 a
0,046 entre A. (P.) longa e A. (P.) pindoramensis, de 0,028 a 0,046 entre A. (P.)
longa e P. macrostomum e de 0,019 a 0,028 entre A. (P.) pindoramensis e P.
macrostomum.

As sequéncias mais similares a sequéncia de A. (P.) pindoramensis
encontradas no GenBank foram Paragonimus kellicotti Ward, 1908 (JF417708)
e Plagiorchis koreanus Ogata, 1938 (KJ533417) ambos com 82% de
similaridade. Pelas andlises do BLAST as sequéncias do GenBank Cryptocotyle
lingua (EU876334) e Plagiorchis elegans (Rudolphi, 1802) (KJ533416)
apresentaram 91% e 86% de similaridade com A. (P.) longa, respectivamente.
P. macrostumum apresentou 84% de similaridade com Cryptocotyle lingua
(EU876334) e Haplorchis taichui (JX174294) de acordo com as analises do
BLAST.

Na analise filogenética para a regido mtDNA cox-1 as espécies estudadas

neste trabalho estdo agrupadas em um mesmo clado porém com baixissimo
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suporte de “bootstrap” (44%). Neste clado P. macrostomum forma um grupo
irmao com o espécime de A. (P.) longa depositado no GenBank enquanto A. (P.)
longa deste estudo forma um grupo irméo deste clado. A. (P.) pindoramensis foi
agrupado com Pygidiopsis genata com 98% de suporte estatistico. Os géneros
Haplorchis e Procerovum formam grupos irmédos com 100% de suporte de
bootstrap. Uma vez mais, espécies do género Metagonimus agruparam com

uma espécie de Dexigonimus com alto suporte estatistico (Figura 19).

5.3.6 Analises Filogenéticas de Heterophyidae e Opisthochiidae

Uma analise filogenética baseada nos alinhamentos de Heterophyidae e
Opisthorchiidae depositados no GenBank com as sequéncias deste trabalho foi
feita para as regifes genéticas ITS2 rDNA e mtDNA cox-1.

Nas andlises feitas para a regido ITS2 rDNA, as sequéncias deste estudo
agruparam em um mesmo clado com baixo suporte estatistico sendo que
Pholeter gastrophilus encontra-se neste clado que é composto somente pelos
géneros Ascocotyle e Pygidiopsis. A. (P.) pindoramensis e Pygidiopsis genata
aparecem como grupos irmaos neste clado. Os clados formados por espécies
do género Metagonimus, Haplorchis e Procerovum apresentam alto suporte
estatistico (92%, 100% e 97%, respectivamente), assim como o clado formado
por todas as espécies de Opisthorchiidae (93%). Porém, o Opisthorchiideo
Euamphimerus pancreaticus Baer, 1960 agrupou como um grupo irméo dos
clados de espécies de Haplorchis e Procerovum (Figura 20)

Nas analises filogenéticas feitas para a regido do mtDNA cox-1, a maior
parte dos Heterophyidae agruparam em um clado com quatro grupos distintos:
um com A. (P.) pindoramensis, um com P. macrostomum, um em que A. (P.)
longa forma um grupo irm&o com Cryptocotyle lingua e outro com espécies dos
géneros Acanthotrema Travassos, 1928, Stellantchasmus, Galactosomum
Looss, 1899 e Metagonimus. As espécies de Opisthorchiidae agruparam juntas
em um grande grupo com 97% de suporte estatistico, porém dentro deste grupo
encontra-se também o heterofiideo P. genata formando um grupo irmao com
Clonorchis sinensis. A Unica espécie de Opisthorchiidae fora deste grupo foi
Euamphimerus pancreaticus que agrupou em um clado formado por espécies do

género Haplorchis e Procerovum (Figura 21).
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KMO061414 Metagonimus yokogawai

AB510491 Fasciola hepatica
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Figura 19: Reconstrucéo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de
sequéncias de A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho
(*) com sequéncias de Heterophyidae do GenBank para a regido mtDNA cox-1. Os
valores na frente dos nds representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Fasciola
hepatica representa o grupo externo.
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KT213581 Prosorhynchus longisaccatus

Figura 20: Reconstrucdo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de
sequéncias de A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*) com
sequéncias de Heterophyidae e Opisthorchiidae do GenBank para a regido ITS2 rDNA. Os
valores na frente dos ndés representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Prosorhyncus

longisaccatus representa o grupo externo.
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Figura 21: Reconstrugdo filogenética utilizando ML baseada nos alinhamentos de
sequéncias de A. (P.) longa, A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum deste trabalho (*)
com sequéncias de Heterophyidae e Opisthorchiidae do GenBank para a regido ITS2
rDNA. Os valores na frente dos nds representam a porcentagem de ‘bootstrap’. Fasciola
hepatica representa o grupo externo.
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5.4 DISCUSSAO

Neste capitulo foi feita a caracterizacdo genética de Ascocotyle
(Phagicola) longa, Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis e Pygidiopsis
macrostomum, assim como um estudo ultraestrutural de P. macrostomum
baseado em imagens de microscopia de varredura a laser confocal. Estes
Heterophyidae que completam seus ciclos na Lagoa Rodrigo de Freitas e tém
diversos peixes do local como hospedeiros intermediarios representam um risco
para o aparecimento de zoonoses emergentes na zona urbana da cidade do Rio
de Janeiro (Simdes et al. 2010, Santos et al. 2013). Desta forma a caracterizacéo
morfolégica e genética aliada ao conhecimento da ecologia e ciclos de vida
destas espécies sdo de suma importancia para a diagnose e controle de
parasitoses emergentes.

As imagens de microscopia confocal revelaram que o tegumento de
metacercarias e adultos de P. macrostomum segue a estrutura caracteristica do
tegumento dos Digenea (Smyth e Halton 1983; Threadgold 1984). As fibras
musculares diagonais, circulares e longitudinais, bem marcadas nas imagens de
confocal, j4 foram vistas em outros parasitos digenéticos (Mair et al. 2000;
Sebelova et al. 2004; Santos et al. 2013; Terenina et al. 2015).

Nas nossas imagens de confocal, a ventosa oral muscular e sem espinhos
foi bem evidenciada pela técnica. Em um estudo recente com A. (P.) longa, a
ventosa oral também foi bem marcada porém diferentemente de P.
macrostomum, este érgdo apresentou lobo pré-oral e uma fileira de espinhos ao
redor da ventosa. Outras diferencas encontradas entre as duas espécies foram
o gonotil bipartido visto em A. (P.) longa enquanto em P. macrostomum ele néo
é dividido, apresentando gonotil com 8-9 bolsas e as fibras radiais ao redor da
ventosa ventral encontradas em P. macrostomum mas ausentes em A. (P.) longa
(Santos et al. 2013).

As fibras radiais presentes ao redor da ventosa ventral foram descritas
com uma organizagdo similar somente em Fasciola hepatica Linnaeus, 1758
(Mair et al. 1998). Mair et al. (2000) e Sebelova et al. (2004) encontraram fibras
radiais menores e mais finas compondo as ventosas de Schistosoma mansoni
Sambon, 1907 e Echinostoma caproni Richard, 1964, enquanto em A. (P.) longa,

uma espécie filogeneticamente mais proxima de P. macrostomum, 0 mesmo tipo
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de fibras ndo foram visualizadas por microscopia confocal (Santos et al. 2013).
Neste estudo, também foi possivel visualizar a unido do Utero com o duto
ejaculador formando o atrio genital em P. macrostomum, uma caracteristica ja
descrita em A. (P.) longa (Santos et al. 2013).

Os ganglios cefélicos encontrados ao redor da pré-faringe e faringe
podem ser considerados um “cérebro” verdadeiro, j& que este é o centro de
inibicdo e controle dos reflexos da rede de nervos periféricos (Halton &
Gustafsson 1996). Nossos resultados também estdo de acordo com aqueles
apresentados para outros trematédeos, como E. caproni, Opisthorchis viverrini e
Opisthioglyphe ranae (Frohlich, 1791) (Sebelova et al. 2004; Leksomboon et al.
2012; Terenina et al. 2015). Embora os ganglios tenham sido bem marcados, a
regido anterior de trematddeos normalmente apresenta grandes comissuras que
compdem o sistema nervoso central do parasito, porém estas comisuras foram
levemente marcadas em nossas imagens. Isto pode ter acontecido porgue
usamos metacercarias, que sdo um estadio quiescente no ciclo de vida da
maioria dos trematddeos. De maneira similar, Sebelova et al. (2004), usando 5-
HT-IR para marcar serotonina em metacercarias e rédias de E. caproni, observou
marcacao mais forte apenas em rédias.

A variabilidade genética € um dos principais fatores que proporcionam a
sobrevivéncia de espécies e possibilita a resiliéncia de ecossistemas. O
conhecimento da estrutura genética de populagdes de parasitos juntamente com
dados biogeograficos permite o entendimento de sua ecologia, ciclos de vida e
padrdes evolutivos permitindo o desenvolvimento de estratégias para o controle
de parasitoses (Brusentsov et al 2013).

Estudos genéticos de Platyhelminthes tém utilizado classicamente os
marcadores nucleares do DNA ribossomal para elucidar questdes taxonémicas
em diferentes niveis (Olson e Tkach 2005). Neste estudo obtivemos sequéncias
genéticas das trés espécies estudadas para as regides 18S, 28S e ITS2 do DNA
ribossomal.

As taxas evolutivas dos genes ribossomais variam amplamente
dependendo da regido de escolha. Sabe-se que a subunidade menor do
ribossomo apresenta extensas regides altamente conservadas fazendo com que
seja uma regiao de primeira escolha para filogenias de taxa superiores. Apesar

de mais variavel, a subunidade maior do ribossomo também apresenta alto grau
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de conservacgao entre espécies, o que pode dificultar a construcao de filogenias
robustas para espécies proximas (Hillis e Dixon 1991). Neste trabalho, obtivemos
sequéncias das duas regides do DNA ribossomal citadas para A. (P.) longa, A.
(P.) pindoramensis e P. macrostomum. Nenhuma das trés espécies apresentou
variabilidade intraespecifica nestas regides, e pouca variacéo interespecifica foi
verificada entre as trés espécies também. As analises de similaridade de
sequéncias realizadas com o auxilio do aplicativo BLAST para as regifes 18S e
28S demonstraram alta similaridade (em alguns casos acima de 95%) com
espécies de géneros diferentes, corroborando o que diz a literatura com relacéo
ao alto grau de conservagado destas duas regides. Apesar disso a topologia
obtida nas analises utilizando os dois marcadores conseguiu a separacdo de
diversos géneros de heterofiildeos com alto suporte estatistico demonstrando
que apesar de nao serem marcadores de primeira escolha para resolver
problemas taxonémicos de taxa inferiores, podem ser utilizados em anélises
concatenadas com genes que apresentem taxas de evolugdo mais elevadas,
para resultados mais robustos de analises filogenéticas.

Os espacadores transcritos estéo entre as regides mais variaveis do DNA
ribossomal fazendo com que sejam cada vez mais utilizadas para separacao de
espécies cripticas, reconhecimento de espécies e construcdo de filogenias de
espécies muito proximas (Hillis e Dixon 1991, Olson e Tkach 2005, Krélova-
Hromadova et al. 2008). Trabalhos analisando a variabilidade da regido genética
ITS em Digenea tém atestado a regido ITS1 como mais variavel do que a ITS2
em decorréncia de trechos repetitivos que podem sofrer delecdes e alterar tanto
o tamanho como a composicao nucleotidica desta regido (Van Herwerden et al.
1999, Nolan e Cribb 2005). A regido ITS2 ndo possui estes trechos repetitivos,
porém sua composi¢ao nucleotidica também pode ser altamente variavel e em
muitos casos pode representar uma boa alternativa a regiao ITS1, uma vez que
as variacoes de tamanho podem dificultar os alinhamentos (Van Herwerden et
al. 1999, Hinrich et al. 1999, Hillis e Dixon 1991). As sequéncias obtidas neste
trabalho para as espécies de Ascocotyle da regido ITS2 do rDNA se mostraram
altamente conservadas; de fato ndo houve variabilidade intraespecifica em
nenhuma das duas espécies estudadas deste género, diferentemente das
sequéncias obtidas para P. macrostumum que apresentaram trés haplotipos. As

distancias intraespecificas entre sequéncias dos haplétipos de P. macrostomum
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(1,9%) parecem ser aceitaveis para considerar o parasito uma unica espécie,
uma vez que trabalhos relatando a variabilidade da regido ITS2 em outros
Digenea encontraram distancias maiores que 5% para espécies do mesmo
género, porém estudos populacionais relatando diferencas intraespecificas para
espécies de heterofiideos ainda sdo escassos (Miller e Cribb 2007). Em
trabalhos feitos com Fasciola magna (Kralova-Hromadova et al. 2008) e
espécies do género Haplorchis (Thaenkham et al. 2010) nao houve variabilidade
intraespecifica nesta regido genética de modo que mais estudos buscando
caracterizar a populacdo de P. macrostomum com diferentes marcadores
genéticos sao necessarios.

Na filogenia construida da regido ITS2 com outros Heterophyidae as
espécies deste estudo agruparam com espécies do género Pygidiopsis e
Ascocotyle previamente depositados no GenBank, porém o suporte estatistico
para este clado foi extremamente baixo. Algo notavel foi a posicao de Pygidiopsis
genata, que em nossas analises agruparam com A. (P.) pindoramensis com alto
suporte estatistico (98%) e ndo com P. macrostomum. Este espécime de Israel
nao foi descrito morfologicamente por Dzikowski et al. (2004), porém por se tratar
de um espécime adulto h& pouco risco de erro na identificacdo. As espécies de
P. macrostomum deste estudo apresentaram uma elevada variabilidade na
regido ITS2 de modo que esta alta variabilidade possa ser uma caracteristica do
género e tenha colaborado para que as duas espécies congenéricas nao
ficassem no mesmo clado.

Com relacdo a morfologia de espécies do género Pygidiopsis, alguns
autores propuseram que as espécies deveriam ser separadas em trés grupos
morfolégicos de acordo com a presenca ou auséncia de espinhos na ventosa
oral e distribuicdo de utero e vitelinos (Dronen et al. 2004, Simdes et al. 2005,
Sohn et al 2016), segundo a proposi¢ao destes autores P. macrostomum seria
sempre um morfotipo separado de P. genata, 0 que da suporte a separacéo
encontrada nas analises genéticas. Além disso A. (P.) pindoramensis foi
originalmente descrito como Pygidiopsis pindoramensis até recentemente
quando foi redescrito por Simdes et al. (2006). Embora as caracteristicas
morfolégicas separem bem os dois géneros, analises genéticas com mais
espécies de ambos 0s géneros sao necessarias para eleger caracteristicas

morfolégicas mais relevantes na filogenia e confirmar esta separacao.
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Nas analises deste estudo para a regido mtDNA cox-1 foi encontrado
grande numero de haplétipos das trés espécies, porém em sua maioria eram
haplétipos Unicos com substituicbes pontuais. A. (P.) pindoramensis e P.
macrostomum apresentaram maior variabilidade intraespecifica do que A. (P.)
longa, isso pode ter ocorrido pelo menor nimero de sequéncias de A. (P.) longa
analisados para esta regido. Também € importante relatar que metacercarias de
A. (P.) longa da Lagoa Rodrigo de Freitas foram descritas apenas em Mugil liza
enquanto A. (P.) pindoramensis e P. macrostomum s&o descritos em diversas
espécies de barrigudinhos. Esta flexibilidade para parasitar diferentes
hospedeiros pode estar ligada a variabilidade genética encontrada em A. (P.)
pindoramensis e P. macrostomum. Estudos relatando a grande variabilidade
intraespecifica para a regido mtDNA cox-1 e a ocorréncia de diversos haplétipos
com substituicbes pontuais sdo encontrados para outros trematédeos como
Haplorchis tauchui (Dung et al. 2013), Opisthorchis felineus (Brusentsov et al.
2013) e Fasciola hepatica (Kralova-Hromadova et al. 2008). Genes mitocondriais
costumam ter taxas evolutivas mais elevadas do que genes nucleares e devido
ao grande numero de substituicbes acumuladas ndo demonstram sinal
filogenético forte para elucidar relagdes em grupos muito antigos como € o caso
dos Plathyhelminthes (Olson e Tkach 2005). Na analise filogenética baseada nos
alinhamentos com outros heterofiideos depositados no GenBank para a regiao
mtDNA cox-1, A. (P.) longa ficou em um clado separado de A. (P.)
pindoramensis, que agrupou com P. macrostomum, enquanto A. (P.) longa
agrupou com Cryptocotyle lingua. Um espécime de Pygidiopsis summa
depositado no GenBank ficou separado de todos os outros Heterophyidae néo
formando nenhum clado. De maneira geral a &rvore para esta regido apresentou
baixissimos valores de ‘bootstrap’ para ndés internos, o que pode indicar falta de
sinal filogenético para elucidar a relagéo entre os géneros de Heterophyidae.

Trabalhos recentes tém sido feitos para elucidar as relagdes filogenéticas
de Heterophyidae (Dzikowski et al. 2004, Thaenkham et al. 2010, Thaenkham et
al. 2011b, Thaenkham et al. 2012, Lee et al. 2013, Chontananarth et al. 2014,
Al-kandari et al. 2015). A familia Heterophyidae possui 37 géneros descritos
morfologicamente e centenas de espécies que tém como hospedeiros definitivos
aves e mamiferos (Yamaguti, 1971, Pearson, 2008). Destes 37 géneros, 17

estéo representados no GenBank com pelo menos uma sequéncia. Embora este
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ndmero represente quase metade dos géneros descritos ainda ha muita
disparidade na quantidade de sequéncias depositadas para representantes de
certos géneros em detrimento de outros. Em geral espécies dos géneros que
tém importancia médica ou veterinaria sdo os mais amplamente representados,
contam com diversas espécies depositadas no banco de dados e maior
quantidade de informacdes disponiveis sobre sua taxonomia, ecologia e
patologia. Os géneros Haplorchis, Procerovum e Metagonimus contam com
diversas sequéncias de diferentes espécies e diferentes regides génicas
depositadas no GenBank. Nao por acaso foram os géneros que apresentaram
grupos monofiléticos com alto suporte estatistico nas analises realizadas neste
trabalho.

Considera-se que muitas espécies de heterofiideos tém distribuicdo
cosmopolita. Um exemplo € A. (P.) longa, ja descrito em trés continentes (Scholz
1999, Simdes et al. 2010, Santos et al. 2013). Nas analises filogenéticas deste
trabalho as sequéncias de nossos espécimes nao agruparam com a sequéncia
de A. (P.) longa de Israel depositada no GenBank, sendo a distancia filogenética
entre elas para a regido ITS2 de 18,7%, uma distancia que pode ser considerada
grande para individuos da mesma espécie. Para a regido 18S do rDNA haviam
duas sequéncias parciais no GenBank, uma proveniente de Israel (AY245703) e
outra proveniente da Argentina (KF697717). As distancias genéticas de A. (P.)
longa deste estudo em relagéo a estas duas sequéncias foram de 3,3% e 2,3%,
respectivamente. Por seu alto grau de conservagao, a regido 18S ndo costuma
ter variacBes em individuos da mesma espécie. Estes resultados alertam para
a necessidade de trabalhos que envolvam taxonomia classica e genética para
avaliar a situacao de espécies com ampla distribuicdo geografica. Olson e Tkach
(2005) discutem que espécies tidas como cosmopolitas podem na verdade
representar complexos de espécies cripticas e apontam o uso de ferramentas
moleculares como um dos principais avancos capazes de elucidar estas
guestdes.

As analises filogenéticas da regido ITS rDNA de espécies de
Heterophyidae e Opisthorchiidae agruparam as espécies de Opisthorchiidae em
um clado com alto suporte de ‘bootstrap’ (90%), mas as espécies de
Heterophyidae foram agrupadas de maneira irregular em diferentes clados. O

opisthorchiideo Euamphimerus pancreaticus agrupou como um grupo irmao do
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clado com espécies de Procerovum e Haplorchis mesmo que com baixo suporte
estatistico. Thaenkham et al. (2012) encontrou uma topologia para a regido ITS2
rDNA separando completamente Opisthorchiidae e Heterophyidae, diferente dos
nossos resultados, no qual as duas familias ndo estdo completamente
separadas. Essas diferencas nos resultados podem se dar pela inclusdo em
nossas analises de espécies ndo utilizadas naquele trabalho como por exemplo,
E. costaricensis, C. lingua e E. pancreaticus. Nas analises para a regido do
MtDNA cox-1, P. summa agroupou com espécies de Opisthorchiidae num clado
com 94% de ‘bootstrap’ o que sugere que a identificagdo deste espécime seja

reavaliada.

Vanhove et al. (2013) e Besansky et al. (2003) discutiram o uso
problematico de oligonucleotideos generalistas para a regido mtDNA cox-1 em
muitas familias de Platyhelminthes, sugerindo o uso das regides 28S rDNA e ITS
rDNA como ‘barcodes’ mais confiaveis para o filo. Em nossos resultados
obtivemos alta variabilidade para esta regido o que talvez atrapalhe nas analises

para taxas mais altos do que espécie ou género.

Olson & Tkach (2005) atestaram que em niveis taxonémicos inferiores, é
problematico diferenciar espécies e géneros em muitas familias de Digenea,
portanto as proprias familias ndo apresentam uma separacao morfolégica clara.
De acordo com nossos resultados fica claro que a separacéo de Heterophyidae
e Opisthorchiidae ainda € dificil, mesmo com o uso de analises filogenéticas de
regibes variaveis como ITS rDNA e mtDNA cox-1, onde as duas familias ndo
foram totalmente separadas e o suporte estatistico foi geralmente baixo para o0s
grupos formados.

As novas técnicas de sequenciamento de genomas tém avancado
rapidamente e genomas de trematddeos ja se encontram disponiveis em bancos
de dados biolégicos de acesso publico. Estudos com genomas mitocondriais tém
evidenciado a estrutura e organizacdo dos genomas fornecendo dados para o
melhor entendimento de padrdes e origens evolucionarias dos Digenea (Webster
& Littlewood, 2012; Liu et al. 2014; Briscoe et al. 2016). Além disso estudos com

genomas se mostram promissores no sentido de encontrar novas regides
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génicas que sejam mais adequadas para a identificacdo de espécies cripticas e
separacao de taxa (Liu et al. 2014; Brabec et al. 2015; Briscoe et al. 2016).

Mesmo com tais avancos € importante lembrar que filogenias bem
resolvidas serdo geradas somente com a utilizacdo de bancos de dados robustos
e representativos das diversas espécies, sendo importantes também estudos
qgue relacionem a morfologia dos Heterophyidae e seus ciclos de vida com a
variabilidade genética do grupo.

Parte deste capitulo compde o Anexo 2. Borges JN, Costa VS, Mantovani
C, Barros E, Santos EGN, Mafra CL, Portes CP. Molecular characterization and
confocal laser scanning microscopic study of Pygidiopsis macrostomum
(Trematoda: Heterophyidae) parasites of guppies Poecilia vivipara. J F Dis In

Press.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Parasitos com potencial zoondtico provenientes do pescado como 0s
membros da familia Heterophyidae tém ocorréncia comum no leste e sudeste
asiatico causando infeccbes em humanos e problemas significativos em
sistemas de criacdo de peixes. Representantes destes trematddeos ocorrem em
diferentes regides geograficas mas sua identificagdo baseada em dados
morfologicos e moleculares, assim como dados de sua prevaléncia e intensidade
ainda séo escassos. Neste estudo foram realizados testes de viabilidade de
metacercéarias de Heterophyidae em um peixe da regido Neotropical (tainha) e
um peixe da regido Neartica (bacalhau) além da caracterizacdo genética de
quatro espécies da familia.

Estudos como este sdo importantes no intuito de gerar informacao para a
elaboracao de novos métodos e ferramentas de diagnose especificas para estes
parasitos com potencial zoondtico, especialmente para os estadios larvais.
Auxiliam também a elucidar as relagdes filogenéticas entre espécies préximas.

As relacdes filogenéticas entre heterofiideos e opistorchiideos mostram
uma grande proximidade entre as duas familias, mas até o momento nao foi
possivel separa-las filogeneticamente. O resultado observado neste trabalho
evidencia a necessidade de mais estudos com diferentes espécies das duas
familias para a construcdo de filogenias mais robustas que possam ajudar a
elucidar as relagdes evolutivas entre estes parasitos.

Neste trabalho foi possivel evidenciar que metacercarias de
Heterophyidae presentes na musculatura da tainha e do bacalhau representam
moderado risco a saude publica, sendo recomendavel sempre consumir estes
peixes cozidos ou congela-los antes do consumo cru. Como dados do ciclo de
vida de muitas espécies ainda séo escassos, € dificil dizer quantas espécies de
peixes de interesse comercial podem estar infectadas por metacercarias destes
parasitos. Isso demonstra que mais informagbes sobre ciclos de vida,
especialmente sobre peixes hospedeiros e o desenvolvimento de métodos que
identifiquem/inativem estas metacercarias presentes no pescado sdo de suma

importancia.
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7 CONCLUSOES

A viabilidade de metacercarias de Ascocotyle (Phagicola) longa de
tainhas do Brasil foi testada e indicou um alto risco de infeccdo em
humanos pelo consumo do peixe cru ou mal cozido, sendo altamente
recomendavel o congelamento dos peixes quando destinado ao consumo
humano.

A viabilidade de metacercarias de Cryptocotyle lingua de bacalhau da
Dinamarca indica um alto risco de infeccdo em humanos porém a
regulamentacdo para eliminagcdo de parasitos vigente na Unido Européia
e Estados Unidos é suficiente para inativar metacercérias desta espécie,
fazendo com que a probabilidade de contaminacéo seja baixa. Baseados
em nossos resultados recomendamos também o congelamento de
bacalhau quando submetido a procedimentos de defumacéo a frio.

O perfil genético de Ascocotyle (Phagicola) longa da Lagoa Rodrigo de
Freitas apresentou grande homogeneidade genética, tendo sido
apresentadas novas sequencias para a regido 28S do rDNA.

A comparacédo de A. (P.) longa com um espécime de Israel resultou em
grande variabilidade genética, o que sugere a existéncia de espécies
cripticas.

O perfil genético de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis da Lagoa
Rodrigo de Freitas foi avaliado com novas sequencias das regifes 18S,
28S e ITS2 do rDNA e mtDNA cox-1 e apresentou grande homogeneidade
genética.

O perfil genético de Pygidiopsis macrostomum da Lagoa Rodrigo de
Freitas foi avaliado com novas sequencias das regifes 18S, 28S e ITS2
do rDNA e mtDNA cox-1. As sequéncias da regido ITS2 rDNA
apresentaram grande variabilidade genética, sendo necessarios mais
estudos para elucidar a ocorréncia de espécies cripticas.

Este foi o primeiro estudo por microscopia de varredura a laser confocal
realizado em Pygidiopsis macrostomum.

Novos dados genéticos de Cryptocotyle lingua incluiram sequéncias da
regiao ITS2 rDNA.
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The presence of parasites in fish products is a problem that concemns consumers and authorities due to
the potential hazards it may cause. The majority of studies on the viability of parasites in marine fish
products currently focus on nematodes of the family Anisakidae whereas only few are concerned with
trematodes. In this study on the heterophyid trematode Cryptocotyle lingua (identified by morphometric
and molecular technigues) we isolated metacercariae from Atlantic cod (Gadus morhua) and incubated
the parasites in cod muscle tissue at different temperatures ranging from —80 °C to 100 “C and subse-
quently tested their viability. SEM images were made to assess the physical damage caused to parasites
exposed to different temperatures. Temperatures between 50 °C and 100 °C and between —80 °C
and —20 “C killed the metacercariae present in fish flesh in less than 2 h. Controls kept at 5 °C survived
for nine days. Extreme freezing temperatures caused minimal visual physical damage to cysts, but the
tegument of metacercariae was severely affected at all temperatures when incubated for long periods.

© 2014 Elsevier Ltd. All nghts reserved.

1. Introduction

Concerns with the quality and safety of fish products are
growing among consumers and legislators (FAO, 1998; Huss,
Ababouch, & Gram, 2003) but global changes in the way con-
sumers perceive quality have led to introduction of dishes based on
inadequately processed fish products. This, however, increases the
risk of obtaining food-borne diseases including parasitoses
(Grunert, 2005; Orlandi, Chu, Bier, & Jackson, 2002; Portes Santos,
Lopes, Costa, & Santos, 2013). Among these are infections caused by
nematodes (Audicana & Kennedy, 2008) but also fish-borne trem-
atode infections are known to affect about 40 million people
worldwide. Trematodes in fish reported as human health hazards
comprise metacercariae within the families Heterophyidae, Echi-
nostomatidae and Opisthorchiidae (Abdussalam, Kiferstein, &
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Mott, 1995; Fried, Graczyk, & Tamang, 2004; Healy, 1970). Many
of the human cases have been reported from Asia where a number
of studies have focused on the biology and control (including food
processing technology) of several of the endemic representatives
within these taxa such as species of Clonorchis and Opisthorchis. Our
knowledge on similar aspects of parasites from temperate and
Arctic regions, such as the heterophyid fluke Cryptocotyle lingua, is
on the other hand far from complete. Snails of the genus Littorina
act as first intermediate hosts (Lambert, Corliss, Sha, & Smalls,
2012; Mattheus, Montgomery, & Hanna, 1985) and a wide range
of teleost fish species act as second intermediate hosts (van den
Broek, 1979; Stunkard, 1929), Fish species reported with C. lingua
infections in Scandinavian waters include Atlantic cod (Buchmann,
1986; Hemmingsen, Lombardo, & MacKenzie, 1991; Heuch et al,,
2011; Knie, 1984; Mellegaard & Lang, 1999), dab Limanda limanda
(Keie, 1983), three-spined stickleback Gasterosteus aculeatus
(Barber, 2003), Arctic char, Salvelinus alpinus (Kristoffersen, 1988)
and herring Clupea harengus (Tolonen & Karlsbakk, 2003). The adult
form is found in the intestine of fish eating birds (Guildal, 1968) but
there are reports of adult C lingua infecting mammals such as foxes
(Saeed, Madd ox-Hyttel, Monrad, & Kapel, 2006), dogs (Christensen
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& Roth, 1949) and cats (Christensen & Roth, 1946). Human in-
fections have been reported from Greenland and Alaska (Babbott,
Frye, & Gordon, 1961; Rausch, Scott, & Rausch, 1967). Despite the
documented ability of the parasite to infect mammals and humans
no studies have been carried out on how food processing tech-
niques affect viability of these metacercariae. In order to provide
consumers with safer food products, legislators have provided
specific procedures on processing and treatment of fish products in
order to avoid parasites (EFSA, 2004, 2010; Huss et al., 2003).
However, the current legislation is based on studies on species from
other geographic regions (Egypt, China, Thailand and Russia) (Fan,
1998; Fattakhov, 1989; Hamed & Elias, 1970; Kruatrachue,
Chiramvong Upathan, Vichary, & Viyanant, 1982; Tesana,
Kaewkes, & Phinlaor, 1986). This calls for investigations into ef-
fects of heating or freezing technigues on survival of metacercariae
from North-European waters. We have therefore performed a
controlled study to describe the lethal effect of cold and heat
exposure ( temperatures ranging from —80 *C to 100 *C) on C lingua
metacercariae from Atlantic cod.

2. Material and methods
2.1. Fish

Atlantic cod {Gadus morhua) (N = 25) freshly caught in Danish
waters were obtained from a local fish monger in Copenhagen. Fish
had a mean weight (gutted) of 2.074 (SD 0.513) kg, and a mean total
length of 63.4 (SD 6.2) cm.

2.2, Site of metacercariae in cod skin and fillet layers

The cod musculature was removed from the fish skeleton and
the two fillets recovered from each fish were skinned. A longitu-
dinal sagittal section divided the fillet into the outer and inner fillet
layers, each with a thickness of approximately 1 cm. In order to
determine site and parasite density in cod skin and the underlying
outer [inner muscle layers similarly sized pieces of the skin, outer
muscle and inner muscle of seven cod were measured, weighed
and then digested as described in Section 2.4. The musculature

Table 1

used was the part between the neck and the posterior end of the
first dorsal fin, and the dorsal midline and the lateral line, which is
the most heavily infected part of the skin/musculature (Lysne,
Hemmingsen, & Skorping, 1994). The isolated metacercariae of
each sample were counted and used to make an estimation of the
number of metacercariae per gram of muscle/skin or per area of the
skin.

2.3. Artificial digestion

Cod skin or musculature samples (a maximum of 50 g) were
digested in standardized volumes (500 mL) of pepsin solution (1 L
tap water, 6 mL HCl (=>37%), 9 g NaCl, 10 g pepsin (2000 FIP u/g)) in
1 L glass beakers (@ = 95 mm) and magnetic stirring (200 rpm,
magnet L= 40 mm) at 37 °C for 2 h. Digested samples were poured
through a 50 pm sieve and isolated metacercariae were collected by
flushing with saline {0.9% MaCl) and stored in phosphate buffered
saline (PBS) (pH 6.2) until further use. In order to produce a stan-
dard population of encysted metacercariae for subsequent studies,
a pool of metacercariae (>2000 specimens) collected from 3 indi-
vidual cod was prepared in a Petri dish.

2.4. Incubation of isolated metacercariae in fillet sandwiches at
various tempenaiures

Twenty isolated metacercarial cysts were mounted in fillet
sandwiches i.e. parasites were pipetted between two fillet slices
(each measuring 24 = 24 = 2—3 mm) of parasite-free cod muscle
tissue and placed in Petri dishes (@ = 60 mm) for incubation at
different temperatures ranging from —80 °C to 100 °C (Table 1a).
Duration of incubation (i.e. sampling time points) ranged from
1 min to 10 days dependent on the temperature (see Table 1a). All
incubations were performed in triplicate. Petri dishes prepared for
low incubation temperatures (<0 “C) were incubated without lid.
Petri dishes prepared for high incubation temperatures (>0 °C)
were supplied with 500 pL of deionized water and a lid in order to
avoid desiccation. Subsequent to incubation, metacercariae were
collected and their viability assessed.

laand 1h Mean number (e meanof wiplicates of 10 metacercariae each ) of dead metacer cariae at different sampling time points and temperatures. Red coloration indicates
death of all metacerariae. | 1a) Metacercariae were isolated by pepsin digestion and mounted between cod tissue slices prior toincubation. { 1b) Me tacer car e we re ke ptin situ
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25, Incubation of non-isolated metacercariae in situ in skin and
musculature

Approx. 5 g of infected cod tissue (skin including 4—-6 mm of
underlying muscle tissue) from three different cod were placed in
Petri dishes and incubated at selected temperatures for different
time periods (Table 1b). All incubations were made in triplicate.
Deionized water and lid was applied as described above (2.5).

26. Recovery of metacercariae from incubated cod tissue

After incubation (according to 2.6), each sample (approx. 5 g)
was digested in standardized volumes (80 mL) of pepsin solution
(see 2.4) in 100 mL glass beakers (@ = 50 mm) and magnetic stir-
ring (300 rpm, magnet L = 30 mm) at 37 °C for 1 h. Digested
samples were poured through a 50 pm sieve and isolated meta-
cercariae were collected by flushing with saline (0.9% NaCl), placed
in PES (pH 6.2) and their viability tested.

2.7. Assessment of viability

Ten metacercariae recovered from each sample were transferred
to 1 mL of 0.25% pordne trypsin (13,000—20,000 BAEE units/mg)
(Sigma—Aldrich, Denmark) in PES (pH 74) at room temperature
(24 + 1 =C) for no more than 1 h. To check the viability of meta-
cercariae, the excysted parasites that were not moving were stained
in a 1:1 solution of PBS (pH 74) and 0.4% Trypan Blue (Gibco,
Scotland) for at least 3 min. Excysted metacercariae were consid-
ered dead when they stained by Trypan Blue. The same criteria
could not be applied to non-excysted specimens, since Trypan Blue
stains the cyst wall of both dead and live metacercariae. The
viability of the cysts was in this case determined by assessing the
amount of change in general morphology with brownish coloration
and fading of morphological features indicating death (Fig. 1A). In
this paper we refer to excystment as both: the active process by
which a live metacercaria emerge from its cyst at favorable con-
ditions and the release of the dead worm after a digestion of the
cyst. All metacercariae were stored in 96% ethanol. Ten untreated
metacercariae were excysted in triplicate as positive controls and
stored in 96% ethanol for further use in molecular identification.
Pilot trials showed that the viability of C. lingua metacercariae was
not compromised by any of the two digestion protocols applied (2.4
and 2.7), not even when extending time of digestion to the double
for both procedures (i.e. 4 and 2 h, respectively) (data not shown).

28. Light microscopy (LM)

Ten freshly isolated cysts were mounted on slides in saline (0.9%
NaCl) and ten excysted metacercariae were fixed in hot neutral
buffered 4% formalin and mounted on slides in PBS. The parasites
were measured and photographed in a Leica DMLB microscope
with a Leica DC300 camera (Fig. 1B). The parasites used for the
measurements were uncompressed while parasites used for the
photos were flattened under coverslip pressure in order to bring as
many morphological features into focus as possible. Measurements
are presented in micrometers {um) as the average followed by the
minimum and maximum inside brackets.

29, Scanning electron microscopy (SEM)

Ten cysts and ten excysted specimens were taken from each
sample and fixed in 2.5% PBS-buffered glutaraldehyde. The samples
were washed in PBS, brought through a graded series of alcohol and
acetone for dehydration. Critical-point drying was done using an
Autosamdri-815(A) (Tousimis, Maryland, USA) on automatic
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sequence, after which the spedmens were mounted on SEM stubs,
sputter-coated and observed in a JEOL JSM-6335-F ( FE-SEM, Tokyo,
Japan) microscope. All images were digitally processed using
standard software.

2.10. Molecular identification

Individual excysted metacercariae preserved in 96% ethanol
were air-dried and lysed at 55 °Cin 30 pL of lysis reagent [ Tween 20
(0.45%), proteinase K (60 pL{mL) 10 mMTris and 1 mM EDTA]
Complete lysis was confirmed by microscopy, whereafter the pro-
tease was inactivated at 95 °C for 10 min (Thuy, Kania, & Buchmann,
2010). PCR reactions were performed in a volume of 60 pL con-
taining 2 pL lysate as template, 1 unit of BIOTAQ™ DNA polymerase
(DNA-Technology), 1 uM dNTF, 15 pM MgClz, and 1 pM of the
primers. In order to amplify the ITS region the primers Diplost_F3
(5"~ AGGAATTCCTGGTAAGTGCAAG—3")/Diplost_R4 (5'- TATGCTTAA
ATTCAGCGGGT-3") were used (Galazzo, Dayanandan, Marcogliese,
& McLaughlin, 2002), and to amplify the mt DNA-Cox1 region the
primers COI2575F (5 -TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3")/COI302
1R (5'- TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG—3") were used (Bowles,
Blair, & McManus, 1992). PCR was carried out in a Biometra T3
thermocycler (Fisher Sdentific) using the following cycling pa-
rameters: ITS primers - pre-denaturation at 94 °C for 5 min, 45
cycles of 94 =C for 30 s, 57 °C for 30 s, 72 °C for 1 min and post-
elongation of 72 “C for 7 min. COI primers — pre-denaturation at
94 <Cfor 5 min, 35 cycles of 94 °C for 30 5, 50.9 °C for 30 5, 72 °C for
40 s and post-elongation of 72 °C for 7 min. The products were
analyzed by ethidium bromide-stained 1.5% agarose gel electro-
phoresis. PCR products were purified using the illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) and sequenced
at Macrogen Inc. (South Korea) using the PCR primers.

3. Results
3.1. Identification

The metacercariae (encysted and excysted ) were identified as C
lingua (Creplin) based on morphometric and molecular parameters.
Measurements based on ten cysts and ten metacercariae. The cysts
were 2583 (225—282.5) um long by 202.3 (190—212.5) pm wide
(Fiz. 1B). The body of excysted specimens was covered with scale-
like spines; total body length 635.5 (575—675) um and largest
width 192.5 (175—205) pm. Oral sucker subterminal, 52.5 (50—55)
um long and 58.5 (60—55) pm wide. Prepharynx short; pharynx 38
(30—40) pm long by 30 (35—25) pm wide. Ventral sucker small,
24,5 (30-20) pm long and 24.5 (30—20) um wide. The measure-
ments are in accordance with previous descriptions of C lingua
metacercariae (Linton, 1915; Stunkard, 1929, 1930). COI region se-
quences and ITS region sequences were deposited in GenBank
under the accession numbers K]711861-KJ711866 and K]641518-
KJ641524, respectively. These are the first sequences of C lingua
for the ITS region deposited in GenBank.

The sequences obtained in this study (N = 6) were identical over
387 nt compared. They showed 99% identity to the C lingua COI
sequences available in GenBank (EU876333—EU876528).

32. Density of parasites in cod tissue

The cod were infected with an average of 45.8 (SD 35.6) meta-
cercariae per am® of skin and 561.4 (SD 480.2) metacercariae per
gram of skin. The outer muscle layer was less infected compared to
the skin presenting an average of 2.4 (SD 2.5) metacercariae per
gram of muscle (Fig 2). No metacercariae were found in the inner
muscle layers.
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Fig. L. Encysted Cryptocotyle ingua metacercariae. (A) Dead encysted metacercaria (rendered non-viable by incubation at —20 “C for 2 h) showing loss of morphological features.(B)

Live encysted metacercaria presenting oral sucker, pharynx and excretory bladder.

3.3. Survival of metacercariae

Untreated metacercariae (no freezing or heating) showed 100%
excystation and viability after incubation for 1 h to the applied
trypsin solution. Metacercariae were killed in less than 20 min at
70 °C, 80 °C, 90 °C and 100 °C whereas it took 2 h at 50 °C. For
freezing temperatures at —80 °C, 20 min were necessary to kill all
the metacercariae but 2 h were needed at —20 °C to —60 °C. The
metacercariae were rendered non-viable after 2 h of exposure to all
temperatures tested. This applied both for experiments in which
isolated metacercariae were placed between fish slices as well as
experiments where metacercariae in naturally infected tissue were
incubated in situ. Controls keptat 5 °C survived for up to nine days
(Table 1a and b). There were no differences (with regard to
viability) between the experiments in situ and those with isolated
metacercariae artificially mounted between fish slices.

3.4. Damage to the cyst wall of encysted metacercariae associated
with incubation

The extreme freezing temperature —80 °C did not cause any
visual damage (evaluated by LM and SEM) to the cyst wall even
after 30 min of exposure when all metacercariae were already dead
(Fig. 3A). The cysts of the metacercariae exposed to —20 °C for
30 min presented holes, cracks and started to “peel”. The same type
of damage was observed in cysts exposed to 70 °Cfor 5minand 1 h
(Fig. 3B—D). These damages might have been exacerbated by the
SEM preparation.

3.5. Damage to excysted metacercariae associated with incubation

Metacercariae exposed to -80 °C for 1 min and excysted
afterward presented an undamaged tegument while metacercariae
exposed for 30 min to the same temperature lost most of the
morphological characters (Fig. 3E, G and H). The same damage
pattern in the tegument was observed in metacercariae exposed

to -20 °C for 1 h (Fig. 3F). The excystation of metacercariae
following exposure to heating temperatures was not as efficient as
the excystation of metacercariae exposed to freezing temperatures.
SEM micrographs of the broken cysts of metacercariae exposed to
70 °C showed cracks and loss of scales in the tegument of the
metacercariae inside (Fig. 3B and D).

4. Discussion

The present study on both in situ and isolated C lingua meta-
cercariae from Atlantic cod has demonstrated that 2 h incubation at
temperatures ranging from 50 °C to 100 °C and from -20 °C
to —80 °C is sufficient to kill these parasites.

Previous studies on the viability of metacercariae after heating
or freezing reported a higher resistance of the parasites (Fan, 1998;
Hamed & Elias, 1970). It was previously pointed out (FDA, 2001,
chap. 5) that effectiveness of frozen storage and heating depends on
several factors. These include species of parasite, fat content and
fillet thickness.

We have determined the needed incubation conditions for
C. lingua from Danish waters in a lean fish G. morhua and we
advocate performance of specific tests for various geographic iso-
lates of zoonotic metacercariae in various host types with different
fish meat quality. This will provide a more reliable recommenda-
tion and knowledge base of the local legislation for products of
different origins.

At high temperatures the presence or absence of water during
the incubations seems to be an important factor regarding deter-
mination of the incubation time required for inactivation of met-
acercariae. In pilot experiments carried out for this study the
incubation of metacercariae at 70 °C for 1 h was not sufficient to kill
C. lingua metacercariae, but when deionized water was added to
the samples before incubation, the cysts were not viable after
20 min. In a study carried out on Heterophyes sp. heating without
water present showed survival of metacercariae up to 3 h at 50 °C

Fig. 2 Cryptocotyle ingua metacercariae in cod skin and muscle. (A) Skin viewed from the inside showing numerous black spots (i.e. pigment associated with encysted meta-
cercariae). (B) Outer muscle showing few black spots. (C) Inner muscle free from black spots. Scale bar indicates centimeters (cm).
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dto f
70 *Cfor 5 min. (D) Cyst exposed to 70 °C for 1 h(E) and (G) Excysted metacercaria exposed to —80 “C for 1 min. (F) Excysted metacercaria exposed to =20 °Cfor 1 h. (H) Excysted
metacercaria exposed to —80 “C for 30 min.

Fig. 3. SEM microscopy of Cryp tyle lingua

and after 10 min at 100 °C (Hamed & Elias, 1970) suggesting that
the presence of water in our study facilitated heat conductance.
Another study from Thailand showed that no viable meta-
cercariae of Opistorchis viverrini were found in fish grilled at 80 °C
for 12 min (Prasongwatana, Laummaunwai, Boonmars, & Pinlaor,
2012). In a study from S. Korea the metacercariae of Clonorchis
sinensis were not viable after 5 min of exposure to 80 °C (Cho, Chu,
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ing and heating. (A) Cyst exposed to —80 °C for 30 min (B) Cyst exposed to =20 “C for 30 min. (C) Cyst exposed to

Rim, & Hwang, 2002). Different results are also found with regard
to the time needed to kill metacercariae of different species
exposed to freezing temperatures. Studies on C sinensis and Het-
erophyes sp. exposed to 20 °C showed that metacercariae of these
species lost viability after seven days and 33 h, respectively (Fan,
1998; Hamed & Elias, 1970). However, it is possible that the met-
acercariae of a northern species such as C. lingua is more
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susceptible to high temperatures than those of tropical and sub-
tropical trematodes. The current legislation requires freezing offish
or fish products at a temperature not higher than ~20°Cin all parts
of the product for at least 24 h (EFSA, 2004). This procedure is
recommended for some fishes when destined for raw or almost raw
consumption as well as for some species of fish going through
processing such as cold smoking below 60 °C (Beldsoe & Oria,
2001; EFSA, 2004, 2010). Although this treatment is sufficient to
inactivate C lingua metacercariae, cod is not present in the list of
fish species that should go through freezing before smoking pro-
cesses (EFSA, 2010). Based on this investigation we recommend the
industry to freeze cod before cold smoking procedures are
performed.

Heat-killed metacercariae (60—100°C) in cysts did not excyst in
rypsin even when exposed for more than 1 h. However, freeze-
killed metacercariae did excyst, albeit slower than live meta-
cercariae. It may suggest that active movements of the meta-
cercariae are involved in the excystation process. This has been
suggested before (Chung, Kong, Joo, Cho, & Kang, 1995; Erasmus &
Bennett, 1965) although McDaniel (1966) disputed this. In our
study, live metacercariae excysted faster than the dead ones, but
the dead metacercariae (killed by freezing) did excyst in less than
1 h of exposure to trypsin solution. Thus, movements of C. lingua
metacercariae seem to help in the process of excystation but are not
essential for its completion.

The role of excretory-secretory products (including proteases)
from metacercariae in the excystation process is not totally un-
derstood yet, but some studies show the active secretion of prod-
ucts during the excystation in some species of metacercariae
(Chung et al., 1995; Johnston & Halton, 1981; Li et al., 2004). We
suggest that excystment of freeze-killed but not heat-killed meta-
cercariae may be due to an importance of excretory-secretory
products, particularly proteases. These may be inactivated by
heating, but may still be active in freeze-killed metacercariae.

In this study cysts exposed to the temperature of —20 °C for
30 min showed more cyst wall damages than the ones exposed
to —80 °C for the same amount of time. Thus the duration of in-
cubation seems to be less important than the temperature in which
the cysts were incubated. Metacercariae exposed for the shorter
period of time to —20 °C (30 min) and 70 *C (5 min) presented as
much damages as the metacercariae exposed for longer periods
(1 h). This could in part be attributed to the SEM preparations.
However, the SEM methodology alone would not cause the kind of
damage observed if the cysts have not been weakened before.
Freezing can cause damage to parasites both by a desiccation
caused by the formation of ice crystals in the cysts accompanied by
an accumulation of external solutes, and through mechanical
damage caused by ice crystals forming in the parasite tissues. At
modest subzero temperatures, a lower rate of ice formation leads to
the formation of larger ice crystals. The dehydration, on the other
hand, may be more efficient at more extreme subzero temperatures
when the rate of solute accumulation grows faster (Gill, 2006). The
excysted dead parasites were clearly shrunken probably due to the
desiccation induced during the freezing process. Formation of
intracellular ice crystals may also have been responsible for me-
chanical damages especially at more extreme freezing
temperatures.

The present work should be considered a part of a new
catalog to be created on susceptibility to heating and freezing of a
range of trematode species from various geographic regions.
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ANEXO Il

Alinhamento de sequéncias de Ascocotyle (Phagicola) longa (APlon) obtidas neste trabalho, Phagicola longa (Plon) e
Ascocotyle nana (Anan) depositados no GenBank da regido 18S rDNA baseado em 308 pares de base.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T e T I I I e
APlon E271%* GCGGTTATCTTTGCCTCTCTGGGGTGATGGGCCGTTCGCCGGCGGGTGCGGTGCAGGTGTCTACTTCTTAGAGGGACAAGCGGCGTGCCAGTCGCACGAA
N = I3 TR 11 X < R
KF697717 Plon = ..... 7 C........ P
AY245703 Plon = ..... AT.......... ) 7 G
KM659174 Anan = ..... - C........ e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
D e e e e e I I I e
APlon E271%* ATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGTGCGCTACAATGACGGTTTCAACGAGTTT GGGATCCTAGCTCGAAAGAGC
N = e s T I < B T T T S S
0 2 L R = I N ST T PP, C...... G..
AY245703 PlON ittt e e ettt et et et ettt e O C...... G.T
KM659174 ANAN it ittt ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e T e e e e e C...... G.T
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
D e e e e e I I I e
APlon E271%* TGGGTAAACTGAACCATGACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAACGAGGAATTCCTGGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGC
N = I s T I < B Pt
KF697717 Plon = . ... . .iiiueenenenn B e e e e e et ettt et e ettt e e e e e e e et e e
AY245703 PlON .t e e et e e e e e e e S
KM659174 Anan  ........iieiiae.n N N
APlon E271%* GATTACGT
APlon E387* . .......
KF697717 Plon = ........
AY245703 Plon = ........
KM659174 Anan @ ........
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Alinhamento de sequéncias de Pygidiopsis macrostomum (Pygmac), Ascocotyle (Phagicola) longa (APlon) e Ascocotyle
(Phagicola) pindoramensis (APpin) da regido ITS2 rDNA baseado em 283 pares de base (hp = haplotipo).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T e T T T T B e O T e I T I
Pygmac E250 hpl CAAAATGTCGCGGTTTGGGTCTTGCCAGCTGGTATGATTACCCGAAACATTA - GTTTTGGGTTCCAGATCTGTGGCTTTTCCCTAAAGTGCCGGACGCA
Pygmac E375 Pl e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e e e e e e e e e e et
Pygmac E275 NPl e e e e e e e e T e e e e e e e e e e
Pygmac E490 hp2 ... ... e e e T T S
Pygmac E500 hp2 .. ... e e T
Pygmac E421 hp2 @ . ... e e e T T T S
Pygmac E374 hp3 ... e e L
Pygmac E501 hp3 .. ... e e e B
Pygmac E531 hp3 ... e e e B
Pygmac E508 hp3 ... .. e e e B
APlon E496 o JTALL LT Gl CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A... .. i, G...........
APlon E487 oo TALL LT .Cl e CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A, G..... ... ...
APlon E488 o JTALL LT Gl CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A... .. i, G...........
APlon E271 oo TALL LT .Cl e CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A, G..... ... ...
APlon E489 o JTALL LT Gl CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A... .. e, G...... ..
APlon E495 oo TALL LT .Cl e CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A, G..... ... ...
APlon E509 o JTALL LT Gl CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A... .. i, G...........
APlon E527 oo TALL LT Cl e CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A, G..... ... ...,
APlon E528 o JTALL LT Gl CG......... TGT..... T -..G.G....G........ A... ..., G....... ...
APlon E498 o TAL LT G CG......... TGT..... T-..G.G....G........ Al G............
APpin E283 = ..... A ... T e CG......... TGTG.T..T ~..G.G....G........ - G... i
APpin E510 = ..... A....T... . i i CG......... TGTG.T..T--..G.G....G........ Al G............
APpin E454 = ... .. A ... T e CG......... TGTG.T..T ~..G.G....G........ - G... i
APpin E273 = ..... A....T... . i i CG......... TGTG.T..T--..G.G....G........ Al G............
APpin E274 = ..... A ... T e CG......... TGTG.T..T ~..G.G....G........ - G... i
APpin E511 ..... A....T... . i i CG......... TGTG.T..T--..G.G....G........ Al G............
APpin E516 = ..... A ... T e CG......... TGTG.T..T ~..G.G....G........ - G...iiii i
APpin E529  ..... A....T... . i i CG......... TGTG.T..T--..G.G....G........ Al G............
APpin E251 = ..... A....T... . i i CG......... TGTG.T..T--..G.G....G........ Al G............
APpin E530 = ..... O CG......... TGTG.T..T .G.G....G........ - G... i
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Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac
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APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APlon
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
APpin

Pygmac
Pygmac
Pygmac
Pygmac

E250
E375
E275
E490
E500
E421
E374
E501
E531
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E496
E487
E488
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E489
E495
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E528
E498
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E274
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E516
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E251
E530

E250
E375
E275
E490

hpl
hpl
hpl
hp2
hp2
hp2
hp3
hp3
hp3
hp3

hpl
hpl
hpl
hp2

110

1

B T I
ACCATGTCTAGGCTGATGGCCTGGATGAGGGAGT - - CGGCGGAGTCGTGGCTCAGT

20

1

30

T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
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T..... A....... AGA
T..... A....... AGA
T........ G
T........ G
T........ G
T........ G
T........ G
T........ G
T........ G
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T........ G
T........ G

210

B T T
GCTACGGTCCTTGACT

2

TG

20
l.
GC.

ACT

.
GC

2

ATC

140 150

160

1

[
AATATTA TGCACGCTTCGTCGATTGTTCTTCATC - TA

TT. . GA. ... ittt G.
TT..GA. ... ittt G.
TT. . GA. ... ... ittt G.
TT..GA. ... ittt G.
TT. . GA. ...ttt it G.
TT..GA. ... ittt G.
TT. . GA. ...ttt it G.
TT..GA. ... it G.
TT. . GA. ...ttt it G.
TT..GA. ... ittt G.
AG..GG....... o i TGATTG
AG..GG.........ciiii. TGATTG
AG..GG....... . i TGATTG
AG..GG......... i TGATTG
AG..GG....... . TGATTG
AG..GG........ . i TGATTG.
AG..GG.......... .. TGATTG.
AG..GG........ . i TGATTG.
AG..GG....... ..., TGATTG.
AG..GG.......... .. TGATTG.
30 240 250 260
O S T I
CTTTACAA GAGACGCATTTCAGG GTCT
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prppprbbbro00E000000

l.
CA

70 180 190

200
|

...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
...... C...G.TC.A.A...TG..TGCG
I C...G.TC.A.A...TG..TGCG
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG..AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
..A...G....C...T.TC.AA..C.TG. .AT.G
270 280

TAACTGACCTCGGTT



Pygmac E500 P2 ... e T T e e e e e T T e e e e e e

Pygmac E421 NP2 . e e e e e e e e e e e e e e T T e e e e e e e e e T T e e e e e e e e
Pygmac E374 hp3 ... e e T T i e A..-———...... Coi
Pygmac ES501 hp3 L. e e e e T e e e A..———...... C e
Pygmac E531 hp3 ... e e e T T e A..-———...... Coi
Pygmac E508 hp3 .. e e e T e e e A..———...... C e
APlon E496 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon EA487 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E488 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E271 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E489 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E495 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E509 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon Eb527 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon E528 .A.CT..CT GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APlon EA498 .A.CT..CT .GTCG G........ GA.G...CTTT.T.T....CG.TTC..TGC...CA...C.......... A...
APpin E283 . T..AA.CTT.G..T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E510 .T..AA.CTT.G. .T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin EA454 . T..AA.CTT.G..T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E273 .T..AA.CTT.G. .T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E274 . T..AA.CTT.G..T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E511 .T..AA.CTT.G. .T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E516 . T..AA.CTT.G..T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E529 .T..AA.CTT.G. .T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin E251 . T..AA.CTT.G..T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
APpin ES530 .T..AA.CTT.G. .T.A............. GA.G....TTC.T.T....CCAAT... GT...CAT.TC.......... A...
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Alinhamento de sequéncias de Pygidiopsis macrostomum (Pygmac), Ascocotyle (Phagicola) longa (APlon) e Ascocotyle
(Phagicola) pindoramensis (APpin) da regido mtDNA cox-1 baseado em 322 pares de base (hp = haplétipo).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
N O O T e e I I I

APlon E266 hapl GTTCTAGCTATGTTTGCTATTGTTTGTTTAGGGAGTGTAGTTTGAGCTCATCATATGTTTATGGTTGGTTTGGATTTAAAGACTGCTGTATTTTTTAGGT
APlon E271 hap2 e e e e B e e e e e e e e e et e e
APlon E489 hap3 @ ... ... e e B e e e e e e e e e e e e e e
APpin E454 hapl B B < S G..... G.ovvvn.. T........ A..... (o G..... B T.
APpin E112 hap2 = ..... G it G..... Gt e e e G..... e T.
APpin E267 hap3 A..G..G...viea G..... G.ovvvn.. T........ Ao G..... B T
APpin E97 hap4 N c G..... G.v'vevnn. R Ao G..... B T
APpin E142 hap5 T € G..... G........ T, Al i G..... A e e T
APpin E283 hap6 AL G G..... G.v'vevnn. R Ao G..... B T.
APpin E158 hap7 ALLGL e G..... G........ T, Al i G..... A e e T.
Pygmac E490 hap4 AT............. A..... G..... G..C..G..T. .. ittt A..C........ G........... G........ A
Pygmac E500 hap3 N A..... G..... G..C..G..T. . ittt ii e A..C........ G..oiiiinn.. G........ A
Pygmac E249 hap5 AT........oon A..... G..... G..C..G..T. .. ittt A..C........ G........... G........ A
Pygmac E508 hap2 AT L A..... G..... G..T..G..C..ii ittt i Ao G..oiiiinn.. G..........
Pygmac E374 hapl AT e A..... G..... G..T..G..C.. ittt it ii i A..... A..... G........... G..........

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

e e e

APlon E266 hapl CCGTAACTATGATTATTGGTGTTCCAACGGGTATTAAGGTTTTTTCTTGGTTATATATGCTTGCCGGTAGGCGAGGCCGGTTTTGAGATCCTATAATGTG
N = e+ T D R o - =
APlon E489 hap3 .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
APpin E454 hapl T..G.ovveeen.. A..G........ oS T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
APpin E112 hap2 T..G.............. G........ G e T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
APpin E267 hap3 T..G........... A..G........ ot e e T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
APpin E97 hap4 T..G..C........ A..G........ ot e e T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
APpin E142 hap5 T..G........... A..G........ G e T.G..T..G..T..... A..... C..G..C..... T.....
APpin E283 hap6 T..G........... A..G........ ot e e T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
APpin E158 hap7 T..G........... A..G........ G e T.G..T..G..T..... A..... C..G........ T.....
Pygmac E490 hap4 T..T... . i G........ A..... A ... .. A......... T.G..A..... T..... A..T..... G..C..A........
Pygmac E500 hap3 R e Ao ) T.G..A..... T..... A..T..... G..C..A........
Pygmac E249 hap5 T..T... . i G........ A..... A ... .. A......... T.G..A..... T..... A..T..... G..C..A........
Pygmac E508 hap2 R T..... Ao, C..A......... T.G..G..... T..... T..T..... G..C..G........
Pygmac E374 hapl T..C. e C..... A....... ..., C..A......... T.G..G..... T..... T..T..... G..C..G........
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APpin
APpin
APpin
APpin
APpin
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210 220
[ I I
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[ oo,

270 280
[P O

290 300
[ O I
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......... T..T........AC.T
......... T...........AC.T
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......... T..T........AC.T
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......... T..T........TC.T........T.
......... T..T........TC.T........T.
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Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de Pygidiopsis macrostomum (Pygmac), Ascocotyle (Phagicola) longa (APlon) e
Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (APpin) predita com base nas sequ”ncias da regido mtDNA cox-1 com 322 pares de base (hp
= haplotipo).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
D S T L T I L O O T S E T e O H L e I N I
APlon E266 hapl VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGIKVEFSWLYMLAGSRGREFWDPMMWWIVGFIVLFTMGGVTGIILSASMMDTLLHDTWE
APlon E271 hap2 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGIKVFSWLYMLAGSRGRFWDPMMWWIVGFIVLFTMGGVTGIILSASMMDTLLHDTWE
APlon E489 hap3 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGIKVFSWLYMLAGSRGREFWDPMMWWIVGFIVLFTMGGVTGIILSASMMDTLLHDTWE
APpin E454 hapl VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIMGVPTGIKVFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E112 hap2 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGIKVFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E267 hap3 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIMGVPTGIKVFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E97 hap4 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIMGVPTGIKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFMVLETMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E142 hap5 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVEFESSVTMIMGVPTGIKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E283 hap6 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIMGVPTGIKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLEFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
APpin E158 hap7 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVEFESSVTMIMGVPTGIKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPIMWWIVGFIVLFTMGGVTGITLSASIMDTLLHDTWE
Pygmac E490 hap4 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGMKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPMMWWIVGFIILFTIGGVTGMILSASIMDTLLHDTWE
Pygmac E500 hap3 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVEFESSVTMIIGVPTGMKVESWLYMLAGSRGREWDPMMWWIIGFIVLFTIGGVTGMILSASIMDTLLHDTWE
Pygmac E249 hap5 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGMKVEFSWLYMLAGSRGRFWDPMMWWIIGFIVLFTIGGVTGMILSASIMDTLLHDTWE
Pygmac E508 hap2 VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVEFESSVTMIIGVPTGMKVESWLYMLAGSRGREWDPMMWWIVGFIVLFTIGGVTGMILSASIMDTLLHDTWE
Pygmac E374 hapl VLAMFAIVCLGSVVWAHHMFMVGLDLKTAVFESSVTMIIGVPTGMKVESWLYMLAGSRGRFWDPMMWWIVGFIVLFTIGGVTGMILSASIMDTLLHDTWE
R I
APlon E266 hapl VIAHFH
APlon E271 hap2 VIAHFHY
APlon E489 hap3 VIAHFHY
APpin E454 hapl VIAHFHY
APpin E112 hap2 VIAHFHY
APpin E267 hap3 VIAHFHY
APpin E97 hap4 VIAHFHY
APpin E142 hap5 VIAHFHY
APpin E283 hap6 VIAHFHY
APpin E158 hap7 VIAHFHY
Pygmac E490 hap4 VMAHFHY
Pygmac E500 hap3 VMAHFHY
Pygmac E249 hap5 VMAHFHY
Pygmac E508 hap2 VMAHFHY
Pygmac E374 hapl VMAHFHY
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ANEXO IV

Tabela de sequéncias das espécies do GenBank utilizadas
alinhamentos e analises filogenéticas.

nos

Espécie N° de acesso Hospedeiro Local

18S rDNA
Pholeter gastrophilus KM258668  Tursiops truncatus Espanha
Metagonimus yokogawai HQ832630 Mesocricetus auratus Japéo
Centrocestus formosanus HQ832630 Mesocricetus auratus Tailandia
Metagonimus takahashii HQ832627 Mesocricetus auratus Tailandia
Dexiogonimus ciureanus AY?245702 Phalacrocorax carbo Israel
Metagonimus miyatai HQ832624 Plecoglossus altivelis Japéo
Euryhelmis costaricensis AB521800 Hynobius lichenatus Japéo
Phagicola longa AY 245703 Phalacrocorax carbo Israel
Cryptocotyle lingua AJ287492 Littorina littorea Alemanha
Haplorchis taichui HMO004213 Mesocricetus auratus Tailandia
Phagicolinae sp. AY 245766 - Israel
Haplorchis yokogawai HM004198 Mesocricetus auratus Tailandia
Procerovum varium HMO004199  Mesocricetus auratus Tailandia
Pygidiopsis genata AY?245710 Phalacrocorax carbo Israel
Stellantchasmus falcatus HMO004202  Humano Vietn
Galactosomum lacteum AY222120 Phalacrocorax carbo Ulcrénia
Haplorchis pumilio HMO004195  Mesocricetus auratus Tailandia
Procerovum cheni HMO004212  Mesocricetus auratus Tailandia
Echinostoma revolutum AY222132 Mesocricetus auratus Reino Unido
Phagicola longa KF697717 Mugil lisa Argentina
Ascocotyle nana KM659174  Micropterus salmoides EUA

28S rDNA
Pholeter gastrophilus KM258674  Tursiops truncatus Espanha
Cryptocotyle lingua AY 222228 Littorina littorea Alemanha
Metagonimoides JQ995473 Pleurocera proxima EUA
oregonensis
Metagonimus yokogawai HQ832639 Mesocricetus auratus Japdo
Metagonimus takahashii HQ832636 Mesocricetus auratus Japdo
Metagonimus katsuradai KMO061393 Mesocricetus auratus Japdo
Metagonimus miyatai HQ832633 Mesocricetus auratus Japdo
Metagonimus otsurui KMO061396 Mesocricetus auratus Japdo
Metagonimus hakubaensis ~ KM061390 Mesocricetus auratus Japdo
Centrocestus formosanus HQ874609 Mesocricetus auratus Tailandia
Euryhelmis costaricensis AB521800 Martes melampus Japdo
Procerovum varium HM004182 Mesocricetus auratus Tailandia
Procerovum cheni HMO004179 Mesocricetus auratus Tailandia
Haplorchis pumilio HMO004173 Mesocricetus auratus Tailandia
Haplorchis yokogawai HM004192 Mesocricetus auratus Tailandia
Haplorchis taichui HM004181 Mesocricetus auratus Tailandia
Galactosomum lacteum AY 222227 Phalacrocorax carbo Ulcrénia
Stellantchasmus falcatus HMO004174 Humano Vietnd
Haplorchoides sp. AY 222226 Arius graeffei Austrélia
Echinostoma revolutum KP065599 Stagnicola palustris Rep. Checa

ITS2 rDNA
Pygidiopsis genata AY?245710 Phalacrocorax carbo Israel
Pholeter gastrophilus KT883855 Tursiops truncatus Espanha
Cryptocotyle lingua KJ641524 Gadus morhua Dinamarca
Phagicola longa AY?245703 Phalacrocorax carbo Israel
Dexiogonimus ciureanus AY 245702 Phalacrocorax carbo Israel
Euryhelmis zelleri KM594177 Bythinella austriaca Eslovaquia
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Acanthotrema tridactyla KF447593 Cerithidea cingulata Kwait
Pseudamphistomum JF710315 Lutra lutra Inglaterra
truncatum
Metagonimus katsuradai KM061402 Mesocricetus auratus Japéo
Haplorchis taichui EU826640 Labeo rohita Vietna
Haplorchis pumilio AY 245706 - Israel
Metagonimus miyatai HQ832617 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus otsurui KM061405 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus hakubaensis ~ KM061399 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus takahashii HQ832618 Mesocricetus auratus Japéo
Haplorchis popelkae EU883586 Elseya dentata Austrélia
Metagonimus yokogawai HQ832621 Mesocricetus auratus Japéo
Procerovum cheni HMO004165 Mesocricetus auratus Tailandia
Procerovum varium HMO004169 Mesocricetus auratus Tailandia
Stellantchasmus falcatus HM004172 Humano Vietna
Metorchis orientalis HM347227 Pseudorashora parva Vietna
Metorchis albidus JF710316 Lutra lutra Inglaterra
Clonorchis sinensis KJ137224 Felis catus China
Euamphimerus KT740984 Turdus philomelos Republica Checa
pancreaticus
Opisthorchis felineus EF688136 - Russia
Opisthorchis lobatus HQ328547 Mesocricetus auratus Laos
Opisthorchis noverca KJ767634 Mesocricetus auratus Laos
Opisthorchis viverrini HQ328550 Mesocricetus auratus Laos
Prosorhynchus KT213581 Epinephelus undulatostriatus ~ Australia
longisaccatus

MtDNA cox-1
Haplorchis pumilio KF044303
Acanthotrema tridactyla KF447594 Cerithidea cingulata Kwait
Centrocestus caninus KF044300 -
Metagonimus hakubaensis  Japéo Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus katsuradai KM061420 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus miyatai KM061411 Mesocricetus auratus Japéo
Cryptocotyle lingua KJ711866 Gadus morhua Dinamarca
Cryptocotyle lingua EU876527 Littorina littorea EUA
Metagonimus takahashii KM061408 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus otsurui KM061423 Mesocricetus auratus Japéo
Metagonimus yokogawai KM061414 Mesocricetus auratus Japéo
Haplorchis taichui JX174405 Mesocricetus auratus Tailandia
Haplorchis taichui JN809891 Humano Vietna
Pygidiopsis summa AF181884 - Coréia
Galactosomum_sp. FJ765489 Zeacumantus subcarinatus Nova Zelandia
Metorchis albidus KP869077 Lutra lutra ou Neovison vison  Franga
Menthorchis xanthosomus KT740974 Aythya fuligula Republica Checa
Opisthorchis felineus EF688128 - Russia
Opisthorchis lobatus HQ328541 Mesocricetus auratus Laos
Pseudamphistomum KP869085 Lutra lutra ou Neovison vison ~ Franga
truncatum
Opisthorchis viverrini KT726410 - Vietnd
Clonorchis sinensis JX040571 Rato Rassia
Fasciola hepatica AB510491 Bos taurus Egito
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