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RESUMO

A importancia de Lymnaea columella é destacada na epidemiologia de Fasciola
hepatica devido ao crescente numero de relatos de infecgbes naturais do
molusco pelo trematddeo no Brasil e em diversos paises. O presente trabalho
avaliou a sazonalidade de moluscos coletados mensalmente entre janeiro de
2013 a dezembro de 2014, em bebedouros naturais de bovinos localizados em
lagoa marginal situada no municipio de Confins (19°40'17.26" S, 43°57'52.57"
O), Estado de Minas Gerais, Brasil. Os moluscos foram coletados em
vegetagcdo aquatica, troncos de madeira e lama do fundo e margens dos
bebedouros. Em laboratério os moluscos e a vegetagao foram identificados. Os
fatores cilmaticos de temperatura média e precipitacdo pluvial mensais
influenciaram na populagcdo dos moluscos L. columella, Biomphalaria spp.,
Melanoides spp., Physa spp. e Pomacea spp.. De um total de 1909
gastropodes coletados, Physa spp. foi mais abundante (n=537), seguido de
Melanoides spp. (n=487), Pomacea spp. (n=407), L. columella (n=351) e
Biomphalaria spp. (n=127). O numero de L. columella coletado em 2014
(n=267) foi maior que no ano 2013 (n=84), quando a precipitacdo pluvial anual
total foi 1,7 vezes maior. Durante o estudo, Biomphalaria spp. € Melanoides
spp. apresentaram menor numero de espécimes coletados na estacédo seca,
enquanto que Physa spp., ocorreu em todo o periodo do estudo, com
distribuicdo mensal variavel entre as estagées seca e chuvosa nos dois anos
de coleta. Ja Pomacea spp., obteve maior niumero durante meses da estacao
chuvosa de 2013 e de 2014. Nao foi observado estagios evolutivos de F.
hepatica nos espécimes de L. columella coletados. A dindmica da infeccéo por
F. hepatica em L. columella também foi avaliada por meio da histologia e da
contagem de hemdcitos circulantes do molusco. Miracidios foram observados
nos tecidos da regido cefalopodal e do manto 30 minutos apds infecgéo.
Miracidios/esporocistos ocorreram ao 1 dpi, e esporocistos totalmente
formados foram observados na regido cefalopodal ao 7  dpi. Rédias foram
localizadas entre 0 10 e o 14’ dpi, na regido cefalopodal e hemocele. Entre o
45 e 50 dpi as rédias continham cercarias e localizavam-se na glandula
digestiva do molusco. A analise estatistica dos hemacitos totais de L. columella
infectados por F. hepatica foram significativamente diferentes no periodo de 30
minutos apos infecgdo (p<0,05), 1° dpi (p<0,05), 14 dpi (p<0,001), 21" dpi
(p<0,05), 28" dpi (p<0,01) e 45" dpi (p<0,001) em comparagdo com moluscos
ndo infectados (0 dpi). Portanto, a interferéncia observada no sistema de
defesa interno de L columella, pode ter associacdo direta com o
desenvolvimento de F. hepatica.

Palavras-chave: Lymnaea columella, sazonalidade, hemocitos, Fasciola
hepatica, desenvolvimento intramolusco.



ABSTRACT

The importance of Lymnaea columella stands out in Fasciola hepatica
epidemiology due to growing number of natural infection reports of this mollusc
by the trematode in Brazil and several countries. The present work assessed
the seasonality of molluscs collected from January 2013 to December 2014 in
the border of natural watering troughs of cattle in oxbow lake situated in Confins
municipality (19°40'17.26" S, 43°57'52.57" O), Minas Gerais (MG) state, Brazil.
The molluscs were collected in aquatic vegetation, tree trunks and mud bottom
and in natural watering troughs. In laboratory molluscs and vegetation were
identified. The climatic factors of average monthly temperature and rainfall
influenced the population of molluscs. L. columella, Biomphalaria spp.,
Melanoides spp., Physa spp. and Pomacea spp.. From a total of 1909 collected
gastropods, Physa spp. was more abundant (n=537), followed by Melanoides,
spp. (n=487), Pomacea spp. (n=407), L. columella (n=351) and Biomphalaria
spp. (n=127). The number of L. columella collected in 2014 (n=267) was greater
than that by the year 2013 (n= 84), when the total annual rainfall was 1.7 times
higher. During the study, Biomphalaria spp. and Melanoides spp. presented
fewer specimens collected in the dry season, while Physa spp., occurred
throughout the whole study period, with variable monthly distribution between
the dry and rainy seasons in the two years of collecting. Pomacea spp.,
obtained the highest number of months during the rainy season of 2013 and
2014. There were not developmental stages of F. hepatica in specimens of L.
columella collected. The dynamic of F. hepatica infection in L. columella was
also assessed by histology and circulating mollusc haemocytes counts.
Miracidia were observed in head-foot and mantle tissues at 30 minutes post-
infection. Miracidia/sporocysts in the mantle tissues 1  dpi, and fully formed
sporocysts were observed in the head-foot at 7 dpi. Rediae became evident
between 10 dpi and 14  dpi located between the head-foot and haemocoel.
Between 45 e 50  dpi, the rediae in the digestive gland contained cercariae.
The statistical analysis of the total haemocytes of L. columella infected by F.
hepatica showed significant differences on the 30 minutes post-infection
(p<0.05) and 1 dpi (p<0.05), 14" dpi (p<0.001), 21" dpi (p<0.05), 28" dpi
(p<0.01) and 45 dpi (p<0.001) in comparison to uninfected molluscs (0 dpi).
Therefore, the interference observed on the internal defence system of L.
columella may have direct association with the development of F. hepatica.

Keywords: Lymnaea columella, seasonality, haemocytes, Fasciola hepatica,
intramolluscal development.
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1. INTRODUGCAO

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) € um trematddeo digenético da
familia Fasciolidae que parasita os ductos biliares e hepaticos de diferentes
espécies de mamiferos como ovinos, bovinos, lagomorfos, equinos, suinos,
roedores e primatas, incluindo o ser humano. A importancia do parasitismo por
F. hepatica na medicina veterinaria € observada pela morte de animais,
reducao da producao de leite, carne, 14, condenacéo de figados, reducédo da
fertilidade e custos com o tratamento (Cordova et al., 1997; Dorny et al., 2009;
Knubben-Schweizer & Torgerson, 2015).

A distribuicdo geografica de F. hepatica abrange a Europa, Africa, Asia,
Oceania e Américas, ocorrendo principalmente em areas temperadas e
subtropicais. A maior area enzodética de F. hepatica no Brasil esta situada na
regido Sul, casos humanos e em animais domésticos sao relatados em todas
as regides do pais, e aumento destes para a regido Sudeste onde o parasito
encontra-se em expansao (Pile et al., 2000, Lima et al., 2009).

Para que ocorra o ciclo biolégico de F. hepatica sao necessarias
condigdes climaticas e hidrograficas propicias, a presengca de mamiferos
hospedeiros definitivos e de moluscos do género Lymnaea hospedeiros
intermediarios. Esses moluscos colonizam habitats como remansos de rios,
areas pantanosas, margens de cole¢des hidricas, macrofitas aquaticas e semi-
aquaticas, lama e matéria organica de origem vegetal em decomposi¢céo

(Boray, 1969; Paraense, 1983; Rondelaud et al., 2011).
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O ciclo biolégico de F. hepatica é heteroxénico tendo como hospedeiro
intermediario diferentes espécies do género Lymnaea. Os parasitos adultos
fazem a postura nos ductos biliares, e os ovos sdo eliminados para o meio
exterior com as fezes. Em colegbes de agua, desenvolve-se dentro do ovo uma
larva ciliada denominada miracidio. Esse eclodira apés 8-14 dias em condicdes
favoraveis de luz, temperatura e se deslocara através de movimentos ciliares
até encontrar Lymnaea spp.. A infecgdo de Lymnaea spp. ocorre a partir da
adesdo dos miracidios nos tecidos da regido cefalopodal do hospedeiro
intermediario por meio do terebratorium. O miracidio, apés adesao elimina
conteudo enzimatico das glandulas de adesao, penetra ativamente atingindo os
tecidos internos do molusco. Em seguida perde as placas ciliares
transformando-se em esporocisto, que € um aglomerado de células
germinativas de intensa atividade mitotica, observado até aproximadamente ao
7" dpi (dia apds infeccdo). A partir de entdo é iniciada a formacdo de rédias no
interior do esporocisto, e cerca de trés semanas ocorre seu rompimento e a
liberacdo das rédias de primeira geragédo. As rédias iniciam a ingestdo dos
tecidos do hospedeiro intermediario, preferencialmente da glandula digestiva e
do aparelho reprodutor. Pode ocorrer uma 22 geragéo de rédias. Por volta da 72
semana as cercarias sao eliminadas do molusco atingindo o meio externo
movimentando ativamente com auxilio da cauda nas colegcbes de agua,
aderem-se na vegetagao, perdem a cauda e liberam o conteudo das glandulas
cistogénicas, formando as metacercarias, que sdo as formas infectantes do
hospedeiro vertebrado (Kendall, 1965; Saint-Guillain, 1968).

Os hospedeiros vertebrados se infectam ao ingerirem a metacercaria,

que sob acado dos sucos gastricos desencistam, atravessam a parede do
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intestino delgado migram pela cavidade peritoneal até alcangar o figado. Essas
formas jovens continuam migrando pelo parénquima hepatico alimentando-se
de sangue e tecido por um periodo de 30-40 dias quando atingem os ductos
biliares e alcangam a maturidade. A patogenia de F. hepatica no hospedeiro
vertebrado esta associada a fatores como a carga parasitaria, estado
nutricional e imunolégico e a espécie do hospedeiro definitivo (Molina-
Hernandez et al., 2015). A fase aguda da doenga no hospedeiro vertebrado
caracteriza-se por uma hepatite traumatica causada pela migragdo do parasito
jovem no parénquima hepatico, enquanto que na fase cronica ocorrem lesdes
nos ductos biliares provocadas pelo parasito adulto, causando fibrose hepatica,
hipoalbuminemia e hiboglobulinemia (Acha & Szifres, 1977). A presencga de F.
hepatica no figado pode favorecer o surgimento da infeccdo bacteriana
secundaria causada por Clostridium novyi, conhecida como “black-disease”,
que geralmente é fatal para ovinos e bovinos (Boray & Murray, 1999).

A dispersédo e o estabelecimento de F. hepatica no Brasil e em outros
paises do mundo depende da presenca de limneideos. No Brasil a ocorréncia
do parasito esta associada a dispersdao de Lymnaea columella (Say, 1817),
Lymnaea viatrix (Orbigny, 1835) e Lymnaea cubensis (Pfeiffer, 1839), sendo
que L. columella apresenta maior distribuicdo geografica, ocorrendo nas
regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Norte do pais (Mattos et al., 1997). Os
autores Medeiros et al. (2014) assinalaram a presenca de Lymnaea truncatula
nas regides Sudeste e Sul do Brasil, e L. viatrix foi considerada a de maior
importancia epidemiolégica na regido Sul. Paraense (1982) descreveu

Lymnaea rupestris no Estado de Santa Catarina, porém até o presente
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momento, ndo existem registros da espécie naturalmente infectada por F.
hepatica.

A espécie Lymnaea ftruncatula € de importancia epidemioldgica para a
dispersao de F. hepatica no mundo, com registros de moluscos naturalmente
infectados na Europa, Américas, Africa, Oriente Médio, Asia, e Oceania (Mas-
Coma et al., 2009).

A utilizagdo da agua para atividades agropecuarias como canalizagéo e
drenagem de areas de pastagens em regides alagadas, o manejo dos
rebanhos, a alta densidade de animais por area de pastagens contribuem para
disseminagao de F. hepatica e de seus hospedeiros intermediarios (Boray &
Murray, 1999; Mas-Coma et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos abordando a influéncia da sazonalidade de
populagdes de L. columella em campo tém demostrado que variagdes pluviais
e de temperatura entre as estacbdes seca e chuvosa no Brasil ndo impedem a
reprodugdo dos moluscos, permitindo a manutengcdo do ciclo biolégico de F.
hepatica no ambiente (Amato et al., 1986; Maure et al., 1998; Coelho & Lima,
2003).

A associacao entre Lymnaea spp. € macrofitas aquaticas e semi-
aquaticas (Brachiaria spp., Juncus spp., Heterantera spp., Typha spp., Salvinia
spp.) deve ser considerada em levantamentos epidemioldgicos de F. hepatica,
pois sao bioindicadoras da presenca do molusco hospedeiro intermediario e de
metacercarias do parasito, que podem ser ingeridas pelo rebanho durante o
pastejo (Lima et al., 2009; Rondelaud et al., 2011; Giraldo & Alvarez, 2013).

A regiao geografica de Lymnaea spp., de F. hepatica e a espécie dos

hospedeiros vertebrados, bem como o numero de miracidios que infectam os
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moluscos, sao fatores que também podem influenciar no parasitismo (Gutierrez
et al., 2003; Mendes et al., 2008; Coelho et al., 2009; Vazquez et al., 2014;
Ueta 1980a; Lee & Lee, 1995).

Trabalhos sobre a interagao entre F. hepatica e Lymnaea spp. mostram
que o parasitismo influencia a reprodug¢ao, a sobrevivéncia, o crescimento dos
moluscos e o desenvolvimento das formas larvais do parasito (Hodasi, 1972b;
Dreyfuss et al., 1999).

A especificidade entre F. hepatica e limneideos esta relacionada a
susceptibilidade, ao reconhecimento do parasito pelo sistema interno de defesa
do molusco, que é realizado pelos hemdécitos e fatores soluveis presentes na
hemolinfa, que s&o semelhantes em interagcdes de outras espécies de
trematédeos com gastropodas (Lockyer et al., 2004; Adema & Locker, 2015).

Desde o final do século XX a imunobiologia da interagdo entre
trematddeos digenéicos e gastropodas vém sendo estudada e a caracterizagao
do sistema interno de defesa tem sido realizada em modelos como
Biompahalaria X Schistosoma, Biomphalaria X Echinostoma, Lymnaea X
Trichobilharzia (Loker & Bayne 1982; Mounkassa & Jourdane, 1990; Amen et
al., 1991; Sapp & Loker 2000a, 2000b; Martins-Souza et al., 2009; Yoshino et
al., 2013).

Os autores Gourbal et al. (2008) relataram a importancia da realizagao
de estudos imunobioldgicos sobre Lymnaea X F. hepatica, que sao escassos
na literatura e merecem atencéo, devido a grande relevancia epidemiologica do
parasito que infecta diferentes espécies de Lymnaea spp., facilitando seu
estabelecimento e dispersao geografica, além de possuir semelhangas a outros

trematédeos como Schistosoma mansoni € Echinostoma caproni quanto aos
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mecanismos moleculares utilizados para evasado do sistema interno de defesa
do molusco hospedeiro intermediario, que possivelmente podem atuar no
parasitismo de F. hepatica no hospedeiro vertebrado.

O gastrépode L. columella é o principal hospedeiro intermediario de F.
hepatica no sudeste brasileiro, sendo encontrados naturalmente infectados em
Minas Gerais (MG) aonde os relatos de caso de infeccdo do rebanho vém
aumentando.

O conhecimento da interagdo com Lymnaea spp. faz-se necessario,
pois, & crescente a ocorréncia de relatos de infecgdo, podendo agravar as

perdas econdmicas na pecuaria, além de intensificar problemas na saude.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A dispersao de F. hepatica

A dispersao de F. hepatica pode ser explicada pela transumancia de
animais domésticos, principalmente de caprinos, ovinos e bovinos, e a
introdugdo de moluscos limneideos de diferentes regides geograficas,
principalmente no periodo das grandes navegacbes, favorecendo o
estabelecimento do ciclo bioldgico do parasito na Africa, Américas, Asia e
Oceania em regides que apresentavam caracteristicas favoraveis de
temperatura, disponibilidade de agua-doce e possibilidade de associagbes
fitossociolégicas e faunisticas (Honer, 1979; Mas-Coma et al., 2009).

A introdugado de F. hepatica nas Ameéricas decorreu da colonizagao
humana e da capacidade do parasito infectar os limneideos Galba spp.,
Fossaria spp. e Lymnaea spp., ocorrendo o desenvolvimento intramolusco
completo (Malek, 1985; Bargues et al., 2007).

No Brasil F. hepatica tem sido registrada em bovinos e ovinos em varias
Unidades Federativas: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Goias, e Minas Gerais (Girdo & Ueno, 1985a;
Amato et al., 1986; Serra-Freire et al., 1992; Araujo et al., 1995; Pile et al.,
2000; Gomes et al., 2002; Queiroz et al., 2002; Tostes et al., 2004; Bellato et
al., 2009; Lima et al., 2009; Bernardo et al., 2011). A maior area enzodtica de F.
hepatica no pais esta localizada na regidao sul, havendo focos menores de
ocorréncia do parasito nas regides Centro-Oeste e Sudeste (Cunha et al.,
2007; Lima et al., 2009; Dracz & Lima 2014). Estudos epidemiolégicos de F.

hepatica no Brasil sdo baseados principalmente em levantamentos realizados
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em abatedouros, frigorificos e por meio de exames coprolégicos do hospedeiro
vertebrado (Honer et al., 1979).

No Estado do Rio Grande do Sul, Pécego (1925) encontrou prevaléncia
média de 9,84% de bovinos positivos para F. hepatica. Rey (1957) relatou
prevaléncias de 0,18 a 48,47% em bovinos, que variaram entre as regides
fisiograficas. Ueno et al. (1982) observaram em abatedouros porcentagens de
figados condenados por F. hepatica de 13% em bovinos e 7% em ovinos. De
acordo com Mattos et al. (1997) o endemismo e a alta frequéncia anual de F.
hepatica encontrado no rebanho dessa Unidade Federativa sao favorecidos
pela presenca de L. columella e pela relevo topografico plano que permite a
formacao de areas alagaveis. Cunha et al. (2007) relataram entre os anos de
2000 a 2005, 8,87% de figados de ovinos condenados por F. hepatica em
matadouros e frigorificos no Estado.

No Estado de Santa Catarina, apdés 12 anos de estudo, os autores
Serra-Freire & Nuernberg (1992) observaram ovos de F. hepatica em fezes de
bovinos (27,86%), bubalinos (24,72%), ovinos (16,92%) e caprinos (15,66%) e
identificaram a regido do Vale do ltajai como endémica. No municipio de
Timbo, Bellato et al. (2009) relataram a presenca de ovos de F. hepatica em
47,36% dos bovinos e em 25% de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) em
19 propriedades amostradas, incluindo o Centro Poliesportivo da cidade,
mostrando a importancia do roedor, que vém se tornando espécie sinantropica,
podendo participar da disseminacgao de F. hepatica.

No Estado do Parana Queiroz et al. (2002) constataram a ocorréncia de

F. hepatica em 10% do rebanho dos municipios de Bocaiuva do Sul e Tunas do
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Parana, sendo que L. columella foram encontradas nas areas estudadas, mas
nao albergavam o trematodeo.

No Estado de Goias Araujo et al. (2007) encontraram em 959 bovinos
abatidos e avaliados pelo Servico de Inspecdo Federal - SIF e pela
Superintendéncia Federal de Agricultura - SFA prevaléncias de F. hepatica
variando entre 0,95% no municipio de Mineiros a 20% nos municipios de
Palmeiras e Trindade.

No Estado de Sao Paulo, Franga (1969) observou a condenagao de
10,1% de figados de 941 bovinos no matadouro municipal de Taubaté, Vale do
Paraiba e Serra-Freire et al. (1995) examinaram fezes de 1.200 bovinos e
prevaléncias de 6,7% para a mesma regiao, havendo maior numero de animais
positivos em Taubaté (17,3%) e Piquete (22,6%). Os autores Tostes et al.
(2004) no municipio de Presidente Prudente, relataram 2,12% de perdas de
figados de bovinos entre os anos de 2001 a 2002 no Distrito de Montalvao,
onde foi encontrado Lymnaea spp., indicando a possibilidade de
estabelecimento de foco de F. hepatica na regiao.

No Estado do Rio de Janeiro, Silva (1936) constatou infeccdo por F.
hepatica em 0,23% dos bovinos abatidos em matadouros. Pile et al. (2001)
identificaram ovos de F. hepatica em 2,5% de 120 amostras de fezes de
bufalos. Gomes et al. (2002) confirmaram o estabelecimento de foco da
fasciolose causada por F. hepatica no municipio de Campos dos Goytacazes,
relatando prevaléncias de aproximadamente 15,83% de bovinos parasitados
pelo trematddeo, identificado por exames de fezes, sendo encontrado pelos
autores 5,22% de 134 espécimes de L. columella infectados naturalmente pelo

parasito.
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No sul do Estado do Espirito Santo, no municipio de Atilio Vivacqua,
Bernardo et al. (2011) obtiveram entre os anos de 2006 e 2009, prevaléncia de
figados condenados por F. hepatica de: 15,24% em 2006; 23.93% em 2007,
28,57% em 2008; e 28,24% em 2009 indicando o estabelecimento do
parasitismo na regiéo.

No Estado de Minas Gerais, Carvalho (1940) relatou a primeira
ocorréncia de F. hepatica em bovino da raga holandesa sem procedéncia
definida, enviado ao municipio de Vigosa, pela Secretaria da Agricultura - MG.
Até o ano de 1988 a literatura mostrou a presenga de focos de F. hepatica
apenas na regidao do vale do rio Paraiba, abrangendo os Estados do Rio de
Janeiro e Sdo Paulo, na fronteira com MG, sendo desconhecida a existéncia de
casos seguramente autéctones nesse ultimo Estado (Dacal et al.,, 1988). Os
autores Caldas et al. (1995) obtiveram em torno de 1,5% de amostras positivas
para F. hepatica examinadas a partir de 3.086 bovinos de seis mesorregioes de
MG, sendo que a maior prevaléncia ocorreu no municipio de Itajuba (9,05%) e
recentemente, Lima et al. (2009) observaram que 70% dos bovinos
examinados na regidao de Itajuba apresentavam ovos de F. hepatica nas fezes
e dos 135 L. columella coletados no municipio, 2,96% dos moluscos
abrigavam formais larvais de F. hepatica. Esses autores constataram F.
hepatica em bovinos de 16 dos 120 municipios de MG pesquisados, em um
total de 1.251 amostras de fezes. Na regido do vetor Norte do municipio de
Belo Horizonte - MG, Dracz & Lima (2014) encontraram de um total de 250
amostras de fezes (176 de bovinos e 74 de bubalinos) provenientes dos
municipios de Sdo José da Lapa e Pedro Leopoldo, 54 animais positivos para

F. hepatica, sendo 33 bovinos (18,75%) e 21 bubalinos (28,37%).
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2.2 Ocorréncia do ciclo natural de F. hepatica em limneideos na
América Latina

Paraense (1982) revisou a ocorréncia de espécies de Lymnaeidae em
paises Neotropicais e relatou haver Lymnaea spp. no México, Cuba, Jamaica,
Haiti, Republica Dominicana, Porto Rico, Martinica, Santa Lucia, Guatemala,
Costa Rica, Panama, Equador, Peru, Bolivia, Chile, Argentina, Uruguai e Brasil
e, excepcionalmente no Equador ocorreu somente Lymnaea cousini
(Jousseaume, 1887) sendo que no Peru e Chile ocorreu Lymanea viatrix
(Orbigny, 1835) e nos demais paises, as espécies identificadas foram L. viatrix
e L. columella (Say, 1817) que mostraram sobreposicao populacional.

Os primeiros relatos da ocorréncia de L. viatrix naturalmente infectados
por F. hepatica na América do Sul foram de Bacigualupo (Nuernberg, 1983)
nas proximidades da cidade de Buenos Aires, na Argentina e Tagle (1943) no
Chile.

A fasciolose causada por F. hepatica no Chile é de importancia
veterinaria e em saude e sua transmisséao ¢é atribuida a L. viatrix (Alcaino & Apt
1989). Recentemente, de Artigas et al. (2011) observaram, por meio de
estudos filogenéticos moleculares de limneideos do Chile, haverem 2 espécies
autéctones desses moluscos L. viatrix e Lymnaea diaphana (King & Broderip,
1832), sendo que a espécie exdtica nesse pais € Galba (Lymnaea) truncatula.

Darrigan (1989) relatou a ocorréncia de F. hepatica na Argentina, nas
regides Norte, Andina, Central, da Patag6nia Atlantica e da provincia de
Buenos Aires, e regiao de influéncia dos rios Parana e da Plata, sendo L. viatrix
o hospedeiro intermediario. Os autores Kleiman et al. (2007) acompanharam a

populagdo de L. viatrix entre os anos de 1998 e 2002 nos vales andinos da
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Patagbnia Argentina, onde ocorreram bovinos infectados por F. hepatica a
prevaléncia de F. hepatica em L. viatrix variou de 0,9 a 14%, entre o veréo e o
outono. Ja Prepelitchi et al. (2003) realizaram o primeiro relato de L. columella
naturalmente infectado por F. hepatica na Argentina, encontrando o parasito
em 8,8% dos 500 moluscos coletados em Berdon de Astrada, regido proxima ao
norte do Paraguai, oeste do Brasil e sudeste do Uruguai. Esses autores
observaram que a prevaléncia de L. columella infectado poderia ser favorecida
pelo surgimento de novos ambientes propicios a dispersdao do molusco, devido
ao barramento do rio Parana para a construcdo da usina hidrelétrica de
Yacyreta.

Cruz-Mendonza et al. (2010) estudaram no México a dinamica da
infeccdo natural por F. hepatica de ovinos caprinos, bovinos e dos limneideos
Fossaria humilis e F. bulimoides entre os anos de 2004 e 2007, quando foram
realizados exames de fezes no rebanho e foi observada a liberacéo
espontanea de cercarias pelos moluscos. Os autores observaram que a
administracado de anti-helminticos no rebanho reduzia o numero de limneideos
naturalmente infectados que albergavam F. hepatica no ambiente.

Na Costa Rica, Brenes et al. (1968) encontraram 50% de 400 espécimes
de L. columella infectados por F. hepatica em dois anos de amostragem
realizada na regido da provincia de Cartago, onde haviam matadouros com
bovinos infectados pelo trematdédeo. Os autores Lopez et al. (2008) relataram
em Rionegro a ocorréncia de Lymnaea ftruncatula e de L. columella
naturalmente infectados por F. hepatica.

Em Cuba Gutiérrez et al. (2011) fizeram o primeiro relato de L. columella

naturalmente infectados por F. hepatica na regiao de EIl Pilén, onde bovinos e
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caprinos frequentavam areas alagadas destinadas ao cultivo de arroz. Os
autores mencionaram que L. columella foi encontrada em ambientes rurais,
enquanto que Fossaria cubensis ocorreu proximo a areas urbanas e seria a
espécie hospedeira intermediaria de F. hepatica mais antiga do Caribe.

No Equador Angel-Villavicencio et al. (2005) relataram a importancia de
estudos sobre os hospedeiros intermediarios de F. hepatica no pais, que é
endémico para a fasciolose animal e humana. Esses autores fizeram o primeiro
relato de L. cousini naturalmente infectados por F. hepatica na regido da
Provincia de Pichincha em fazenda com bovinos infectados pelo trematédeo,
onde existiam solos encharcados de origem vulcénica, revestidos por
pastagens e plantas aquaticas.

Na Colédmbia as espécies Lymnaea bogotensis (Pilsbry, 1935) e L.
columella sao tidas como hospedeiras intermediarias do parasito no pais
(Salazar et al., 2006).

Na regido do Altiplano da Bolivia, Ueno et al. (1975) estudaram a
epidemiologia de F. hepatica em ovinos e alpacas, onde as taxas de infeccéo
pelo parasito impossibilitavam a criacdo de ovinos nas proximidades do lago
Titicaca. Esses autores relataram a presenca de L. viatrix e L. cubensis
infectadas por F. hepatica. Tal regidao € considerada hiperendémica da
fasciolose e tem caracteristicas biogeograficas favoraveis ao estabelecimento
do parasito, como latitudes equatoriais para a manutencdo da temperatura,
disponibilidade de agua da neve andina, desenvolvimento intramolusco de F.
hepatica prolongado com eliminagdo de metacercarias no ambiente por todo o
ano, e a presencga de L. truncatula introduzido da Europa (Meunier et al., 2001;

Mas-Coma et al., 2009).
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Na Venezuela Pointier et al. (2004) fizeram o primeiro relato de L.
cousini (Jousseaume, 1887) em um lago permanente a 3.760 metros de
altitude, onde foi também encontrado L. truncatula. Entre os anos de 2005 e
2009 os autores Pointier et al. (2009) observaram haver no pais outra espécie
exotica L. columella, além das espécies locais L. cubensis e L. cousini e
reiteram a importancia desses moluscos na disseminagao de F. hepatica, pois
apresentam ampla distribuicdo geografica tanto em regides montanhosas
quanto proximas ao nivel do mar.

Larrea et al. (2007) coletaram durante 10 anos os moluscos L. columella,
L. viatrix, L. diaphana (King, 1830) e L. cousini (Jousseaume, 1887) de
diferentes localidades do Peru e encontraram L. columella e L. viatrix
naturalmente infectados por F. hepatica. O molusco L. viatrix obteve o maior
numero de espécimes albergando o parasito. Experimentalmente os autores
observaram que L. diaphana e L. cousini ndao se infectavam

experimentalmente.

2.2.1 Ocorréncia de F. hepatica em limneideos no Brasil

No Brasil, Lutz (1921) fez o primeiro relato de F. hepatica no Estado do
Rio de Janeiro, onde encontrou espécimes de L. cubensis infectados no
municipio de Trés Rios. Nesse mesmo Estado, Gomes et al. (2002) relataram
na microrregido de Campos dos Goytacazes, o estabelecimento de focos de
fasciolose bovina causada por F. hepatica, comprovado por exames de fezes e
foi encontrado L. columella naturalmente infectado pelo trematédeo.

No Estado de Sdo Paulo, municipio de Piquete, regido do Vale do rio

Paraiba, Ueta (1980b) relatou prevaléncias de infec¢ao natural de L. columella
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para os anos 1977 e 1978 variando de 1,22% a 0,14% correspondentes a 327
e 725 moluscos amostrados por ano, € na mesma regiao, Amato et al. (1986)
realizaram levantamento epidemiolégico entre julho de 1980 e maio de 1983 e
observaram que a populagdo de L. columella decrescia ciclicamente entre
setembro e janeiro, e aumentava entre marco e setembro, sendo encontrado os
maiores espécimes entre margco e julho e entre novembro e dezembro,
enquanto que os menores moluscos ocorreram entre janeiro e fevereiro e entre
agosto e outubro, sugerindo haver duas geragoes de L. columella por ano. As
maiores prevaléncias de L. columella infectado foram: primeiro ano em junho
8,82%, setembro 9,09% e outubro 10,52%; no segundo ano margo 6,25% e
abril 6,89%; no terceiro ano em julho 7,69%, agosto 10,25%, no quarto ano em
abril 17,91% e maio 13,91%. A maior disponibilidade de metacercarias ocorreu
entre junho e outubro e entre marco e abril, e os ovinos traceadores, utilizados
para verificagdo de infeccdo por F. hepatica, mostraram-se infectados durante
todo o periodo experimental. Na regido do Vale do Ribeira, Oliveira et al. (2002)
observaram nos municipios de Miracatu e Eldorado, L. columella infectados por
F. hepatica com prevaléncias variando entre 5,26% e 1,06% nos meses de
outubro de 1996 a fevereiro de 1997.

Segundo Maure et al, (1998) estudos relacionados a variaveis
climaticas tém demonstrado que no periodo de altas temperaturas ocorre o
declinio populacional de limneideos, concomitantemente ao aumento do
volume das chuvas, indicando que as variagdes ambientais ao longo do ano
influenciam na presengca do hospedeiro intermediario e da disseminacéo da

fasciolose.
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Existem registros de L. columella nos Estados da Paraiba, Bahia e
Amazonas (Abilio & Watanabe, 1998), havendo casos confirmados de infec¢ao
humana por F. hepatica nesse ultimo Estado (Oliveira et al., 2007).

Em Minas Gerais (MG), Silva et al. (1995) realizaram o primeiro registro
de L. columella naturalmente infectadas por F. hepatica em varzeas do
municipio de Itajuba. Na mesma localidade, Coelho & Lima (2003) relataram
que de um total de 626 espécimes de L. columella coletado entre os anos de
1999 e 2000, ocorreram maiores prevaléncias do molusco infectado entre os
meses de setembro de 1999 (5,2%) e julho de 2000 (3,9%). Dando
continuidade aos trabalhos na regido do municipio de Itajuba, Coelho (2007)
estudou a dinamica populacional de L. columella entre os anos de 2003 e 2006
e relatou uma prevaléncia média de moluscos positivos para F. hepatica de
1,7%, sendo que a maior prevaléncia (18,8%) ocorreu no més de dezembro de
2004. Lima et al. (2009) encontraram ovos de F. hepatica nas fezes de bovinos
em 16 dos 120 municipios pesquisados sendo que em ltajuba, area enzodtica
de F. hepatica, 70% dos bovinos e 2,96% de espécimes de L. columella,

amostrados na regido do municipio estavam infectados.

2.3 Biologia de trematédeos em limneideos

A suceptibilidade de limneideos a F. hepatica é variada. Gomes (1985)
em L. columella observou que infecgcbes com trés miracidios proporcionavam
maiores taxas de sobrevivéncia dos moluscos e de produgao de metacercarias
do que com cinco miracidios, e que a procedéncia dos ovos dos hospedeiros
definitivos (bovino e ovino) n&o alterava a infec¢do. Por outro lado, Lee & Lee

(1995) observaram em L. viridis que a produgdo de metacercarias em
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espécimes infectados com trés ou cinco miracidios de F. hepatica foi maior nos
moluscos infectados somente com um miracidio.

A espécie do hospedeiro vertebrado que elimina ovos de F. hepatica
pode alterar a biologia da infecgao, como observado por Mendes et al. (2008)
em infecgdes experimentais de L. columella pelo trematédeo. Os autores
relataram um maior nimero de rédias e cercarias recuperadas entre 60 dpi e
74" dpi em moluscos infectados com miracidios eclodidos de ovos de bovinos
(Bos taurus), se comparado ao grupo infectado com miracidios de ovos de
fezes do sagui (Callithrix penicillata). No experimento os moluscos infectados
do grupo C. penicillata sobreviveram por mais tempo em relagdo ao grupo de
Bos taurus.

Hodasi (1972b) realizou a infeccdo experimental de L. truncatula por F.
hepatica e observou, por meio de necropsias dos moluscos, o desenvolvimento
do parasito dos estadios de esporocisto a rédia. Apds trés semanas ocorreu
migragdo das rédias para os tecidos hepatopancreas e ovotestis, que foram
progressivamente consumidos, enquanto as rédias desenvolviam. Foi
observado pelo autor que a atividade reprodutiva dos moluscos cessava entre
a 5% e a 6% semanas apds infecgdo (spi), periodo em que houve abertura da
boca e do tubo digestivo das rédias, iniciando a eliminagdo de cercarias por
volta da 72 spi.

Tepper (2000) investigou lesdes nos tecidos através da histologia de L.
viatrix infectado por F. hepatica, até as 72 horas apds a infecgdo. A reacao
tissular realizada pelos hemodcitos ocorreu nas primeiras 48 horas apos a
penetracdo dos miracidios e formagao de esporocistos na regido cefalopodal. A

morte dos esporocistos ocorreu apds 72 horas, devido ao sistema interno de
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defesa do molusco, quando os hemdcitos envolveram os esporocistos de F.
hepatica formando capsulas causando a morte do parasito.

Ao longo do desenvolvimento de F. hepatica em seus hospedeiros
intermediarios, ocorrem oscilagcbes na biodisponibilade de lipidios e
carboidratos, como relatado por Humiczewska & Rajski (2005) que
pesquisaram os efeitos de esporocistos, rédias e cercarias sobre conteudo
lipidico da glandula digestiva de L. truncatula. Foi observado que ao 20° dpi, o
nivel lipidico da glandula digestiva havia reduzido em cerca de 50%, e aos 40’
e 60 dpi os lipideos diminuiram em 80%, quando comparados ao grupo de L.
truncatula nado infectado por F. hepatica. Estes autores relataram que a
mobilizacdo de gorduras da glandula digestiva dos moluscos infectados,
ocorreu para compensar a deficiéncia de carboidratos, que sédo intensamente
consumidos por F. hepatica no inicio da infeccdo. Os autores observaram que
os tecidos dos esporocistos, rédias e cercarias de F. hepatica apresentavam
abundancia de conteudo lipidico e intensa atividade metabdlica, sugerindo a
utilizagcdo também de lipideos como fonte energética para seu desenvolvimento
no hospedeiro intermediario.

A compatibilidade entre F. hepatica e as linhagens de L. columella pode
variar, como relatado por Gutiérrez et al. (2003) em Pseudosuccinea (=
Lymnaea) columella proveniente de Cuba. Esses autores demostraram que
uma das linhagens utilizada em seus experimentos era 100% resistente a
infeccao por F. hepatica, mesmo com cargas parasitarias de até 20 miracidios,
formando apds 24 horas de infecgao reacao tissular de encapsulamento no

entorno dos esporocistos.
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Os gastrépodes, no controle das infecgdes, utilizam o sistema de defesa
interno, constituido por hemacitos e fatores soluveis presentes na hemolinfa
(Coustau et al., 2015). Na interagdo entre gastrépodes e trematddeos, os
hemdcitos circulantes constituem a principal linha de defesa, podendo realizar
reconhecimento, adesdo, encapsulamento, fagocitose do tegumento sincicial,
liberando componentes citotoxicos, promovendo a destruicdo da larva de
trematddeos, e reparacao de tecidos (Adema et al.,, 1994a 1994b; Yoshino &
Vasta 1996).

A heterogeneidade das populacbes de hemdcitos circulantes em B.
glabrata e L. stagnalis varia fenotipica e funcionalmente, quanto ao conteudo
enzimatico hidrolitico, peptidios antimicrobianios e producdo de lectinas
soluveis (Sminia & Van Der Knaap, 1987).

Os autores Martins-Souza et al. (2009) observaram trés tipos de
hemocitos circulantes em Biomphalaria spp. por citometria de fluxo. Em B.
tenagophila X Taim, que é linhagem mais resistente ao parasito, o perfil celular
foi alterado pela infeccdo com o trematédeo, quando ocorreu 0 aumento das
células de defesa de perfil de granulosidade média e baixa em relagdo as
encontradas em B. glabrata-BH (altamente susceptivel) e B. tenagophila-CF
(moderadamente susceptivel), sugerindo a participagcdo dos hemdécitos da
linhagem mais resistente ao combate contra o trematodeo.

Pela heterogeneidade morfologica e bioquimica ha dois tipos celulares
de hemdacitos circulantes em moluscos, os granulécitos e os hialindcitos (Cheng
et al., 2004).

Amen et al. (1992) ndo observaram heterogeneidade da populagcédo de

hemdcitos circulantes de L. stagnalis marcados com anticorpos monoclonais
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(Ls-4) em analise por citometria de fluxo do molusco infectado por T. ocellata,
em diferentes periodos de infeccéo.

Van der Knaap & Loker (1990) mostraram que a interagdo entre
trematédeos e moluscos € complexa. Nesse processo lectinas participam do
reconhecimento de larvas de trematddeos. Esses autores observaram que tais
proteinas podem estar presentes na hemolinfa ou expressas na superficie dos
hemacitos, possibilitando diferentes tipos de ligagdes entre o hemdcito e o
parasito, como: a ligacao direta da lectina expressa na membrana do hemocito
aos carboidratos do tegumento do parasito; a lectina atuar como uma ponte
entre carboidratos da membrana do hemacito e carboidratos do tegumento do
parasito; a lectina do tegumento do parasito liga-se aos carboidratos da
membrana dos hemacitos.

Genes de lectinas do gastrépode B. glabrata tém sido isolados e
sequenciados e o de “FBG - fibrinogen bearing proteins” também conhecido
como FREP-like, mostra uma diversidade de transcritos e formas dessa
molécula, incluindo na estrutura proteica a superfamilia de imunoglobulinas (Ig-
SF) no dominio terminal amina e FGB no terminal carboxil (Zhang et al., 2001),
sendo considerado molécula importante para o imunidade de moluscos.

Adema et al. (1997) observaram o aumento de até 3 x na expresséo de
FREP-like em hemdcitos de B. glabrata infectados por E. paraensei apés
quatro dias de infeccdo pelo trematdédeo. Semelhangcas nas sequéncias de
DNA que codificam essas proteinas em L. stagnalis, dentre outros gastrépodes,
foram também observadas.

Plows et al. (2005) relataram que hemacitos de L. stagnalis reconheciam

glicoconjugados presentes na camada sincicial de Schistosoma. No entanto,

35



nao é completamente conhecida a participacdo dessa via na regulacdo da
infeccdo em moluscos.

Knight et al. (2014) relataram a respeito da capacidade de regulagao
génica de Schistosoma mansoni sobre o DNA de Biomphalaria glabrata, para
a manutengcao do parasitismo, e ressaltaram a importancia de avangos nos
estudos moleculares para a compreensdao da interagcdo entre esses
organismos.

Os autores Gordy et al. (2015) observaram a capacidade dos hemacitos
circulantes de B. glabrata reconhecerem epitopos no tegumento de
esporocistos de trematédeos por meio de FREPs. Segundo os autores esse
processo poderia estimular a producao de hemacitos expressando subtipos de
FREPs que, apods liberados na hemolinfa, auxiliariam no processo de
encapsulamento do parasito. Entretanto, os autores reforcaram a necessidade
da conducgao de estudos futuros para compreensao das vias de sinalizacao
envolvidas no processo.

Diversos estudos tém sido conduzidos com hemocitos circulantes de
gastrépodes (Sminia, 1972; Van der Knaap, 1981). Estes tipos celulares
circulantes variam entre os moluscos. Os autores Van Der Knaap et al. (1981)
verificaram a presenga de opsonina/aglutinina na superficie de amebdcitos de
L. stagnalis, sugerindo que a presenga destas proteinas exercem funcéo de
receptores citofilicos no reconhecimento de material externo.

Os hemdcitos a medida que se desenvolvem, aumenta gradativamente a
adesdo em laminas de vidro, a capacidade de emissdo de pesuddpodes e de

atividade fagocitaria (Van Der Knaap et al., 1993). De acordo com Monick et
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al.(2000) esses processos envolvem vias de ativagao intracelular como as
proteinas quinases C (PKCs) e proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK).

As PKCs constituem uma familia de quinases serina/treonina que sao
presentes em tecidos animais e desempenham fungdes na regulagcdo de
diferentes processos celulares como a diferenciagcédo, o crescimento celular, a
secrecao e a contracao muscular (Kruse et al., 1996).

Buscando compreender o sistema interno de defesa de L. stagnalis,
Walker & Plows (2003) estimularam cultura de hemocitos de L. stagnalis com
lipopolissacarideos (LPS) da parede celular de bactérias gram-negativas, e
observaram ativagéo de vias de sinalizagado de PKCs.

Lacchini et al. (2006) relataram que apds a ativacdo de PKCs, os
hemdcitos de L. stagnalis podem produzir espécies reativas intermediarias do
oxigénio (ROls), sugerindo que este mecanismo de sinalizagdo celular atua na
resposta imune de L. stagnalis, podendo participar no reconhecimento de
patogenos.

Os hemdcitos desempenham papel predominante na eliminacdo de
patogenos, e um dos mecanismos de destruigdo de trematodeos é a producéo
de reativos intermediarios do oxigénio (ROIs) e do nitrogénio (RNS). As
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio possuem meia vida curta, mas,
devido a velocidade de agéo sobre o tegumento sincicial do parasito, sdo muito
efetivas. Os ROls s&o radicais livres que contém atomos de oxigénio, sendo
constantemente gerados quando os hemdcitos circulantes entram em contato
com trematddeos, especialmente o perdoxido de hidrogénio (H202), que tem
sido demonstrado como efetivo na destruicdo de esporocistos. Os hemacitos

durante a fagocitose possuem a capacidade de sintetizar 6xido nitrico (NO)
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pela enzima NO-sintase que reage com o peroxido de hidrogénio formando o
peroxinitrito que € um potente bactericida (Gourdon et al., 2001).

Estudos da imunobiologia de Lymnaea spp. e F. hepatica sao
importantes, visto que a expansao dessa zoonose € crescente em todas as
regides brasileiras, e pouco se conhece da relagdo entre moluscos e esse

helminto no pais.
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3. JUSTIFICATIVA

A fasciolose causada por Fasciola hepatica € uma zoonose,
subnotificada, tanto na populacdo humana quanto nos rebanhos e esta em
expansao por todas as regides brasileiras. Os relatos de fasciolose na regido
Sudeste do Brasil sdo emergentes e mesmo que os dados de prevaléncia ndo
sejam conhecidos, vale ressaltar que a fasciolose além de constituir um
problema de saude publica, causa prejuizos econdbmicos graves a pecuaria
mundial de bovinos e ovinos.

Apesar dos moluscos limneideos serem essenciais para
estabelecimento do parasito na natureza, estudos da interagao intramolusco no
modelo de F. hepatica sdo escassos. Compreender a relagdo desse
trematdédeo com hospedeiro intermediario € fundamental, visto que pouco se
conhece da associagao entre Lymnaea spp. X F. hepatica.

Em Minas Gerais, a fasciolose em rebanhos de bovinos ja foi relatada
em 18 municipios, sendo que na mesorregiao Sul, principal area enzodtica, L.
columella foi diagnosticado com rédias e metacercarias do parasito. Casos
autéctones de bovinos e bubalinos foram registrados recentemente na
mesoregido metropolitana de Belo Horizonte, nos municipios de Pedro
Leopoldo e S&o José da Lapa (Dracz & Lima, 2014), e em capivaras no
municipio de Confins (Dracz et al., 2015 in press), o que refor¢ca a necessidade
de compreender a dispersdo do parasito e dos fatores associados a sua
ocorréncia na bacia hidrografica do rio das Velhas, uma vez que nesse local ha
capitagao de agua potavel para abastecimento da populagdo humana e criagéo

de rebanhos.
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O municipio de Confins esta inserido na bacia hidrografica do rio das
Velhas e no presente estudo buscou-se analisar a influéncia da sazonalidade
com a presenga do gastropode em campo, e o curso da infecgdo por F.

hepatica em Lymnaea columella proveniente da localidade.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Acompanhar a variagdo sazonal e a cinética da infec¢ao por F. hepatica

em Lymnaea spp. do municipio de Confins - MG.

4.2 Objetivos especificos

- ldentificar a espécie de Lymnaea spp. que ocorre no municipio de
Confins - MG;

- Acompanhar a variagdo sazonal da populagdo de Lymnaea spp. no
municipio de Confins - MG em campo;

- Avaliar a ocorréncia de infecgao natural de Lymnaea spp. por F.
hepatica no municipio de Confins - MG;

- Manter a criagdo e avaliar a susceptibilidade de Lymnaea spp. do
municipio de Confins - MG em condigdes de laboratorio;

- Acompanhar a cinética dos estagios evolutivos de F. hepatica
utilizando cortes histologicos;

- Padronizar coleta de hemdcitos circulantes de Lymnaea spp. infectado
experimentalmente por F. hepatica;

- Avaliar a cinética do desenvolvimento de F. hepatica em Lymnaea spp.
infectado experimentalmente por meio da contagem total de hemdcitos

circulantes.
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5. METODOLOGIA

5.1 Area de estudo

A area de estudo situada nas coordenadas geograficas (19°40'17.65" S;
43°57'53.13" O) esta inserida no municipio de Confins, fazendo limite com a
Area de Protecdo Ambiental (APA) - Carste de Lagoa Santa, localizada na
Microrregido de Belo Horizonte - Minas Gerais. A regido de estudo esta
inserida no alto da bacia hidrografica do rio das Velhas (FIG. 1). A vegetacao
predominante é de campo de pastagem e feicbes fitogeograficas de Mata
Atlantica e do Cerrado (Meyer et al., 2010). O clima da regiao, de acordo com a
classificagdo de Koppen, é do tipo tropical de altitude com inverno seco (maio -
agosto) e verao chuvoso (setembro - abril). Os meses de junho, julho e agosto
sao os meses com menor indice de precipitagao pluvial. Novembro, dezembro
€ janeiro sdo os mais chuvosos (Pinheiro & Baptista, 1998; Mello & Silva,

2009).
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FIGURA 1. Area de estudo. Localizagdo do municipio de Confins - MG (seta
vermelha), proximo a APA Carste de Lagoa Santa, Minas Gerais (CPRM,
1998).

5.1.2 Dados climatélégicos

Os valores mensais de precipitacdo pluvial e das médias das
temperaturas, foram obtidos na Estacdo Meteoroldégica de Belo Horizonte -

Pampulha do Instituto  Nacional de  Meteorologia - INMET

(http://lwww.inmet.gov.br) distantes de 22 km da area de estudo experimental.
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5.1.3 Coleta de moluscos

A coleta dos moluscos foi realizada as margens de lagoa marginal do
ribeirdo da Mata (FIG. 2), bacia hidrografica do rio das Velhas, o qual participa
do abastecimento de agua da regido norte da Regido Metropolitana de Belo
Horizonte, e ocorre intensa atividade de extracdo de argila, areia e cascalho
desde 1940 (Meyer et al., 2010). A pastagem em volta da lagoa é formada por
Brachiaria brizantha. No interior da lagoa encontram-se macréfitas aquaticas
taboa (Typha spp.), agua-pé (Eichornia spp.) e salvinia (Salvinia spp).

Os moluscos foram coletados mensalmente em trés bebedouros naturais
do rebanho de bovinos onde existiam ciradouros de Lymnaea spp. as margens
da lagoa (FIG. 2), que foram selecionados previamente pela existéncia de
espécimes e da postura de desovas. As coletas foram realizadas mensalmente,
no periodo da manha, entre 8:00 e 11:00 horas, utilizando-se o método dos
“‘quadrats” (Amato et al., 1986; Gaasenbéck et al., 1992; Coelho, 2007). Em
cada bebedouro foi demarcado aleatoriamente 1m? utilizando um quadro
constituido com ripas de madeira de 1m x 1m. Esse quadro era colocado
perpendicularmente as margens da lagoa com 50 cm dentro d’agua e 50 cm
fora d’agua. Nesse quadrado realizou-se a coleta de moluscos hospedeiros
com varias conchadas, utilizando peneiras com 20,5 cm de didmetro e malha
de ago com capacidade de reter particulas de 1 mm. A vegetagdo também foi
removida para identificacdo e coleta de moluscos (Souza & Lima, 1997;
Coelho, 2007).

Os moluscos coletados foram acondicionados em recipientes plasticos
contendo agua da lagoa e levados ao Laboratério de Helmintologia Veterinaria

do Departamento de Parasitologia-Instituto de Ciéncias Bioldgicas-
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Universidade Federal de Minas Gerais (LabHelVet) para identificagéao,
quantificacdo e biometria, juntamente com amostras de vegetais que foram
identificadas e examinadas em microscopio estereoscépico no aumento de 40X

para verificar a presenga de metacercarias.

Image ©2015 DigitalGlobe

FIGURA 2. Area de estudo. Bebedouro natural (linha vermelha), ribeirdo da
Mata (seta azul) e sede da fazenda (seta laranja), municipio de Confins-MG.
Barra de escala=500 m. Fonte: Google Earth, 23/07/2015.
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FIGURA 3. Areae estudo. EmAeB vsta db bebedoﬁro natural onde foram
realizadas as coletas. Em C parcela de 1 m?e em D especime de Lymnaea
spp. (seta amarela).

5.1.4 Identificacdo dos moluscos e de estagios evolutivos de F.
hepatica em Lymnaea spp. coletados em campo

Para identificacdo especifica 15 espécimes de Lymnaea spp. coletados
durante o periodo experimental foram acondicionados em sacos plasticos com
agua da lagoa e encaminhados ao Laboratério de Helmintologia e Malacologia
Médica do Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ-MG para identificacao
de acordo com Paraense (1983). Foram observados os parametros
morfolégicos de formato da concha, do tubulo renal, do aparelho genital e da
radula. Os demais gastrépodes foram identificados ao nivel genérico no
LabHelVet-ICB/UFMG, assim como a vegetagao coletada na regido do estudo.

Os espécimes de Lymnaea spp. coletados foram mantidos em cubas
plasticas forradas com filme plastico contendo agua isenta de cloro, fragmentos

de alface durante 15 dias. Diariamente, os recipientes ficavam expostos a um
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foco de luz de 60 watts numa distancia de 40 cm, durante 4 horas, para
verificacdo da eliminagcdo de cercarias de F. hepatica. Apos esse periodo o
flme plastico e o conteudo aquoso foram analisados em microscopio
estereoscopico no aumento de 40X para pesquisa de cercarias e
metacercarias.

Diariamente, os moluscos mortos foram removidos do recipente, e as
partes moles foram retiradas das conchas com auxilio de uma pinga, seguido
de dissecacao com estiletes ao microscopio estereoscopico para verificagao da

presenca de formas evolutivas de F. hepatica.

5.1.5 Criagcao de Lymnaea spp.

Apos 15 dias espécimes de Lymnaea spp. eram tranferidos para cubas
de criagdo para obtencdo de desovas destinadas aos experimentos
posteriores. Esses moluscos foram mantidos em temperatura ambiente média
de 24 °C em cubas plasticas de 25x30x20 cm contendo 1,5 L de agua isenta de
cloro e 03 fragmentos de isopor de 4 cm? para realizagdo das desovas. Os
moluscos foram alimentados com folhas de alface. As cubas foram cobertas
com telas de malha de 3 mm presas com elastico e o fundo foi limpo por
sucgdo com pipeta Pasteur. A agua era trocada uma vez por semana, periodo
em que era adicionado cerca de 200mg de carbonato de calcio (CaCOsg).
Quando os moluscos atingiram o tamanho, a partir de 4 mm, eram utilizados

nos protocolo de infecgao descritos a seguir.
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5.2 Avaliagao da suscetibilidade de Lymnaea spp. frente a F.
hepatica

5.2.1 Obtencao de ovos e miracidios

Ovos utilizados para obtencdo de miracidios foram coletados em
amostras de fezes de bovinos naturalmente infectados por F. hepatica em
propiedades rurais da regido de estudo. As fezes foram coletadas diretamente
da ampola retal dos animais, acondicionadas em sacos plasticos, em seguida
transportadas em caixas de isopor até o LabHelVet-ICB/UFMG, onde foi
realizado exame coprologico utilizando a técnica de 4 tamises descrita por
Girdo & Ueno (1985b).

Amostras de fezes foram colocadas em béquer, diluidas em agua e
homogeneizadas com auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, a mistura foi
passada em um conjunto de quatro tamises sobrepostos na sequéncia de
ordem 100, 180, 200 e 250 malhas/polegadas, com aberturas de 174, 96, 87 e
65 pm, respectivamente. Os trés primeiros tamises retém detritos alimentares.
Os ovos de F. hepatica sdo armazenados no ultimo tamis (250
malhas/polegada), quando foram recolhidos em um copo plastico, utilizando um
jato de agua no sentido oposto ao da lavagem.

Nos copos plasticos esse conteudo foi decantado e o sedimento
transferido para placa de Petri, os ovos foram coletados em microscopio
estereoscépico no aumento de 20 X com auxilio de uma pipeta de Pasteur e
alocados em uma placa de Petri contendo agua isenta de cloro e incubados em
estufa a 27 °C. Apds o 8° dia as placas foram examinadas diariamente em
microscopio estereoscopio, para acompanhar o desenvolvimento dos

miracidios no interior dos ovos. Quando estes estavam completamente

48



formados, as placas foram colocadas sob foco de luz de 60 watts a uma
distancia de 50 cm para induzir a eclosdo dos miracidios utilizados no protocolo

abaixo.

5.2.2 Infecgao experimental de Lymnaea spp. por F. hepatica

Os moluscos utilizados para as infecgbes experimentais foram
provenientes de desovas obtidas de Lymnaea spp. coletados em Confins-MG e
mantidos em laboratorio conforme o item 5.1.5.

Foram utilizados espécimes com comprimento minimo de 4 mm de
concha que foram colocados individualmente em pocos de uma placas de
poliestireno (FALCON 3047) contendo 2 mL de agua onde adiciou-se 2
miracidios recuperados com auxilio de uma pipeta de Pasteur. As placas foram
tampadas, expostas a foco de luz de 60 W a uma distancia de 50 cm por 24
horas. Ao final desse periodo cada pogo foi inspecionado em microscépio
estereoscoépico, juntamente com a superficie externa dos moluscos em
aumento de 40X para confirmacdo da infeccdo. Esses moluscos foram

utilizados nos itens 5.2.3 e 5.2.4.

5.2.3 Histologia de Lymnaea spp.

O desenvolvimento de F. hepatica em Lymnaea spp., proveniente do
municipio de Confins-MG, criado no LabHelVet-ICB/UFMG, foi avaliado por
meio da histologia. Cinco espécimes de moluscos foram fixados por imerséo
em solucédo de Bouin por 24 horas nos intervalos de 30 minutos, 1°, 2°, 3°, 7°,
10°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42° e 55° dia(s) apds a infecgdo (dpi) e no grupo nao

infectado (0O dpi). Posteriormente, os tecidos moluscos foram retirados das
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conchas e incluidos em parafina para preparagao histolégica utilizando técnicas
descritas por Pan (1958), Plesh et al. (1975). A desidratacao foi realizada em
quatro banhos de alcool 70%, 80%, 90% e 100%, seguida da diafanizagao que
foi feita em trés banhos de xilol. As pecas foram incluidas em parafina a 56 C e
cortes seriados de 5-7um foram obtidos em micrétomo. Os cortes histologicos
foram hidratados, passando o material em séries de xilol, alcool e agua
corrente. A coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) foi realizada por quinze
minutos e em seguida, foi feita lavagem por 10 minutos em agua corrente e
entdo os cortes foram imersos em eosina por 30 minutos e lavados novamente
em agua corrente, desidratada em alcool, clarificados em xilol e montados com
Entellan (Merk). As Iaminas prontas com os cortes de cada periodo de infec¢ao
foram examinadas ao microscépio Olympus BX41N, acoplado em camera

digital Olympus DP12 para o registro fotografico.

5.2.4 Variagoes na populagao de hemoécitos circulantes de Lymnaea
spp.

5.24.1 Coleta de hemolinfa e quantificacido de hemécitos de
Lymnaea spp. infectado por F. hepatica

Um grupo de 150 moluscos foi utilizado para observar o comportamento
dos hemdocitos a infeccao por F. hepatica. Foram utilizados para coleta de
hemolinfa 15 moluscos em cada um dos seguintes intervalos: 30 minutos apds
infeccdo, 17, 7, 10°,14°, 21", 28°, 45" e 50" dpi e o grupo n&o infectado (0 dpi).
Os moluscos foram imersos em solugdo de Pentobarbital Sédico (Hypnol-
Cristalia) a 0,4mg/mL diluido em Chernin’s balanced salt solution- CBSS (47,7

mM de NaCl, 2,0 mM de KCI, 0,49 mM de Na;HPO, anidro, 1,8 mM de MgSO;, .
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7H20, 3,6 mM de CaCl, . 2 H,0, 0,59 mM de NaHCO3, 5,5 mM de glicose e 3
mM de trealose, pH 7.2). Apos 4 horas de imersdao em temperatura ambiente
ocorreu anestesia dos espécimes, segundo protocolo adaptado de Martins-
Souza et al. (2003). Em seguida as conchas foram limpas com papel
absorvente embebido em alcool 70%.

Para coleta de hemolinfa um tubo capilar heparinizado de micro-
hematocrito (Glasscyto - 80UI/mL de heparina sodica, 75 mm de comprimento
x 1,6 mm de didmetro externo) foi inserido em movimentos circulares na regiao
cefalopodal do molusco até a transposicdo da musculatura e o alcance da
cavidade corporal. A hemolinfa coletada de trés moluscos, por capilaridade, foi
agrupada sobre filme plastico a 4 °C formando um “poofl” para analise posterior.
Em seguida, diluiu-se 10yl da hemolinfa do ‘pool“ de 1:10 em solugao
CBSS/Citrato/EDTA suplementado com 100 U/mL penicillina, 100 pg/mL
estreptomicina (Sigma, St. Louis MO, USA) contendo corante vital Azul de
Tripan 4% (SIGMA) para quantificar e avaliar a viabilidade dos hemdcitos por
meio de camara de Neubauer como descrito por Martins-Souza et al. (2003) e

Pereira et al. (2008).

5.2.4.2 Curva de sobrevivéncia de Lymnaea spp. infectado por F.
hepatica

Para analise da curva de sobrevivéncia 70 Lymnaea spp. infectados
individualmente com dois miracidios de F. hepatica conforme descrito no item
5.2.2 e 70 moluscos nao infectados foram mantidos em cubas nas condi¢des
descritas acima. As cubas foram acompanhadas diariamente por 7 semanas

apos a infecgao (spi) para quantificagdo dos moluscos mortos.
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5.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no Software Graphpad Prism 5.0.

Os dados das coletas foram tratados estatisticamente por meio da
correlagdo de Spearman entre as densidades populacionais dos moluscos
registradas em cada més e os fatores climaticos (precipitacdo pluvial e
temperatura média).

O numero médio das contagens de hemocitos circulantes foi comparado
entre Lymnaea spp. nao infectados e infectados por F. hepatica, por meio do
teste One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey.

A curva de sobrevivéncia dos moluscos foi analisada pelos testes de

Kaplan-Meier Survival Curves e Log-Rank Test.
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6. RESULTADOS

6.1. Variagao nas médias mensais de temperatura e precipitagcao

pluvial

As variagbes das médias de temperatura e da precipitagdo pluvial

mensais estao representadas no Grafico 1.
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GRAFICO 1. Variagdo da temperatura média ('C) e da precipitagdo pluvial
(mm) de janeiro/2013 a dezembro/ 2014 do municipio de Confins - MG.

O indice de precipitacdo pluvial mensal no ano de 2013 reduziu
gradativamente de 381 mm em janeiro at¢ 0 mm em julho e agosto. Em
setembro iniciou-se o periodo chuvoso atingindo 536 mm em dezembro de
2013, que foi o maior valor registrado durante os dois anos de estudos. No ano
de 2014 entre os meses de janeiro e margo a precipitacado pluvial variou de 77
a 100 mm, atingindo o maior valor médio de 237 mm em abril diferente do que
normalmente ocorre no periodo do ano nessa regido. Nos meses de agosto e
setembro o nivel de precipitagao pluvial foi de 0 mm, subindo até 186 mm em
dezembro. Em 2013 a precipitagdo pluvial reduziu de janeiro a agosto,
enquanto que em 2014, a precipitagao pluvial total foi menor e ndo seguiu a
mesma distribuicdo do ano anterior. As menores médias de temperatura

registradas em 2013 e 2014 ocorreram em agosto, e foram 20,4 C e 19,1 C,
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respectivamente. As maiores temperaturas médias registradas foram 24,3 C

que ocorreram em fevereiro de 2013 e 24,9 'C registrada em marco de 2014,

6.1.2 Identificagdo dos moluscos e de estagios evolutivos de F.
hepatica em Lymnaea spp. coletados em campo

Lymnaea spp. foi identificado morfologicamente segundo Paraense
(1983) como Lymnaea columella (Say, 1817). Os gastrépodes Biomphalaria
spp. (Preston, 1910), Physa spp. (Draparnaud, 1801), Melanoides spp. e
Pomacea spp. (Olivier, 1804) foram identificados de acordo com o Manual de
Vigilancia e Controle de Moluscos de Importancia Epidemiolégica no sitio
eletrébnico www.saude.gov.br/svs. Os moluscos coletados durante o periodo
experimental estdo representados na Tabela 01.

Durante as analises de moluscos L. columella ndo foram identificadas

formas evolutivas de F. hepatica.

6.1.3 Variagao na populagao de gastropodes coletados

As dimensdes aproximadas da lagoa marginal obtidas no “software -
Google Earth” e foram: 1.670 m de perimetro; 180 m de largura; 301 m de
comprimento; area total de 5,4 ha. Os bebedouros naturais onde foram
realizadas as coletas apresentaram cerca de 110 m, dos quais foram
amostrados 3 m?/més. Apds 24 meses de amostragem, foram coletados 1909
espécimes de gastropodes, sendo que Physa spp. foi mais abundante, com
537 (28,13%) individuos capturados, seguidos de Melanoides spp. com
487(25,51%), Pomacea spp. com 407 (21,32%), L. columella com 351

(18,36%) e Biomphalaria spp. com 127 (6,65%) espécimes.
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Em 2013 os meses de maio e julho, estagdo de menor precipitagéo,
ocorreram os maiores numeros de especimes coletados de L. columella, 27 e
09 respectivamente por m? amostrado. No ano de 2014 observou-se o0s
maiores numeros de moluscos capturados na estacdo seca que se estendeu
até setembro. Biomphalaria spp. e Melanoides spp. tiveram os menores
numeros de espécimes amostrados na estacao seca de 2013 e de 2014. Physa
spp. foi encontrado em quase todos os meses, com excec¢ao de abril de 2014.
Pomacea spp. foi coletado durante todo o periodo de estudo, com maior
numero durante os meses da estacdo chuvosa. Na Tabela 1 esta representada

a variacao das populagdes de gastrépodes nos dois anos do experimento.
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TABELA 1. Variagdo mensal das populagbdes de gastrépodes coletados em 3
m? de bebedouros naturais de bovinos, em lagoa marginal do ribeirdo da Mata,
Confins-MG, entre janeiro/2013 a dezembro/2014.

Més/ano L. columella Biomphalaria spp. Melanoides spp.  Physa spp. Pomacea spp.
jan/13 11 11 34 15 18
fev/13 1 1 37 3 18
mar/13 9 8 32 13 47
abr/13 5 6 39 15 15
mai/13 27 2 19 28 17
jun/13 3 1 17 5 2
jul/13 9 3 8 30 10
ago/13 2 0 13 36 7
set/13 3 1 5 13 9
out/13 5 3 4 25 5
nov/13 5 0 23 21 8
dez/13 4 0 16 7 5
jan/14 1 2 56 61 47
fev/14 1 35 6 21 33
mar/14 4 21 32 20 56
abr/14 1 3 25 0 22
mai/14 4 9 31 5 24
jun/14 30 0 0 7 4
jul/14 58 1 14 1 4
ago/14 33 3 17 61 1
set/14 75 3 20 48 7
out/14 45 10 10 53 29
nov/14 7 3 9 35 13
dez/14 8 1 20 14 6
Total 351 127 487 537 407
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6.1.4 Comparacao de populagoes de gastrépodes

Os testes de correlacdo mostraram que houve pouca semelhancga entre
as variagdes de populacdes das diferentes espécies de gastropodes quando foi
comparado o numero de moluscos coletados entre os dois anos de
amostragem (TAB. 2).

A correlagdo estatistica de L. columella com Biomphalaria spp. foi
positiva e fraca (rs= 0,09), enquanto que em relacdo a Melanoides spp. foi
negativa e fraca (rs= -0,20) e a Physa spp., foi observado o maior valor de
correlagao positiva, porém fraco (rs= 0,26). Entre L. columella e Pomacea spp.
ocorreu 0 maior valor de correlagdo negativa (rs= -0,33), também considerado
fraco.

As correlagbes estatisticamente significativas entre os gastropodes
coletados ocorreram entre Biomphalaria spp. € Pomacea spp. (rs= 0,65) e entre
Melanoides spp. € Pomacea spp. (rs= 0,50).

TABELA 2. Coeficientes de correlacdo observados na comparacao entre as
variagbes de populag¢des das diferentes espécies de gastropodes coletados em

bebedouros naturais de bovinos, em lagoa marginal do ribeirdo da Mata,
Confins-MG, entre janeiro/2013 a dezembro/2014.

L. columella  Biomphalaria spp.  Melanoides spp. Physa spp. Pomacea spp.
L. columella spp. X 0,10 -0,20 0,26 -0,33
Biomphalaria spp. 0,09 X 0,23 0,21 0,65
Melanoides spp. -0,20 0,23 X -0,13 0,50
Physa spp. 0,26 0,21 -0,13 X 0,10
Pomacea spp. -0,36 0,65 0,48 0,10 X

6.1.5 Variagao das populagoes de L. columella
A analise descritiva nos dois anos de coleta mostrou que a redugao da
precipitacdo pluvial entre os meses de abril e setembro de 2013 e 2014,

coincidiu com o aumento do numero de espécimes L. columella (GRAF. 2).
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GRAFICO 2. Variacdo do numero de Lymnaea columella coletados
mensalmente e da precipitacdo pluvial (mm) entre dezembro/2013 e janeiro/
2014 em Confins-MG.

O coeficiente de correlagao da populagdo de L. columella entre os dois
anos de coleta foi fraco e negativo (rs= -0,2).

As correlagbes estatisticas entre L. columella e a precipitagdo pluvial

foram fracas (rs= -0,15), enquanto que para temperatura foi de (rs= -0,40).
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GRAFICO 3. Variacdo do tamanho médio das conchas de Lymnaea columella
coletados mensalmente entre dezembro/2013 a janeiro/2014 em Confins - MG.

Os valores médios do tamanho das conchas de L. columella variaram
durante os dois anos de amostragem e estao representados no Grafico 3. As

maiores medias dos tamanhos da concha foram observadas em agosto de
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2013 (X=8,5, DP=2,12) e dezembro de 2013 (X=8,5, DP=4,04) e a menor
meédia desses valores ocorreram em agosto de 2014 (X=2,54, DP=1,27). Foram
observados tamanhos menores das conchas de L. columella entre os meses de
abril, maio e junho e julho de 2013 e agosto, setembro e outubro de 2014. Nos
meses da estagao chuvosa de 2013, a partir de fevereiro, ocorreram moluscos
com conchas menores até o més de maio, seguido do aumento de tamanho
das conchas de maio a agosto, reduzindo novamente de outubro a novembro.
No ano de 2014 os moluscos com conchas de tamanhos maiores variaram de
janeiro a maio, aumentando em junho e julho, atingindo os menores valores em
agosto, voltando a aumentar até dezembro. As variagdes do tamanho médio
das conchas dos moluscos observadas nos dois anos de estudo sugeriram
haver sucessao de geragdes de L. columella, durante todo o ano, com maiores

tendéncias para os meses de menor precipitagdo pluvial.

6.2 Histologia de L. columella durante o desenvolvimento de F.
hepatica

A regiao cefalopodal dos moluscos do grupo nao infectado de L.
columella mostrou-se revestido por epitélio cilindrico formado por células
prismaticas polarizadas, de nucleo basal. O citoplasma das células epiteliais
apresentou discreta basofilia. Foi observada no tecido conjuntivo a presenca de
fibroblastos de citoplasma baséfilos com prolongamentos em meio a matriz do
tecido conjuntivo e fibras musculares tranversais, obliquas e longitudinais.
Ocorreram hemdécitos dispersos pelo tecido conjuntivo em espacgos onde fluia a

hemolinfa (FIG. 4).
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Na regidao do manto de L. columella do grupo nao infectado o tecido
epitelial era constituido por células prismaticas, e logo abaixo ocorreu tecido
conjuntivo frouxo formado por espagos onde fluia a hemolinfa, fibras colagenas
e musculares em diferentes planos. Outros tipos celulares encontrados foram
fibroblastos e hemdécitos (FIG. 5).

A luz da glandula digestiva era revestida por epitélio prismatico com
celulas ciliadas e mucosecretoras, onde foram observados vacuolos
translucidos. Abaixo do tecido epitelial glandular a lamina proépria, formada por
tecido conjuntivo continha fibras colagenas e musculares com fibrobrastos em
meio a matriz extracelular. Em regides da luz do intestino, préximas a glandula
digestiva ocorreram células prismaticas e cubicas revestidas por muco. A
hemocele continha hemdcitos livres nos espacos interlobulares (FIG. 6 e 7).

Aos 30 minutos apos infeccao os miracidios de F. hepatica, revestidos
por placas ciliares remanescentes, estavam no tecido conjuntivo das regides
cefalopodal e manto. Nessas regides ocorreram lacunas no entorno desses
miracidios, devido ao rompimento de fibras musculares dispostas nos planos
transversal e longitudinal, localizadas proximo aos fibroblastos. Também foram
verificados hemacitos dispersos em espacgos integros onde fluia a hemolinfa do
molusco e aderidos aos miracidios (FIG. 8).

Observou-se ao 1° dpi, na regido cefalopodal dos moluscos, miracidios
revestidos por placas ciliares, aderidos ao epitélio pela papila anterior,
causando o estiramento do tecido epitelial e conjuntivo formando lacunas com
formato de tunel. O interior dessas lacunas apresentou vesiculas,

possivelmente formadas pela liberacdo de células das placas ciliares do
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miracidio. Nesses locais, hemdcitos dispersos e aderidos aos miracidios e
presentes no tecido conjuntivo foram constatados (FIG. 9).

No 2° e 3° dpi na regidao cefalopodal e hemocele de L. columella, foram
observados esporocistos com formato sacular, contendo células translucidas
arredondadas. Nesse periodo ocorreu o rompimento do tecido conjuntivo com
formacdo de lacunas no entorno dos esporocistos. No 3° dpi alguns
esporocistos encontravam-se proximos a fibras musculares rompidas. Além
disso, haviam hemdcitos dispersos no tecido conjuntivo do molusco e proximos
aos esporocistos (FIG. 10 e 11).

No 7° dpi esporocistos arredondados estavam presentes na regido
cefalopodal de L. columella, proximos a radula, com a presenga de fibras
musculares rompidas nessa regido. A camada muscular dessas larvas estava
formada e envolvia células germinativas de intensa basofilia, que se
desenvolveriam em rédias (FIG. 12).

No 10° dpi na regido -cefalopodal rédias em desenvolvimento
apresentavam faringe e ceco. Esse estagio larval estava presente em lacunas
do tecido conjuntivo rompido do molusco. Foram observados hemdcitos
aderidos as rédias com reac¢des hemocitarias discretas (FIG. 13).

No 14° dpi rédias em diferentes estagios de desenvolvimento estavam
livres na hemocele. Algumas apresentavam células que originariam o
tegumento, faringe, ceco e células germinativas, e outras rédias ja
apresentavam essas estruturas formadas. Na hemocele dos moluscos foram
observados infiltrados celulares contendo hemadcitos na hemolinfa no entorno

das rédias caracterizando uma reagéo hemocitaria (FIG.14 e 15).
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No 21° dpi rédia com faringe desenvolvida foi observada na regido da
hemocele préxima ao es6fago. Observou-se hemdcitos na hemolinfa proximos
ao parasito (FIG. 16).

No 28° dpi as rédias apresentavam faringe desenvolvida, tegumento,
ceco e células germinativas, formando lacunas no tecido conjuntivo rompido do
manto de L. columella (FIG. 17).

No 35 dpi observou-se rédia de F. hepatica em desenvolvimento
caracterizado com a presencga ceco, faringe e células germinativas no tecido
conjuntivo proximo ao es6fago de L. columella, sem formacao de infiltrado de
hemdcitos (FIG. 18).

No 42’ dpi foi observada rédia com faringe e ceco formados no tecido
conjuntivo proximo ao es6fago e radula. Nao foi observado infiltrado de
hemdcitos nesse periodo de infecgéo (FIG. 19).

No 55° dpi na glandula digestiva, as rédias albergavam rédias filhas e
cercarias em desenvolvimento, com desorganizagdo da estrutura dos tecidos
epitelial e conjuntivo dos lobulos da glandula digestiva causada pela presenga
do parasito. Algumas dessas cercarias continham produtos da glandula
cistogénica de cor bronze. Essas rédias ocupavam grandes porgdes da

gléandula digestiva dos moluscos (FIG. 20).
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FIGURA 4. Histologia da regidao cefalopodal de Lymnaea columella néao
infectada. Observar tecidos epitelial (Te) e conjuntivo (Tc), fibras musculares
(fm), fibras colagenas (fc), espagos da hemolinfa (eh), hemdcitos (he).
Coloragcao HE. Barra de escala = 50 pm.

FIGURA 5. Histologia do manto de Lymnaea columella nao infectada.
Observar tecidos epitelial (Te) e conjuntivo (Tc), fibras musculares (fm) e
colagenas (fc), espagos da hemolinfa (eh), hemdécitos (he), células epiteliais
(ce) e fibroblastos (fb). Coloracao HE. Barra de escala = 25 pm.
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FIGURA 6. Histologia da regido d gInduI'a digetiv Lymae columella ndo
infectada. Observar I6bulos glandulares (Lb) e Iumen (lu), intestino (IN),
hemocele (HC), manto (MT) tecidos epitelial (Te) e conjuntivo, hemdcitos (he).

Coloracédo HE. Barra de escala = 50 ym.

FIGURA 7. Histologia da regido da glandula digestiva Lymnaea columella nao
infectada. Observar hemocele (HC), tecidos epitelial (Te) e conjuntivo (Tc),
[umen (lu) dos Iébulos glandulares (Lb), células com vacuolos (cv), hemécitos
(he) na hemocele (HE) e fibroblastos (fb). Coloracédo HE. Barra de escala = 25
Mm.
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FIGURA 8. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Miracidio (M) de F. hepatica com placas ciliares (*) no manto 30
minutos apds infecgdo no tecido conjuntivo (Tc). Observar lacuna (la) e
hemdcitos (he). Coloragdo HE. Barra de escala = 25 pm.

FIGURA 9. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Miracidios (M) com placas ciliares (*) vesiculas (v) na regido
cefalopodal no 1° dpi. Observar tecidos epitelial (Te) e conjuntivo (Tc), lacunas
(la), lesao (Is), e hemdécitos (he). Coloragdo HE. Barra de escala = 25 uym.

65



FIGURA 10. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Esporocisto (E) no 2 dpi com células translucidas (ct) na hemocele
(HC). Tecido conjuntivo (Tc), hemocele (HC) e hemdcitos (he). Coloragao HE.
Barra de escala = 25 ym.

FIGURA 11. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Esporocistos (E) no 3 dpi com células translicidas (ct) na regiao
cefalopodal no tecido conjuntivo (Tc), espagos da hemolinfa (eh) e hemacitos
(he): Coloragao HE. Barra de escala = 50 ym.
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FIGURA 12. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Esporocisto (E) no 7 dpi na regiao da radula (RD) préximo a fibras
musculares (fm). Coloragéo HE. Barra de escala = 10 um.

FIGURA 13. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) no 10 dpi em lacuna (la) na regido cefalopodal, tecidos
epitelial (Te) e conjuntivo (Tc), espagos da hemolinfa (eh), hemdcitos (he).
Coloracédo HE. Barra de escala = 50 ym.
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FIGURA 14. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédias (R) no 14 dpi na hemocele (HC), tecidos epitelial (Te) e
conjuntivo (Tc), espagos da hemolinfa (eh), hemdcitos (he), hemolinfa (hf),
radula (RD), suportes da radula (SR), es6fago (ES), fibras musculares (fm).
Coloracédo HE. Barra de escala = 100 pm.

FIGURA 15. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) no 14 dpi na hemocele (HC) apresentando faringe (fa),
tegumento (te), ceco (cc), células germinativas (cg), tecidos epitelial (Te) e
conjuntivo (Tc), espagos da hemolinfa (eh), lesao (le), hemdécitos (he) e
hemolinfa (hf). Coloragédo HE. Barra de escala = 50 ym.
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FIGURA 16. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) no 21 dpi com faringe (fa) na hemocele (HC), hemdcitos
(he), hemolinfa (hf) e intestino (IN). Coloragao HE. Barra de escala = 25 pm.

FIGURA 17. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) no 28 dpi com faringe (fa) em lacuna (la) do manto (MT)
entre o colar do manto (CM) e hemocele (HC), tecidos epitelial (Te) e
conjuntivo (Tc). Coloragao HE. Barra de escala = 50 um.
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FIGURA 18. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) no 35 dpi apresentando faringe (fa), ceco (cc) e
tegumento (Te), no tecido conjuntivo (Tc), préximo ao es6fago (ES). Coloragao
HE. Barra de escala = 25 uym.

FIGURA 19. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédia (R) ao 42 dpi em lacuna (la) no colar do manto (CM), proxima
ao manto (M), apresentando faringe (fa), ceco (cc) e células germinativas (cg).
Coloracao HE. Barra de escala = 50 pm.
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FIGURA 20. Histologia do desenvolvimento de Fasciola hepatica em Lymnaea
columella. Rédias (R) e cercarias (C) com glandulas cistogénicas (cgp) no 55
dpi, na regido da glandula digestiva (GD), observar Iébulos (Ib) e lumen (lu).
Coloracédo HE. Barra de escala = 50 ym.

6.3 Hemocitos circulantes de L. columella

6.3.1 Contagem total e viabilidade dos hemoécitos

Foram observadas variagcdes no numero médio de hemdcitos circulantes
na hemolinfa de L. columella do grupo infectado por F. hepatica, em relagéo ao
grupo nao infectado. Os dados demonstrados referem-se a cinco repetigdes de

contagens realizadas aos 30 minutos apds infeccdo 1, 7°, 147, 10, 217, 28', 45

e 50  dpi e 0 dpi (grupo néo infectado).
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TABELA 3. Perfil do numero e desvio padrao médio de hemdacitos circulantes
totais e mortos na hemolinfa de Lymnaea columella, dos grupos nao infectado
e infectado por Fasciola hepatica.

Intervalo de Infecgao Hemécitos totais (x1 OslpL) Hemacitos mortos

(x10°/uL)
0 (ndo infectado) 0,21 + 0,01 0,18 + 0,01 (8,6%)
30 minutos apds infecgdo 0.09 + 0.06° 0,01%0,01° (11,1%)
1 0,29+0,18° 0,05+0,04° (16,6%)
7 0,17+0,06 0,04 +0,03° (19,4%)
10 0,16+0,10 0,01£0,01 (6,3%)
14’ 0,07+0,04° 0,01+ 0,01 (12,8%)
21 0,11+0,09° 0,02+0,01 (8,3%)
28" 0,09+0,07° 0,01+0,07 (11,1%)
45 0,00+0,01° 0,00 £ 0,00 (0%)
50° 0,14+0,09 0,01£0,01 (7,1%)

A letra "a" representa p<0,05, a letra "b" representa p<0,01, a letra "c"
representa p<0,001, que sao diferencas estatisticas entre o numero de
hemacitos do grupo infectado em relagao ao grupo nao infectado.

O numero médio de hemacitos totais oscilou ao longo da infecgéo (TAB.
3, GRAF. 4), houve reducdo aos 30 minutos apos infeccdo (0.09 + 0.06),
aumento no 1~ dpi quando se quantificou os maiores valores de células (0,29 £
0,18), reducgdo no 7 dpi (0,17 + 0,06), 10" dpi (0,16 + 0,10), 14 dpi (0,07 +
0,04), com aumento no 21 dpi (0,11 + 0,09), reducdo aos 28" dpi (0,09 + 0,07)
e 45 dpi (0,00 + 0,01) e aumento ao 50 dpi (0,14 + 0,09). Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos infectado e
nao infectado nos intervalos 30 minutos apds infecg¢ao, 1°, 21° dpi (p<0.05), 28°
dpi (p<0.01), 14° e 45° dpi (p<0.001).

Variagbes também foram observadas no numero médio de hemdcitos

mortos ao longo da infec¢do (TAB. 3, GRAF. 4). Oscilagbes no numero médio
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de células nao viaveis foram semelhantes na maioria dos dias analisados. No
entanto, aos 30 minutos apos infecgéo (0,01 £ 0,01), 1 dpi (0,05 £ 0,04) e 7 dpi
(0,04 £ 0,03) ocorreram diferengas estatisticas entre grupo n&o infectado, (0,18

1 0,01) representadas respectivamente por p<0,001, p<0,05 e p<0,001 .
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GRAFICO 4. Contagem do nimero médio de hemdcitos totais e mortos (ndo
viaveis) de Lymnaea columella infectada por F. hepatica. * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, representam diferencas estatisticas do numero de hemdcitos do
grupo infectado em relagéo ao grupo nao-infectado.

6.4 Curva de sobrevivéncia de L. columella infectada por F.
hepatica

Foram observadas diferencas estatisticas entre as curvas de
sobrevivéncia de L. columella do grupo infectado e nado infectado durante o
experimento (p<0.002). No grupo de moluscos infectados por F. hepatica, o

padriao de mortalidade aumentou a partir da 2% semana apds infecgao (spi), no

final da 4% spi 20% dos espécimes infectados morreram, e entre a 5% e a 6°
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semana, mais 20% dos moluscos infectados morreram. Sendo que ao final do

experimento, somente 20% dos L. columella infectados permaneceram vivos,

enquanto que dos moluscos nao infectados 92,5% permaneceram vivos

(GRAF. 5).
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GRAFICO 5. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia de L. columella
infectada por F. hepatica. O valor de p<0.002 representa as diferengas
estatisticas observadas entre as curvas de sobrevivéncia dos moluscos
infectados e néo infectados no periodo de 7 semanas apos a infecgao.
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7. DISCUSSAO

7.1 Variagao da populagao de L. columella em Confins - MG

No periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2014 foi coletado um total
de 351 espécimes L. columella em bebedouros naturais de lagoa marginal do
ribeirdo da Mata nos 24 meses de estudo, sendo encontrada diversidade de
outros gastropodes formada por Biomphalaria spp., Melanoides spp., Physa
spp. € Pomacea spp.. Esses moluscos ocorreram durante as estagdes seca e
chuvosa nos dois anos de amostragem, devido as caracteristicas da lagoa
marginal no periodo em que foi realizado o presente trabalho, que se
mantiveram como um ambiente Iéntico, conforme proposto por Esteves (1998),
sendo constituido por um corpo d’agua de baixa for¢ca de corrente com aguas
quase paradas e lentamente renovadas, uma vez que nao foi inundada pelo
ribeirdo da Mata nas duas estagdes chuvosas.

No presente estudo os gastropodes coletados apresentaram fracas
correlagdes estatisticas com L. columella. Tal resultado pode ser explicado por
meio da analise descritiva do numero de moluscos, Biomphalaria spp.,
Melanoides spp., Physa spp. e Pomacea spp., que apresentaram oscilagdes
populacionais entre as estacbes seca e chuvosa nos dois anos do estudo.
Todavia, de forma independente da sazonalidade, a diversidade de
gastropodes coletados foi constante o que pode ser atribuido & semelhancga de
habitat desses moluscos, relatada também por outros autores, como Martello et
al. (2008), que observaram em planicies permanentes de inundagao do rio
Iguariaca, afluente do rio Uruguai, municipio de Sao Borja-RS, a preferéncia de
L. columella pela regido do talo de Eichornia spp., enquanto que Biomphalaria

spp., Pomacea spp. € Stenophysa spp. estavam associadas as raizes do
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vegetal. As taboas (Typha spp.), agua-pés (Eichornia spp.) e salvinias (Salvinia
spp.) serviram como substrato de desenvolvimento de L. columella e dos outros
gastropodes coletados. Essas macroéfitas ocorreram associadas a presenga
dos moluscos durante todo o periodo amostral, e tal associagado € corroborada
pela literatura em estudos epidemiologicos sobre F. hepatica no Brasil em
margens do agude Bodocongd, Campina Grande - Paraiba (Abilio et al.,2006) e
em ltajuba — MG, reconhecida area enzodtica de F. hepatica (Coelho et al.,
2003; Lima et al., 2009).

Nao foi observada eliminagao espontanea de cercarias, nem a presenca
de rédias de F. hepatica nos espécimes selvagens de L. columella analisados
em laboratorio. Entretanto, a suscetibilidade do gastropode ao trematédeo
ocorreu experimentalmente no presente estudo, sendo também relatada por
Dracz & Lima (2014) em infecgdes experimentais de L. columella por F.
hepatica com miracidios obtidos a partir de ovos recuperados em fezes de
bubalinos e bovinos da mesma regido do presente estudo.

As variagdes da populagao de L. columella mostraram que a medida que
ocorreu o decréscimo da precipitagdo pluvial mensal em cada ano, houve
aumento do numero desses gastropodes coletados, o que coincide com os
relatos de Amato et al. (1986) e Coelho & Lima (2003) no Sudeste do Brasil;
quando observaram que L. columella apresentou densidade populacional
ciclica, diminuindo no periodo chuvoso e aumentando no periodo seco. A
influéncia das chuvas pode explicar o0 menor niumero de espécimes de L.
columella coletados em 2013, pois a precipitacdo pluvial total foi

aproximadamente duas vezes maior (1,7 X) que em 2014.
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Nao foi possivel determinar um padrao de renovacgao da populagao de L.
columella, pois nos dois anos de estudo ocorreram grandes amplitudes
mensais de tamanho da concha entre moluscos coletados, além de baixa
frequéncia mensal de individuos coletados na maioria dos meses do estudo.
Todavia, em maio de 2013 e entre agosto e outubro de 2014, ocorreram os
maiores numeros de individuos capturados, quando também foram registrados
os menores tamanhos da concha de L. columella, o que sugeriu provavel
renovacao da populagdo nesses periodos. O baixo numero de L. columella
coletados nos bebedouros, pode ser associado a diferentes fatores como a
movimentagdo da vegetagdo aquatica pelo vento contendo desovas do
molusco, devido a predacédo de L. columella por peixes e aves de habitos
alimentares onivoros, como tilapias, garcas (Alves et al., 2005, Sick 1997)
existentes na area do estudo. Ao contrario do presente trabalho, Amato et al.
(1986) relataram no vale do rio Paraiba haverem duas geragcbes de L.
columella por ano, quando foram capturados moluscos com maior comprimento
de concha entre margo e julho e novembro e dezembro, enquanto que os

moluscos menores, ocorreram entre janeiro e fevereiro.

7.2 Histologia de L. columella durante o desenvolvimento de F.
hepatica

Os espécimes de L. columella do grupo nao infectado mostraram
aspectos morfolégicos em confomidade com Pan (1958) em Australorbis
glabratus e Plesh et al. (1975) em Lymnaea stagnalis que conduziram estudos

histolégicos em moluscos livre de infecgbes. As diferengcas observadas do
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grupo néo infectado em relacdo aos moluscos infectados ocorreram devido as
lesdes tissulares do parasitismo por F. hepatica.

Nos 30 minutos apds infecgdo miracidios de F. hepatica foram
evidenciados em lacunas do tecido conjuntivo, proximos as fibras musculares
rompidas da regido cefalopodal e do manto de L. columella. Esse resultado foi
semelhante aos relatos de Dawes (1960) em L. truncatula infectados
experimentalmente por F. hepatica, que observou lacunas formadas pela agéo
mecanica e enzimatica dessas larvas sobre as fibras colagenas, musculares e
os espacos onde fluia a hemolinfa do hospedeiro intermediario. Entretanto,
nesse estudo, os miracidios de F. hepatica no interior do tecido conjuntivo de L.
columella, apresentavam placas ciliares, nao relatadas pelo referido autor. De
acordo com as observacgdes de Saint-Guillain (1968) em L. truncatula as placas
ciliares dos miracidios de F. hepatica eram liberadas sob a forma de vacuolos
para o meio externo. Ja aos 30 minutos decorridos da infecgdo, hemdcitos
dispersos no tecido conjuntivo, em espagos onde fluia a hemolinfa de L.
columella e aderidos aos miracidios de F. hepatica, sugeriam que reacgdes
hemocitarias poderiam ocorrer.

No 1° dpi verificou-se na regidao cefalopodal miracidios. Alguns deles
encontravam-se aderidos ao epitélio do molusco pela papila anterior, causando
o estiramento dos tecidos epitelial e conjuntivo do molusco, confirmando os
dados de Kendall (1965) e Saint-Guillian (1968) que demonstraram em L.
fruncatula a adesao dos miracidios de F. hepatica pelas papilas no tegumento
dos moluscos. Os miracidios que penetraram no tecido epitelial e conjuntivo de
L. columella formaram lacunas com a forma de tunel, semelhantes aos

notificados por Préveraud-Sindou & Rondelaud (1990), e Diawara (2003) em L.
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truncatula infectados por F. hepatica. Nesse trabalho, poucos hemdcitos
estavam presentes ao 1° dpi nas areas com presenca do parasito, fato
semelhante ao verificado por Gutierrez et al. (2003) em L. columella suscetivel
e infectada por F. hepatica.

Nos 2° e 3° dpi os esporocistos de F. hepatica, contendo células
translucidas arredondadas em seus interiores, estavam presentes na regido do
colar do manto e cefalopodal, proximos ao tecido epitelial e em lacunas
rompidas do tecido conjuntivo. As células translucidas dos esporocistos
observadas no presente estudo foram relatadas por Thomas (1883) e Kendall
(1965) em L. truncatula infectados por F. hepatica e de acordo com esses
autores, tais células teriam natureza germinativa que originariam as rédias, ou
constituiriam a camada interna de revestimento do esporocisto. O
desenvolvimento dos esporocistos ao 2° dpi na regido do colar do manto de L.
columella foi provavelmente favorecido, pela menor quantidade de fibras
musculares e colagenas presentes nessa regido, que ofereceu menor
resisténcia mecanica a larva do parasito, se comparada aos tecidos da regiao
cefalopodal dos moluscos. Todavia, ocorreram esporocistos de F. hepatica ao
3° dpi na regiao cefalopodal de L. columella. As lacunas analisadas no tecido
conjuntivo rompido de L. columella no entorno dos esporocistos de F. hepatica,
foram também constatadas por Préveraud-Sindou et al. (1994) em L. truncatula
e Lymnaea glabra do 1° dpi ao 5° dpi, que evidenciaram a formagao de lacunas
pelos esporocistos de F. hepatica no tecido conjuntivo dos moluscos. No
presente estudo reacdo hemocitaria ocorreu de forma discreta, como no
processo de interagao entre L. columella com F. hepatica no intervalo de 2° ao

3° dpi.

79



No 7° dpi foram observados esporocistos de F. hepatica contendo
células germinativas basdfilas em seus interiores, proximos as fibras
musculares rompidas na regido da radula de L. columella. O rompimento das
fibras musculares de L. columella ocorreu, provavelmente, pela agdo mecanica
e citolitica dos esporocistos em desenvolvimento. Esse resultado obtido foi
similar ao de Préveraud-Sindou & Rondelaud (1995) que observaram haver
migracdo de esporocistos de F. hepatica para a regiao cefalopodal de L.
truncatula proximo a radula dos moluscos.

A partir de 10° dpi foi comprovada a presencga de rédias na regiao
cefalopodal de L. columella desenvolvendo-se em lacunas de tecido conjuntivo
rompido. Rédias também estavam presentes aos 14° e 21° dpi na hemocele, ao
28° dpi no tecido conjuntivo do manto e do colar do manto, ao 35 dpi foram
encontradas no tecido conjuntivo proximo ao es6fago e ao 42° dpi no tecido
conjuntivo do colar do manto do molusco, o que foi semelhante aos relatos de
Saint-Guillain (1968) ao observar rédias de F. hepatica na regido cefalopodal,
no manto, e em migracao pela hemocele em dire¢cao a glandula digestiva de L.
fruncatula. Nesse estudo as lesdes provocadas pelas rédias aos tecidos de L.
columella no 10°, 14", 28° e 42° dpi, foram semelhantes aquelas encontradas
por Diawara et al. (2003) em Galba truncatula naturalmente infectados por F.
hepatica que relataram a secregao de substancias histoliticas pelas rédias, que
favoreciam a destruicdo de tecidos do hospedeiro intermediario e a formacgao
de lacunas.

No presente trabalho reagdes hemocitarias de L. columella foram
evidenciadas no entorno das rédias F. hepatica presentes na regido

cefalopodal entre 0 10° e 14° dpi. Periodo no qual, provavelmente, as rédias
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estariam migrando na hemocele em diregédo a glandula digestiva dos moluscos,
o que foi semelhante aos resultados de Rondelaud & Barthe (1980) em L.
truncatula que observaram o aumento da reagao hemocitaria dos moluscos ao
14" dpi, nas regiées renopericardial e pés-esofagial dos moluscos infectados
por F. hepatica. Entretanto, no presente estudo, ndo foram observadas reagdes
de hemdcitos de L. columella nas proximidades das rédias de F. hepatica ao
35°dpi, proximas a regido do eséfago.

No 28° dpi no tecido conjuntivo do manto havia lacunas contendo rédias
de F. hepatica, embora o tecido estivesse rompido, e nido foi evidenciada a
formacdo de camadas de hemdcitos, como demonstrado ao 14° dpi. Tal
achado ao 28° dpi contrapde ao observado por Rondelaud & Barthe (1980) em
L. truncatula infectados por F. hepatica, periodo em que houve maior
intensidade das reagées hemocitarias ao 28" dpi, na regido cefalopodal dos
moluscos.

A glandula digestiva de L. columella aos 55° dpi albergava rédias
contendo cercarias, causando desorganizagao dos tecidos epitelial e conjuntivo
dessa glandula. Humiczewka (2004) em infeccbes experimentais de L.
truncatula por F. hepatica, observou que ao 20° dpi iniciava competicdo entre
parasito e molusco, por reservas energéticas da glandula digestiva, que se
intensificavam até 60° dpi promovendo a morte das células dessa glandula. No
presente estudo ao 55° dpi as rédias de F. hepatica em desenvolvimento,
causaram a desorganizacao dos tecidos da glandula digestiva de L. columella
em intervalos de infecgdo semelhantes aos observados por Hodasi (1972b) da
3% a 122 spi de L. truncatula por F. hepatica; e pelos autores Sindou et al.

(1991) em L. glabra, Lymnaea palustris, Lymnaea peregra e L. stagnalis
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infectados por F. hepatica, do 30 ao 45 dpi. No presente estudo L. columella
demostrou-se susceptivel a F. hepatica, uma vez que, foram observadas
cercarias formadas na hemocele dos moluscos a partir 55° dpi, bem como,

metacercarias aderidas aos recipientes onde os moluscos foram mantidos.

7.3 Hemaécitos circulantes de L. columella

O presente estudo demonstrou que a populagdo de L. columella
proveniente de Confins-MG €& susceptivel a F. hepatica, tal fato induziu
alteragdes no numero médio de hemacitos totais circulante de L. columella em
relagdo aos moluscos ndo infectados.

Aos 30 minutos apds infecgdo houve redugédo de duas vezes (2,3x) no
numero medio total de hemacitos circulantes de L. columella em relagdo aos
moluscos né&o infectados (p<0.05). No entanto, ndo foi verificado infiltrado
celular marcante nas proximidades dos miracidios recém-penetrados nos
moluscos. Entretanto, Van der Knaap et al. (1987) sugeriram que a diminuicao
do numero de hemacitos circulantes de L. stagnalis teria associagao direta com
a mobilizacao de células aos locais de penetracdo dos miracidios, induzida por
Trichobilharzia ocellata. Adema et al. (1994a) observaram que 30 minutos
ap6s interacdo “in vitro”, hemocitos de diferentes moluscos apresentavam
padrées variados de reconhecimento de formas larvais de Echinostoma
paraensei. Tal padrao pode ser associado com especificidades presentes nas
interacdes entre moluscos-helmintos (Pereira et al., 2008). Também se deve
ressaltar que o sistema imune inato dos moluscos reconhece o parasito e os
produtos excreto-secretados (ES), bem como o processo inflamatério induzido

(Coustau et al. 2015).
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No 1’ dpi a populacdo de hemacitos circulantes de L. columella voltou a
niveis semelhantes ao observado nos moluscos nao infectados, periodo em
que ocorreu a perda das placas ciliares do miracidios de F. hepatica e a
transformacdo em esporocistos. Pela histologia notou-se proximo aos
esporocistos, infiltrado de células contendo granulos intracitoplasmaticos. Os
autores Van der Knaap et al. (1987) demonstraram em L. stagnalis infectados
por Trichobilharzia ocellata o aumento do indice de fagocitose de bactérias e
de eritrécitos de ovinos apds 24 horas de infeccado pelo trematddeo, e
atribuiram a possibilidade da ativacdo dos hemdécitos devido a soltura das
placas ciliares dos miracidios, que seriam fagocitadas juntamente com restos
celulares dos tecidos danificados do molusco, durante a penetracido dos
miracidios e o desenvolvimento dos esporocistos. Essa hipdtese pode ser
corroborada por Gourbal et al. (2008) que relataram por meio de estudos
protedmicos com esporocistos de F. hepatica transformados in vitro, que apos
24 horas, os ES podem interferir no reconhecimento dos hemdcitos presentes
na hemolinfa de molusco parasitado com o trematddeo.

No 7" dpi o niimero médio total de hemdcitos circulantes se restabeleceu
na hemolinfa, atingindo valores semelhantes aos dos moluscos néo infectados
e esporocistos foram observados proximos a radula. De acordo com Humphreis
& Yoshino (2003) a eliminag&o de parasitos metazoarios, como de trematddeos
por moluscos, estaria diretamente associada a formacdo de capsulas
multicelulares de hemodcitos, em acdo coordenada com fatores soluveis
presentes na hemolinfa. Em Biomphalaria spp. resistentes a trematdédeo, apos
a migragdo do hemdcitos para as proximidades do esporocisto, ocorre o

reconhecimento do tegumento e a liberagdo de produtos que realizam a
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destruicdo e morte do parasito por citotocixidade (Pereira, 2009) fato né&o
demonstrado nesse trabalho.

A partir do 10 dpi foram observadas rédias de F. hepatica em lacunas
de tecido conjuntivo rompido da regido cefalopodal, e ao 14 dpi na hemocele
de L. columella de forma semelhante ao observado por Diawara et al. (2003)
em Galba truncatula naturalmente infectadas por F. hepatica. Embora a
quantidade de hemdcitos totais circulantes no 10° dpi fosse semelhante ao
observado no 7" e 0 dpi, a partir do 14" dpi o nimero médio de hemdcitos
circulantes reduziu 3 vezes na hemolinfa circulante, periodo em que as rédias
migravam pela hemocele em diregéo a glandula digestiva do molusco.

Segundo Yoshino et al. (2001), durante o desenvolvimento intramolusco
de trematddeos, a interface de interacdo entre o parasito e o hospedeiro
intermediario seria um meio dinamico, formado por membranas celulares e
componentes nao-celulares do molusco, e o tegumento do parasito. Esses
autores relataram que em moluscos susceptiveis, o reconhecimento realizado
pelos hemacitos ao tegumento dos esporocistos pode ser comprometido devido
a liberacao de ES pelo parasito, camuflando o reconhecimento do mesmo.

No 14’ dpi, periodo em que as larvas de F. hepatica estavam
diretamente expostas aos fatores soluveis da hemolinfa e aos hemdcitos
circulantes de L. columella, nenhum reconhecimento foi evidenciado,
confirmando a susceptibilidade ao trematddeo. Loker et al. (1987) relataram a
aproximagao de hemacitos ao 15’ dpi quando rédias de E. paraensei estavam
presentes na regiao pericardica de B. glabrata e o numero de hemdcitos na
circulagao foi maior que o do grupo de moluscos nao infectados, contrapondo

os resultados do presente trabalho, quando houve redugdo dos hemocitos
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circulantes de L. columella durante a liberacao das rédias de F. hepatica, o que
pode estar relacionado a susceptibilidade da espécie de gastrépode, bem
como, ao padrao diferente de desenvolvimento dos trematodeos.

No 45 dpi as rédias foram localizadas na regido da glandula digestiva
de L. columella, periodo em que ocorreu destruigdo dos tecidos da cavidade
visceral, o que pode ter associagao direta com o baixo numero de hemacitos
circulantes. Esse resultado pode ser explicado pelo trabalho de Gomes (1985)
que demonstrou em L. columella infectado por F. hepatica a partir do 56 dpi
leses na glandula digestiva, como a obstrugdo de Iobulos e a formagao de
vacuolos nas células epiteliais, enquanto que no ovotestis, o autor observou a
formacéo de nucleos picnéticos nos ovdcitos, estando essas lesdes associadas
a presenca de rédias e cercarias de F. hepatica.

Padrdo diferenciado no reconhecimento de trematéodeos tem sido
apresentado por alguns autores. Loker & Adema (1995) observaram in vitro
que os hemdacitos de B. glabrata de diferentes linhagens aderiam rapidamente
a esporocistos de S. mansoni e que, raramente havia a adesao dessas células
sobre esporocistos e rédias de E. paraensei. Entretanto, apds a fixagao dos
estagios larvais com glutaraldeido, os hemdcitos passaram a aderir
rapidamente as formas larvais do equinostomatideo, sugerindo a liberagao de
ES ou a presenca de inibidores de superficie por esporocistos e rédias vivas
desse parasito, nocivas aos hemacitos.

Entretanto, no presente trabalho, a partir do 10" dpi foram observadas
rédias de F. hepatica nos cortes histolégicos e o numero total de hemdcitos

circulantes na hemolinfa reduziu até o 45 dpi, voltando a aumentar no 50 dpi.

85



De acordo com Rondelaud et al. (2009) podem haver 3 ou 4 geracdes de
rédias de F. hepatica que ocorrem a partir do 7 dpi, em um mesmo espéecime
de Galba truncatula. A primeira geracao de rédias produziria rédias filhas, que
por sua vez originaria cercarias, o que caracteriza o desenvolvimento normal
do parasito normal intramolusco, sem haver morte das rédias-mé&e na primeira
ou na segunda semana de infec¢do. Esses mesmos autores observaram que
as rédias filhas poderiam ser liberadas pelas rédias mées no mesmo periodo
em que as rédias maes, estariam emergindo tardiamente dos esporocistos. Tal
fato pode explicar as diferengas morfolégicas entre as rédias nos cortes
histologicos e nas contagens de hemdcitos circulantes de L. columella ao longo
do curso da infecgéo por F. hepatica no presente trabalho, observadas entre o
10" dpi e o 50 dpi.

Ao contrario do observado nessa pesquisa, Van de Knaap et al. (1987)
relataram, em Lymnaea stagnalis X Trichobilharzia ocellata, o aumento do
numero de hemdcitos circulantes do 7 dpi ao 91 dpi. Os autores interpretaram
que a proliferacdo dos hemacitos decorreu do recrutamento dessas células do
tecido conjuntivo para a hemolinfa dos moluscos infectados. O mesmo néo foi
constatado in vitro, e esses autores sugeriram que a cinética hemocitaria de
moluscos infectados por trematdédeos pode ser modulada dependendo das
combinagdes entre parasito-hospedeiro e condigdes experimentais utilizadas.

Por outro lado, Amen et al. (1991) acompanharam o desenvolvimento de
Trichobilharzia ocellata em Lymnaea stagnalis por meio da histologia dos
moluscos nos intervalos 22, 4%, 6% e 7% spi e pela contagem de hemdcitos nos
intervalos 0, 14, 28", 42" e 56 dpi. Houve aumento do nimero de hemdcitos

durante o desenvolvimento do parasito sob a forma de esporocistos maes no
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14" dpi, em migracdo da regido cefalopodal a regido da glandula digestiva no
28’ dpi, quando o nimero de hemdcitos na circulagdo reduziu. O aumento no
ndmero de hemocitos também ocorreu entre 0 42° e 56 dpi, intervalo em que
foram observados esporocistos filhos e a liberacdo de cercarias. No 56 dpi, o
nimero de hemdcitos circulantes mostrou-se mais alto. Nesse trabalho aos 10,
14", 21" e 28" dpi foi observado rédias nos tecidos e em migragdo pela
hemocele do molusco, embora os niveis médios de hemdcitos circulantes
apresentassem a mesma tendéncia ao observado no 10" dpi, com cerca da
metade dos niveis quantificados para moluscos néo infectados. Tal resultado
sugere oscilagbes de hemdcitos circulantes no periodo de ocorréncia das
rédias de F. hepatica em L. columella.

O procedimento de coleta de hemolinfa de L. columella padronizado
nesse trabalho foi satisfatério, uma vez que, ao longo do experimento os
hemdcitos recuperados apresentaram viabilidade préxima de 90%. No entanto,
em alguns periodos avaliados o numero médio de células mortas de L.
columella apresentou-se elevado como nos intervalos de 30 minutos apos
infeccdo, 1" e 7  dpi, oscilando entre 16 e 19%. Embora ndo tenha sido
avaliado o processo de alteragdo da viabilidade dos hemocitos de L. columella
durante o desenvolvimento de F. hepatica por ES, estudos precisam ser
realizados para melhor compreensao de tais variagdes, ja que os resultados
apods a realizacido de cinco repeticdes independentes o padrado de mortalidade

se manteve, indicando essa possibilidade.
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7.4 Curva de sobrevivéncia de L. columella infectada por F.
hepatica

No grupo infectado o padrdo de mortalidade foi crescente a partir da 22
spi quando comparado ao grupo néo infectado, o que pode ser explicado pelo
surgimento das rédias a partir da 22 spi, que apresentavam faringe formada e
ceco desenvolvido, e segundo Hodasi (1972b) tais formas parasitarias
destroem os tecidos do molusco tanto no processo de migragao ativa, quanto
no de digestdo dos tecidos das regides do manto, cefalopodal e da glandula

digestiva, levando a morte do molusco.
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8. CONCLUSOES
- A populacédo de L. columella de Confins - MG varia, e ¢é influenciada pelo

fatore climatico de precipitagéo pluvial;

- L. columella de Confins - MG criado em laboratério € susceptivel a infecgcéo
por F. hepatica e o periodo pré-patente intramolusco € de aproximadamente 50

dias;
- A histologia € um bom método para estudar o o desenvolvimento intramolusco
de miracidios, esporocistos e rédias de F. hepatica em L. columella da

penetracdo dos miracidios a formacéao de cercarias;

- A contagem total e a viabilidade dos hemdcitos oscilam durante o

desenvolvimento de F. hepatica;

- O numero de L. columella mortos infectados por F. hepatica aumenta a partir

da 2% semana ap0s infecgéo.
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