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RESUMO

No periodo de maio de 2003 a abril de 2006, foram pesquisadas a
dinamica de populagdes de Lymnaea columella e sua taxa de infecgao natural por
Fasciola hepatica em uma varzea no municipio de Itajuba, Minas Gerais. Uma
criacdo do molusco foi estabelecida no laboratério a partir de posturas dos
espécimes coletados, visando a manutengao do ciclo do parasito e a realizacado de
infecgdes experimentais. Testes de suscetibilidade foram realizados para verificar
a influéncia de diversos fatores: o efeito da variagdo do tamanho da concha, do
namero de miracidios utilizados para a infecgdo, a eficiéncia de associagdes
simpatricas e alopatricas do helminto com o hospedeiro intermediario, a
suscetibilidade de moluscos provenientes de cinco localidades diferentes (ltajuba,
MG, Jaboticatubas, MG, Rio Doce, MG, Pelotas, Rio Grande do Sul, e Fortaleza,
CE) e a suscetibilidade de moluscos expostos a miracidios obtidos a partir de ovos
provenientes de hospedeiros bovinos e coelhos. Foi verificado se o molusco
Physa marmorata proveniente de Itajuba se infecta experimentalmente com F.
hepatica. Foi observado um padrao na variagao de populagdes de L. columella. As
populagdes mostraram um aumento entre os meses de junho e outubro, e uma
diminuicdo nos meses seguintes. A taxa média de infecgao natural de L. columella
com F. hepatica foi de 1,7%, sendo que 0 més de maior prevaléncia foi dezembro
de 2004 (18,8%). Moluscos com menor tamanho de concha apresentaram maior
suscetibilidade a infeccdo por F. hepatica. Nao foi observada uma relagcao entre o
numero de miracidios e o sucesso da infecgao, utilizando-se de 1 a 4 miracidios.
Foram encontradas diferengas entre as suscetibilidades de moluscos provenientes
de diversas localidades, sendo que o0s moluscos de Jaboticatubas, MG,
apresentaram a maior suscetibilidade entre os moluscos testados, e os moluscos
de Pelotas, RS, a menor. Associa¢des alopatricas foram mais eficientes em
moluscos de Pelotas, mas menos eficientes nos de lItajuba. Ndo foram
encontradas formas larvarias de F. hepatica nos espécimes de P. marmorata
expostos a miracidios do trematédeo. O ciclo da Fasciola hepatica foi fechado em
laboratério em coelhos. Os moluscos infectados com miracidios provenientes de
hospedeiros bovinos apresentaram maior numero de positivos que os infectados
com miracidios provenientes de coelhos, mas a média do numero de cercarias e
rédias obtida foi menor.
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ABSTRACT

Population dynamics of Lymnaea columella and its rate of natural infection
with Fasciola hepatica were researched in a lowland area near the city of Itajuba,
MG, between May, 2003, and April, 2006. Snails from the study site were reared in
the laboratory, in order to maintain its lifecycle and to perform experimental
infections. Infectivity tests were carried out to verify the influence of several factors:
shell size variation, number of miracidia used in the infection, the efficiency of
sympatric and allopatric associations between the helminth and its intermediate
host, the infectivity of snails from five different places (Itajuba, MG, Jaboticatubas,
MG, Rio Doce, MG, Pelotas, RS, and Fortaleza, CE) and the infectivity of snails
exposed to miracidia obtained from rabbits and cattle. An attempt to infect the snail
Physa marmorata with F. hepatica was also carried out. A pattern in the variation
of populations of L. columella was observed. Snail populations increased between
June and October, and decreased in the following months. Mean monthly rate of
natural infection was 1,7%, with the highest rate observed in December, 2004
(18,8%). Snails with smaller shell size appeared to be more susceptible to infection
with F. hepatica. No relation was found between the number of miracidia and their
infectivity, by using 1-4 miracidia. Differences were found among the infectivity of
snails from different places. Snails from Jaboticatubas, MG, showed the highest
infection rates, whereas snails from Pelotas, RS, showed the lowest ones.
Allopatric associations were more effective in the snails from Pelotas, but less
effective in the snails from Itajuba. No larval stages of F. hepatica were found in P.
marmorata. Fasciola hepatica lifecycle was maintained in rabbits. Snails infected
with miracidia obtained from cattle showed higher infection rate than the ones
infected with miracidia obtained from rabbits, but the means of rediae and
cercariae per infected snail were lower.
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1- INTRODUGAO

Fasciola hepatica Linnaeus, 1758 é um trematodeo digenéico da familia
Fasciolidae que parasita os ductos biliares de ovinos, bovinos, coelhos, suinos,
roedores e do homem (Gordon, 1955; Ueno et al., 1975; Oakley et al., 1979;
Alcaino et al., 1983). Este helminto provoca a doenga conhecida como fasciolose,
que representa um sério problema para a criagdo de bovinos e ovinos, causando
prejuizos na produtividade, devido ao retardo no crescimento de animais jovens,
rejeicdes de figados em matadouros, abortos, queda de produtividade de leite e
carne e mortalidade, além dos gastos no controle da parasitose (Oakley et al.,
1979, Daemon & Serra-Freire, 1992).

O ciclo de vida da F. hepatica foi descrito pela primeira vez por Thomas,
em 1882, e é realizado em cinco fases: 1-Passagem dos ovos do hospedeiro
definitivo para o ambiente; 2- Eclosdao dos miracidios, busca e infec¢gdo do
hospedeiro intermediario; 3- Desenvolvimento e multiplicagdo dos parasitos no
molusco infectado; 4- Emergéncia das cercarias, produgcdao do cisto e
transformacdo em metacercarias; 5- Ingestdo de metacercarcias viaveis pelo
hospedeiro definitivo e desenvolvimento dos helmintos adultos.

Os ovos sao eliminados pelos helmintos adultos nos ductos biliares,
chegam ao intestino junto com a bile e alcangam o meio exterior através das
fezes. Ao alcancar o meio externo, ainda ndo se encontram embrionados, e sob

condigbes ideais de temperatura e oxigenagdo levam de duas a trés semanas
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para desenvolver a larva ciliada denominada miracidio. Apds eclodir do ovo, o
miracidio nada ativamente a procura de moluscos do género Lymnaea, que sao os
hospedeiros intermediarios. Ao penetrar no molusco pelas partes moles, auxiliado
por substancias citoliticas, o miracidio perde a cuticula ciliada e se transforma em
uma forma larvaria com células germinativas, chamada esporocisto.

Uma vez estabelecido no interior do molusco, 0 esporocisto migra para a
glandula digestiva, onde comeca a se desenvolver. As ceélulas germinativas
comegam a se multiplicar em seu interior para formar o proximo estagio larval, as
rédias. Quando estas se encontram bem desenvolvidas, o esporocisto se rompe,
liberando-as dentro do molusco. As rédias contém varias células germinativas, que
se multiplicam para formar outra geragédo de rédias ou a ultima forma larvaria no
molusco, que € a cercaria.

As cercarias ndao amadurecem ao mesmo tempo, e deixam o hospedeiro
em épocas diferentes, geralmente de 4 a 7 semanas apos a infecgdo. Elas nadam
ativamente até um substrato, ao qual se aderem através da ventosa ventral e
formam o cisto, tornando-se metacercarias. O hospedeiro definitivo se infecta ao
ingerir metacercarias viaveis. Cerca de uma hora apdés infecgdo ocorre a ruptura
do cisto no intestino, onde os trematdodeos atravessam o epitélio e alcancam a
cavidade peritonial. Em seguida, se dirigem ao figado, onde podem ser
encontrados de 4 a 6 dias apos a infeccdo. Uma vez no figado, eles vao se
alimentar de hepatécitos por 5 a 6 semanas, causando hemorragia e fibrose.
Cerca de 7 semanas apos a infeccédo, os helmintos alcangam os ductos biliares,
onde se estabelecem permanentemente. A partir da 82. semana apos infecgao,

ovos sdo encontrados na bile do hospedeiro definitivo.
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A patogenia produzida pelo parasito depende de fatores como carga
parasitaria, estado nutricional e imunolégico do hospedeiro e espécie do
hospedeiro definitivo. A fase aguda da fasciolose caracteriza-se por uma hepatite
traumatica causada pela migracdo de trematddeos imaturos, com destruicdo do
tecido hepatico. Na fase crbnica da doenca poderdo ser observadas: fibrose
hepatica, hipoalbuminemia, e em alguns casos, a medida que a infec¢ao progride,
hipoglobulinemia (Acha & Szifres, 1977).

A epidemiologia da F. hepatica depende de fatores como: precipitagéo
pluvial, temperatura e da biologia do hospedeiro intermediario. O papel dos
moluscos limneideos € de importancia crucial na epidemiologia da fasciolose, e
tem sido estudado em diversos paises (Ueno et al. 1975, Gaasenbeck et al. 1992).

A fasciolose também acomete seres humanos, e por isto a sua
importancia tem aumentado. Diversas areas geograficas tém sido apontadas como
endémicas para a doenga em humanos, com prevaléncia e intensidade variaveis
(Mendonga et al., 1996, Rondelaud et al., 2000). As regides com 0 maior numero
de casos sdo encontradas nos paises andinos da América do Sul, norte da Africa,
Ird e Europa ocidental (Mas Coma et al., 2005). No Brasil, os primeiros casos
foram descritos por Rey (1958) no Mato Grosso do Sul, e por Santos e Vieira
(1967) Apud Nuernberg (1983) e Baranski et al. (1978) Apud Nuernberg (1983) no
Vale do Paraiba, em S&o Paulo.

No Brasil, a regidao Sul tem sido apontada como a maior area enzodtica da
F. hepatica, embora também ocorra nas regides Sudeste e Centro-oeste (Honer,
1979; Coelho, 2000; Faria, Cury & Lima, 2005), e a ocorréncia de trés espécies:

de moluscos do Género Lymnaea:foi relatada no pais: L. columella, L. viatrix e L.
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cubensis (Muller et al., 1998), sendo que L. columella e L viatrix tém sido indicadas
como hospedeiros intermediarios da F. hepatica (Magalhdes et al., 2004). Em
Minas Gerais somente sao conhecidos casos isolados de parasitismo em algumas
regides do estado, e o municipio de Itajuba, onde foi encontrado pela primeira vez
um espécime de L. columella infectado naturalmente por F. hepatica (Silva et al.,
1995) é indicado como o de maior prevaléncia (Caldas et al., 1995; Faria, 2000).
Dessa forma, torna-se necessaria a realizacdo de estudos sobre a dinamica de
infeccdo ao nivel dos hospedeiros definitivos e intermediarios da F. hepatica, que

Sao essenciais para o controle da parasitose.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1-Historico da Fasciola hepatica e de seus hospedeiros

intermediarios

2.1.1- Descoberta do Ciclo de vida, na Europa

N&o se sabe ao certo quando a F. hepatica foi observada pela primeira
vez. Ovos do parasito foram encontrados em mumias e coprélitos humanos e de
animais domésticos em sitios arqueoldgicos que datam em até 2500 a.c. (Dittmar
& Teegen, 2003). A histéria da descoberta do ciclo de vida do helminto é descrita
por Grove (1990). Segundo este autor, a primeira referéncia a estes helmintos na
literatura foi feita por um francés, John de Brie, que foi comissionado pelo rei
Charles V da Franga a escrever um tratado sobre manejo de ovinos para produgao
de 14, em 1379. Ele cita a presengca dos helmintos nos figados de ovelhas
acometidas pela “doenga do apodrecimento do figado”, apesar de ndao descrever
sua morfologia.

O primeiro pesquisador a investigar e ilustrar o parasito foi um médico
italiano, Francisco Redi, que o encontrou no figado de um novilho em 1668, e na
bile de uma lebre em 1684. Nos séculos seguintes, diversas referéncias ao verme
do figado de carneiro foram feitas em textos de criagdo animal, até que Linnaeus

deu seu nome em latim (Fasciola hepatica), em 1758. No século XIX, formas
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larvarias de diversas espécies de trematddeos ja eram conhecidas, mas detalhes
do seu ciclo de vida, entre eles o da Fasciola, ainda nao tinham sido esclarecidos.

Em 1875 foram observados pela primeira vez espécimes de Lymnaea
truncatula infectados com rédias e cercarias maduras nos alpes, que se
encistaram ao ser retiradas do molusco. Sugeriu-se pela primeira vez que a
infeccdo com o trematddeo deveria ocorrer através da ingestao dos cistos, e L.
truncatula foi citada como possivel hospedeiro do parasito. O ciclo da F. hepatica
foi pesquisado e descrito corretamente por Thomas (1882) Apud Taylor (1965) na
Inglaterra, e Leuckhart (1882) na Alemanha, em trabalhos independentes, mas os
autores ainda nao estavam seguros a respeito da maneira como ovinos se
infectavam. O caminho percorrido pelo parasito no organismo do hospedeiro
definitivo também era incerto até 1914, quando foi descoberto o caminho da
migragdo até o figado, e foi demonstrado que a infecgdo se dava através da
ingestao de metacercarias (Grove, 1990).

Taylor (1965) cita diversas epizootias de fasciolose que ocorreram em
diferentes locais nos ultimos séculos, desde 1552, na Holanda, onde um grande

surto epidémico causou sérios prejuizos econdmicos na criagdo de ovinos.

2.1.2- Na América do Sul

Bacigualupo (1932) Apud Nuernberg (1983) encontrou pela primeira vez

exemplares de Lymnaea viatrix D’Orbigny, 1835 infectados com F. hepatica nas

proximidades da cidade de Buenos Aires, na Argentina.
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Tagle (1943) encontrou o primeiro exemplar de L. viatrix naturalmente
infectado pela F. hepatica no Chile.

Ueno et al. (1975) estudaram a epidemiologia de F. hepatica em ovinos e
alpacas no Altiplano da Bolivia, onde altas taxas de infecgdo do trematdédeo
impossibilitavam a criagdo de ovinos em alguns locais proximos do lago Titicaca.
Nesta localidade, duas espécies de caramujo, L. viatrix e L. cubensis, atuavam
como hospedeiros intermediarios da F. hepatica. A fasciolose aguda ocorria de
maio a julho, na época seca, e em algumas areas, a taxa anual de mortalidade de
ovinos foi estimada em cerca de 15 a 25%. A contaminagdo com metacercarias de
F. hepatica em pastos e plantas aquaticas foi pesquisada, através da coleta de
amostras de plantas do local e alimentagdo de cobaios (Cavia sp.) com estas
amostras, em laboratério. Foi confirmado que plantas da familia Compositae e do
género Eleocharis eram as mais contaminadas, seguidas por Senecio sp. e
Vallisneria sp, enquanto plantas de Scirpus sp. e da familia Ranunculaceae
possuiam poucas metacercarias.

Claxton et al (1997) estudaram o padrao anual de infecgdo de rebanhos
bovinos com F. hepatica em Cajamarca, no Peru, e observaram um aumento da
taxa de infeccdo dos bovinos entre maio e dezembro. Nao foi observado nenhum
padrdo na dindmica da populagdo do hospedeiro intermediario (L. viatrix) no local,

e 0 maior numero de moluscos infectados foi observado de janeiro a margo.
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2.1.3 -No Brasil

No Brasil, Lutz (1921) Apud Nuernberg (1983) fez o primeiro relato da
presencga de F. hepatica no estado do Rio de Janeiro, onde encontrou espécimes
de Lymnaea cubensis infectados no municipio de Trés Rios.

Oliveira (1932) relatou que de 314.853 bovinos procedentes de municipios
gauchos, abatidos entre 1930 e 1932 em um frigorifico no municipio de Rio
Grande, RS. 10,6% dos animais estavam infectados com F. hepatica.

Rey (1958) Apud Nuernberg (1983) estudando a prevaléncia de F.
hepatica em bovinos e ovinos do Rio Grande do Sul encontrou uma prevaléncia de
2,24% em bovinos e 4,25% em ovinos nos anos de 1954 a 1956. A espécie L.
viatrix foi considerada como a provavel hospedeira intermediaria na regiao. O
mesmo autor cita o primeiro caso de fasciolose humana no pais no estado do
Mato Grosso, em uma crianga de trés anos de idade, no municipio de Campo
Grande.

Corréa (1965), no Rio Grande do Sul, avaliou em 7,99% o indice de
infeccdo de bovinos abatidos em matadouro.

Franca (1969), examinando figados de 941 bovinos abatidos no
matadouro municipal de Taubaté, no Vale do Paraiba, no estado de Sao Paulo
observou 10,1% de animais parasitados por F. hepatica.

Ueno et al. (1982) estudaram a importancia econémica da fasciolose no
estado do Rio Grande do Sul através de dados obtidos pelo servico de inspecao
sanitaria nos principais matadouros. As taxas anuais de figados condenados por

infeccdo variaram de 12-13% em bovinos e 7% em ovinos. Muitas fazendas na
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fronteira do Brasil com o Uruguai estavam contaminadas por F. hepatica e a
mortalidade era alta nos rebanhos durante o inverno. Os moluscos limneideos, L.
viatrix e L. columella foram considerados hospedeiros intermediarios no estado.

Muller (1981) e Muller & Ueno (1982) apontaram, pela primeira vez, no Rio
Grande do Sul, L. viatrix como hospedeiro natural da F. hepatica, ao encontrar
espécimes infectados no municipio de Santa vitéria do Palmar.

Nuernberg et al. (1983) criaram em laboratério geragdes de L. cubensis
obtidas a partir de espécimes coletados em Trés Rios (RJ), e estudaram sua
biologia e a sua suscebilidade a infecgdo experimental com F. hepatica. Foi
observado neste trabalho que L. cubensis nao resistia a emergéncia de cercarias
quando era infectada com um numero de miracidios superior a cinco. A
emergéncia de cercarias tinha inicio 35 dias apds a infecgdo experimental, e o
numero medio de metacercarias obtido foi de 78,4 para o grupo infectado com 1-3
miracidios e 108,3 para o grupo infectado com 3-5 miracidios.

Valero & Santiago (2000) estudararam a infectividade de metacercarias
obtidas de moluscos infectados com miracidios provenientes de amostras de
diferentes espécies de mamiferos no altiplano boliviano, e observaram uma
reducdo da sua infectividade a medida que ficavam mais velhas. Foi constatado
gue metacercarias obtidas de amostras provenientes de suinos e asininos
possuiam a mesma infectividade de metacercarias obtidas a partir de amostras

provenientes de ovinos e bovinos.
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2.1.4- No estado de Minas Gerais

Carvalho (1940) Apud Faria (2000) relatou o primeiro achado de F.
hepatica em um bovino da raga holandesa, de procedéncia ignorada, enviado ao
municipio de Vigosa pela Secretaria da Agricultura do Estado de Minas Gerais.

Freitas (1957) Apud Faria (2000), e posteriormente Costa & Freitas (1959)
Apud Faria (2000) relataram achados ocasionais de F. hepatica em bovinos
abatidos em Minas Gerais.

Dacal (1979) comparou a infectividade de exemplares de L. columella
coletados nos municipios de Vigosa, Sete Lagoas e S&do Gongalo do Sapucai, em
Minas Gerais, com moluscos provenientes dos estados do Rio de Janeiro e do Rio
Grande do Sul. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
na suscetibilidade entre as linhagens de moluscos comparados.

Serra Freire et al. (1995) amostraram 2.395 animais em Minas Gerais,
observando um percentual de 2% de positivos para todo o Estado, com énfase
para a regiao de ltajuba, onde 4% dos animais pesquisados estavam infectados.

Caldas et al. (1995) verificaram através de exames coproparasitolégicos
3.086 bovinos provenientes de 51 municipios, e encontraram 1,49% de amostras
positivas, sendo que os indices por microrregides foram: Belo Horizonte (1,8%),
Itabira (0,6%), Divinopolis (1,3%), Itajuba (9,05%), Pogcos de Caldas (0,26%) e
Varginha (0,51%).

Coelho & Lima (2003) pesquisaram a variagdo populacional de L.

columela e sua taxa de infecgdo natural por F. hepatica no municipio de Itajuba,
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MG, assim como a variacdo na eliminacdo de ovos do helminto em bovinos
infectados. Foi observado que a populagdo de moluscos aumentava de junho a
novembro, e decrescia de dezembro a fevereiro. A variagdo mensal da média das
contagens de ovos de F. hepatica por grama de fezes dos bovinos infectados
aumentava nos meses mais secos (junho a setembro), e decrescia a partir de
outubro. A inundacado da area nos meses mais chuvosos e a limpeza dos canais
de drenagem, realizada pelos fazendeiros duas vezes por ano, eram as principais
causas na reducdo das populagcbes de moluscos. Espécimes de L. columella
naturalmente infectados por F. hepatica foram encontrados em 7 dos 16 meses de
amostragem, e a maior taxa de infecgdo natural encontrada nos caramujos foi de
5,2%.

Faria, Cury & Lima (2005) pesquisaram a prevaléncia da fasciolose em
rebanhos de bovinos no municipio de Itajuba , e observou a variagdo da presenca
de ovos do trematédeo nas fezes dos hospedeiros em todos os meses do ano. A
prevaléncia observada foi de 10,59%, e a maior eliminagdo ocorreu de margo a

abril, durante a estagao seca.

2.2- Lymnaea spp. como hospedeiro intermediario de F. hepatica

Ramires-Villamediana & Vergani (1949) estudaram a infectividade de F.
hepatica a L. cubensis e Briceio Rossi (1950) cita L. cubensis como hospedeiro
intermediario da F. hepatica na Venezuela. No Japao, Ueno & Watanabe (1980)

citam L. ollula como hospedeiro intermediario da F. hepatica.
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Boray (1964) citou L. tomentosa como unico hospedeiro intermediario da
F. hepatica na Australia.

Berghen (1964) realizou experimentos de infeccdo de moluscos com
miracidios em laboratério, para comparar L. truncatula, L. stagnalis e L. palustris
quanto a suscetibilidade a infec¢ao por F. hepatica e afirma ser L. fruncatula a
mais suscetivel.

Gonzales et al. (1974) referiram pela primeira vez a Lymnaea columella
Say, 1817 como hospedeiro intermediario da F. hepatica no Rio Grande do Sul,
tendo encontrado espécimes naturalmente infectados na area de trabalho. Em
experimentos em laboratério, cercarias foram obtidas dos moluscos infectados
apos o 44° dia.

Hodasi (1972) estudou os efeitos de F. hepatica sobre crescimento,
reproducdo e mortalidade de L. fruncatula. Através de seu trabalho, foi
demonstrado que o trematédeo afeta a glandula digestiva e as gbnadas do
hospedeiro intermediario, podendo inclusive levar a destruicdo destes 6rgaos, em
estagios mais avangados da infecgao.

Resende et al. (1973) assinalaram pela primeira vez no Brasil a L.
cubensis e L. columella, em alguns municipios do estado do Rio de Janeiro, onde
casos de fasciolose em bovinos haviam sido relatados. Alguns exemplares
naturalmente infectados foram relatados, e os autores conseguiram a infeccao
experimental em laboratorio, obtendo cercarias entre o 44° e o 58° dia de infecgao.

Gomes et al. (1974) estudaram o ciclo biolégico de F. hepatica em
espécimes de L. columella infectados experimentalmente. Foi observado que em

caramujos infectados com 2 a 5 e 5 a 8 miracidios, o indice de mortalidade foi de
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15 e 31% respectivamente, e a positividade foi de 84 e 86%, com o numero médio
de metacercarias produzidas de 303 a 335. Nos grupos infectados com mais de 8
miracidios foi verificada a morte de todos os moluscos antes da emergéncia das
cercarias.

Rondelaud (1977) estudou a influéncia da drenagem e da predagéo pelo
gastropode Zonitoides nitidus em populagbes de L. fruncatula em quatro tipos
diferentes de habitats. Variagdes bruscas na quantidade de agua ocorridas no final
do outono reduziram o numero das duas espécies de caramujos.

Rondelaud & Barthe (1978) estudaram a influéncia de diversos fatores,
como: temperatura, umidade do solo, volume do corpo do hospedeiro
intermediario, no desenvolvimento de geragbdes de rédias de F. hepatica em L.
fruncatula. Trés geragbes de rédias estavam geralmente presentes,
independentes dos fatores ambientais. O numero de rédias de 22 e 3% geracéo era
correlacionado com o volume do corpo do hospedeiro intermediario. A temperatura
afetava a sincronia de maturagao das rédias das geragdes 1 e 2. Os outros fatores
estudados n&o influenciava no desenvolvimento das formas larvarias.

Sindou et al. (1991) compararam a sobrevivéncia e as lesbes
caracteristicas de formas larvais de F. hepatica em quatro espécies de Lymnaea:
L. glabra, L. palustris, L. peregra e L. truncatula. Necrose epitelial da glandula
digestiva foi relatada em L. glabra, L. palustris e L. palustris, enquanto depdsitos
intralamelares foram encontrados no mesmo 6rgao em L. truncatula.

Dreyfuss et al. (1994) introduziram experimentalmente miracidios de F.
hepatica em cinco tanques colonizados por L. palustris por um periodo de 4 a 6

anos, e estudou a prevaléncia de F. hepatica e a variagdo no tamanho das
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conchas nas diferentes estacdes. Nos quatro primeiros tanques, houve um
aumento progressivo na prevaléncia dos filhotes das geragdes de primavera (de
0.4 a 18.1%), com um aumento correspondente do tamanho das conchas (de 3.6
a 7.8 mm). O quinto tanque apresentou resultados semelhantes no principio, mas
secou em 1990, o que provocou uma queda na prevaléncia comparada com os
valores iniciais. A partir de 1991 até 1992, a prevaléncia de F. hepatica nos
moluscos voltou a aumentar.

Silva et al. (1994) relataram a primeira ocorréncia de L. columella
naturalmente infectada por F. hepatica em uma varzea no municipio de lItajuba.
Dentre os moluscos coletados, 2,29% estavam infectados.

Preveraud-Sindou et al. (1994) compararam a migragdo e O
estabelecimento de esporocistos de F. hepatica no corpo de quatro espécies de
moluscos: Aplexa hypnorum, Lymnaea glabra, L. truncatula, e Physa acuta, cada
uma exposta a um unico miracidio e sacrificada apds periodos de até 5 dias de
exposi¢cao. Constatou-se que o0s esporocistos preferem a regido da glandula
digestiva e do coragao no 4° dia em Lymnaea spp. e desapareceram em Aplexa e
Physa no 3° dia.

Dreyfuss et al. (1997) realizaram infecgdes experimentais com miracidios
de F. hepatica em 300 espécimes de L. peregra, para determinar a capacidade
dessa espécie em suportar o desenvolvimento das formas larvarias. A taxa de
infecc&o foi de 38% em caramujos recém-eclodidos e 9.5% em filhotes com até 1
mm. Nenhum caramujo com mais de 3 mm foi infectado com sucesso. Um numero

meédio de 7 rédias para caramujos do primeiro grupo e 15 para caramujos do
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segundo grupo foi obtido apdés o 30° dia. Os resultados sugerem que L. peregra
pode atuar apenas como hospedeiro acidental de F. hepatica.

Mattos et al. (1997) realizaram estudos ecolégicos com populagdes de L.
columella, por um periodo de 12 meses em uma lagoa localizada em uma fazenda
do Rio Grande do Sul, onde havia baixa prevaléncia de fasciolose, devido a um
programa de controle. A populagdo de caramujos aumentava durante o inverno,
decrescia gradualmente durante a primavera e era menor no verao € no outono,
estacdes durante as quais um aumento na proporgao de filhotes era observada.
Mudangas no tamanho das conchas indicavam que os caramujos levavam de 10 a
12 meses para se tornarem adultos. Caramujos infectados naturalmente com F.
hepatica foram achados durante o inverno com uma prevaléncia de 0,42%, e na
primavera, com prevaléncia de 2,45%.

Dreyfuss et al. (1997) realizaram infec¢gdes experimentais para comparar
os efeitos de Fasciola gigantica e F. hepatica em L. truncatula, e observaram que
a frequéncia de eliminagdo de cercarias, a duragdo do periodo pré-patente e a
percentagem de cistos flutuantes foram maiores no grupo infectado por
F.gigantica.

Abrous et al. (1998) propuseram um novo método para se obter
metacercarias através de infeccao experimental de L. truncatula com F. hepatica.
Dois miracidios eram usados para cada caramujo, que era confinado em uma
placa de Petri a densidades de 1 a 2 caramujos por placa, e alimentados com
alface. A prevaléncia de infeccdo variou de 45% a 82%, e o numero de

metacercarias obtidas por caramujo variou de 56 a 107.
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Claxton et al.(1999) estudaram o efeito de temperaturas constantes e
variaveis no desenvolvimento de F. hepatica em L. viatrix infectada
experimentalmente. Foi observada uma reducédo da fertilidade dos ovos de F.
hepatica quando estes eram incubados em temperaturas variaveis (15° C, 20°C,
25°C). No entanto, ndo foram observadas variagdes no desenvolvimento dos
parasitos no interior dos moluscos, que também ndo apresentaram taxas de
crescimento diferentes quando comparados ao grupo criado sob temperaturas
constantes.

Dreyfuss et al. (1999) investigaram a ovoposigao de L. truncatula infectada
por F. hepatica, e observaram uma redugédo gradual no numero de ovos dos
moluscos nas quatro primeiras semanas apos a infecg¢ao, além de uma parada na
ovoposigao antes do fim do experimento.

Dreyfuss et al. (2000) estudaram a influéncia do tamanho da concha na
infeccdo de Lymnaea fuscus com F. hepatica, e observaram uma maior
suscetibilidade a infeccdo nos moluscos com conchas medindo até 1 mm.
Moluscos com concha maior demonstraram uma menor suscetibilidade.

Gutierrez et al. (2000) infectaram experimentalmente Fossaria cubensis
com F. hepatica e verificaram aumento da mortalidade, menor fecundidade e
menor numero de ovos por postura nos moluscos infectados, quando comparados
com 0s grupos controle.

Outros fatores podem influenciar na suscetibilidade de Lymnaea. Abrous
et al. (2001) estudaram o efeito do estresse no sucesso da infecgdo experimental
de L. truncatula por F. hepatica, através de exposi¢cao de diversos grupos de

moluscos a agua filtrada, redugdo da temperatura e uso de uma solugéo de

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!
“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your
product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

32

detergente. Os moluscos submetidos ao estresse apresentaram maior
suscetibilidade a infeccao por F. hepatica que os do grupo de controle.

Gutierrez et al. (2001) estudaram o efeito do isolamento na suscetibilidade
a infecgdo por F. hepatica. Observou-se que 0s moluscos criados em isolamento
demostravam maior tamanho da concha, maior numero de massas de ovos
depositadas e maior numero de ovos por massa, além de apresentar maiores
taxas de sobrevivéncia e de crescimento natural. A infecgdo provocava um
aumento no tamanho da concha e uma reducdo da taxa de reprodugdo dos
moluscos.

Vignoles et al. (2001) estudaram a suscetibilidade de L. truncatula a
infeccdo com miracidios de F. hepatica provenientes de diferentes espécies de
mamiferos: bovinos, ovinos, coelhos e lontras. Os moluscos infectados por
miracidios provenientes de coelhos apresentaram menor sobrevivéncia e menor
taxa de infecgdo do que os outros grupos. A maior taxa de infecgédo foi observada
em caramujos infectados com miracidios de ovos provenientes de lontra.

Alguns autores tém se interessado na variagdo da suscetibilidade entre
diversas ragas geograficas de moluscos limneideos a infecgdo por F. hepatica, e
as diferencas de suscetibilidade em associacdes simpatricas e alopatricas entre o
parasito e seu hospedeiro intermediario. Goumghar et al. (2001) verificaram a
influéncia de combinacbes simpatricas e alopatricas de F. hepatica com L.
fruncatula, e verificaram uma maior emergéncia de cercarias em moluscos de
associagdo alopatrica, além da formacdo de numerosas rédias de segunda

geragao.

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!
“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your
product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

33

Gasnier et al. (2000) compararam o efeito de infec¢gées de L. fruncatula
com F. hepatica em associagbes alopatricas e simpatricas. As combinacdes
alopatricas apresentaram maior taxa de infecgdo, maior producdo de
metacercarias e maior viabilidade das mesmas.

Gutierrez et al. (2002) estudaram as interagdes entre formas larvais de F.
hepatica e L. columella e descobriram interagdes incomuns entre ambos. Alguns
exemplares infectados nao demonstravam o aumento no tamanho da concha nem
a reducao da fecundidade observados na maioria das infecgdes experimentais de
L. columella, e alguns grupos de moluscos que apresentavam menor fecundidade
e menor longevidade nao puderam ser infectados com sucesso.

Rondelaud et al (2002) investigaram a influéncia dos predadores (larvas
de dipteros sciomyzidae e gastropodes zonitidae) no desenvolvimento larval de F.
hepatica e perceberam que o numero de cercarias que emergia dos moluscos era
menor nas cubas habitadas pelos predadores. Verificaram, entretanto, que nao
houve diferengas na duragao do periodo decorrente entre a infeccdo dos moluscos

e a emergéncia das cercarias

2.3- Infeccao natural de Fasciola hepatica em populagoes de

Lymnaea

Morales & Pino (1983) estudaram a infecgdo de moluscos da espécie L.
cubensis por F. hepatica em uma regidao com mais de 1000 m de altitude no
estado de Trujillo, na Venezuela, onde quase todos 0s bovinos estavam

infectados. Um quarto dos moluscos estava infectado com um numero médio de
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20 rédias por molusco. A prevaléncia da infeccdo aumentava com o tamanho do
molusco e era maior nos que mediam de 4 a 5 mm.

Boray et al. (1985) realizaram estudos de campo nas areas de Lismore e
Casino (South Wales), nos Estados Unidos, para verificar a presenga de moluscos
que atuavam como potenciais transmissores de trematédeos em ruminantes. L.
columella foi encontrada em grandes quantidades a leste de Lismore. Infecgao
natural por F. hepatica foi detectada em alguns caramujos, e estudos em
laboratério revelaram uma alta suscetibilidade do molusco ao parasito.

Amato et al. (1986) estudaram a epidemiologia da fasciolose no Vale do
Paraiba, no estado de Sao Paulo. Apesar de L. columella e Stenophysa
marmorata estarem presentes juntas no local de estudo, apenas L. columella
possuia estagios larvais de F. hepatica. A populagao decrescia ciclicamente entre
setembro e janeiro, e aumentava entre margo e setembro. Os caramujos maiores
foram coletados entre margo e julho e entre novembro e dezembro, enquanto os
menores foram coletados entre janeiro e fevereiro e entre agosto e outubro,
sugerindo que pode haver duas geragdes de L. columella por ano. As taxas mais
altas de prevaléncia em L. columella foram: primeiro ano junho, 8.82%, setembro
9.09% e outubro 10.52%; segundo ano margo 6.25% e abril 6.89%; terceiro ano
julho 7.69%, agosto 10.25%, abril 17.91% e maio 13.91%. Resultados obtidos de
animais tragadores sugeriram um maior numero de metacercarias no pasto entre
junho e outubro e entre marco e abril, mas a infeccdo estava presente durante
todo ano.

Mendonga & Barata (1989) estudaram a fasciolose na ilha de Sdo Miguel

(Acores), e observaram que o ciclo do parasito se desenvolve ao longo do ano
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sem interrupgdes. A média de infecgado natural de L. fruncatula encontrada foi de
6,42%, e incidéncia da parasitose nos animais abatidos foi de 9,16%.

Manga-Gonzalez et al. (1991) fizeram amostragens malacologicas por
dois anos, estudando L. truncatula em cinco pontos da bacia do rio Porma em
Ledn, Espanha. O maior numero de caramujos foi coletado em maio, setembro e
novembro. Dos 5486 moluscos examinados, 11.41% estavam infectados por F.
hepatica. Os valores de prevaléncia e intensidade aumentavam com o tamanho
dos caramujos, e alcangcaram seus valores maximos em outubro. As taxas mais
altas de cercarias foram detectadas entre setembro e dezembro.

Gaasenbeck et al. (1992) estudaram a epidemiologia de F. hepatica na
Holanda através da técnica indireta de hemaglutinagédo, utilizando animais
tracadores e através da determinacdo da dinamica de populagcdes de moluscos
limneideos, sua taxa de infec¢ao e padrao de eliminagéo de cercarias. Concluiram
gue ovos, caramujos infectados e metacercarias no pasto podiam sobreviver
durante o inverno. A disponibilidade de metacercarias nas pastagens estava
positivamente correlacionada com a quantidade de chuva do periodo chuvoso.

Salem et al. (1993) estudaram a infeccdo de caramujos do género
Lymnaea na vila de Abis Il no Egito, com relagcdo as espécies presentes,
distribuicdo mensal, densidade e taxas de infeccdo em diferentes colecbes de
agua. Os trematdédeos encontrados em Lymnaea cailliaudi foram: Xiphidiocercaria
em 40% dos caramujos e Fasciola sp. em 10%. Cercarias de Echinostoma foram
detectadas em alguns moluscos fora da vila.

Rai et al. (1996) realizaram um estudo epidemiolégico de fasciolose em

bovinos nas ilhas de Andaman e Nicobar, india. A incidéncia de F. hepatica
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variava de 12,1 a 70%, e era maior nos meses de setembro a abril. Os caramujos
Lymnaea sp., em pastos e areas inundadas, eram mais numerosos entre junho e
dezembro. Os autores reportaram o uso de patos como predadores de caramujos
e tratamento estratégico do gado com albendazole, duas vezes por ano, como
eficazes no controle de F. hepatica.

Goumghar et al. (1997) pesquisaram, em Marrocos, moluscos
provenientes dos vales Wadis Tizguite e Zerrouka para identificar os habitats
caracteristicos onde L. truncatula ocorria, e a prevaléncia da infec¢ao por F.
hepatica. Os resultados foram comparados com os de duas outras espécies: L.
peregra e Physa acuta. Foi observado que a distribuicdo dos habitats de L.
fruncatula era mais espalhada, e a de L. peregra e Physa acuta era maior. A
prevaléncia da infecgdo natural por F. hepatica em L. truncatula foi de cerca de
1%.

Abrous et al. (1999) estudaram a infec¢do natural de L. glabra e L.
truncatula por F. hepatica elou Paramphistomum daubneyi durante dois periodos
de risco no ano de 1996: de junho a julho e de setembro a outubro, em 11
fazendas no centro da Franca, conhecidas por sua alta incidéncia de fasciolose
em ruminantes. Foram coletados 1778 espécimes de L. truncatula e 2396 de L.
glabra medindo 6 mm ou mais. A estagdo do ano, presenca de infecgdes mistas,
hospedeiro ruminante e a existéncia de comunidades mistas ou simples de
hospedeiros intermediarios foram investigados. Nao foram observadas diferencas
de prevaléncia entre os periodos de risco. A maior taxa de prevaléncia de F.
hepatica encontrada foi de 33%, em uma fazenda onde L. truncatula estava

presente. As prevaléncias de F. hepatica ou P. daubneyi em L. glabra eram
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maiores em fazendas com criagdes de ovinos do que em fazendas com criagdes
de bovinos. A prevaléncia de ambos os trematédeos em L. glabra era maior em
fazendas onde as duas espécies estavam presentes.

Hammami & Ayadi (1999) verificaram a densidade populacional de L.
truncatula no oasis Tozeur, na Tunisia, e observaram um aumento durante o
outono. Fatores como temperatura, ph da agua e do solo, luminosidade e umidade
também influenciavam na populacéo.

Abrous et al. (2000) estudaram a produgdo de rédias e cercarias
provenientes de exemplares de L. truncatula infectados experimentalmente com F.
hepatica e Paramphistomum daubneyi. Nos moluscos infectados por P. daubneyi,
as cercarias foram produzidas pela primeira e pela segunda geragao de rédias
(8.7 e 8.9 cercarias por rédia, respectivamente). Nos moluscos infectados por F.
hepatica a maioria das cercarias foi produzida pelas rédias de segunda geragao
(18,2 cercarias por rédia). A produgao de cercarias por P. daubneyi até o 63° dia
apos a exposicao (145 cercarias por molusco) foi menor que a de F. hepatica (427
cercarias por molusco).

Hammami et al. (2000) investigaram a infecgao natural de L. fruncatula por
F. hepatica em um oasis em Tozeur, na Tunisia, e constataram a presenca de
infeccdo em 5 dos 8 locais testados, com uma prevaléncia média de 26,1%.
Fatores climaticos e a intervengdo humana eram os principais determinantes da
epidemiologia de fasciolose no local, observando-se 0s maiores periodos de
infeccdo quando os animais eram soltos para pastar. Os canais de irrigagéo

secundarios apresentavam, em geral, maior taxa de infecgdo do que os primarios.
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Dreyfuss et al. (2002) investigaram espécies incomuns envolvidas na
transmissao de F. hepatica no centro da Franga, em locais onde o hospedeiro
intermediario habitual, L. truncatula estava ausente, e descobriram, através de
infeccbes experimentais, que Lymnaea ovata e L. stagnalis encontradas no local
eram suscetiveis a infecgdo com F. hepatica. Uma terceira espécie de molusco,
Planorbis leucostoma, apresentava formas larvais de F. hepatica quando infectada
simultaneamente com Paramphistomum daubneyi. Physa acuta, outra espécie

presente na area, nao apresentou suscetibilidade a infecgao por F. hepatica.
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3- JUSTIFICATIVA

A Fasciola hepatica €, dentre os parasitos que acometem os bovinos, um
dos de maior importancia econbémica, possuindo um grande potencial para
prejudicar o rebanho, pois pode levar a redugao do peso, da produgao de carne e
leite, condenagdo de figados em matadouros, além de constituir um problema de
saude publica, por ser uma zoonose.

Segundo Dacal (1979), a populacdo humana e os rebanhos bovinos,
ovinos e suinos do sul de Minas Gerais, onde esta situado o municipio de Itajuba,
podem ser sujeitos a infecgao por F. hepatica. Faria (2000) estimou o rebanho de
Itajuba em 1999 em aproximadamente 12.950 animais distribuidos em 515
propriedades, e observou que o intercambio comercial de animais, existente entre
0s produtores rurais do municipio de Itajuba e os municipios vizinhos, € um fator
que contribui para a disseminagcdo da infeccdo de F. hepatica de bovinos em
outras regides. Portanto, a compreensao dos aspectos epidemiologicos da
parasitose € essencial para o seu controle.

Os moluscos limneideos sao os hospedeiros intermediarios da F.
hepatica, e poucos trabalhos com o objetivo de se investigar sua ecologia tém sido
realizados nos ambientes em que estes moluscos sao encontrados, no estado de
Minas Gerais. Além disso, a suscetibilidade de moluscos provenientes de diversas
regides do estado a infec¢do pelo trematdédeo ainda é pouco conhecida, tornando

essencial a realizagdo de estudos sobre estes aspectos.
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4- OBJETIVOS
4.1- Objetivo geral

Investigar a variagao das populag¢des de L. columella e de sua taxa de
infeccao natural por F. hepatica no municipio de Itajuba, MG, e determinar a
suscetibilidade de moluscos provenientes de diferentes regides a infec¢ao pelo

helminto.

4.2- Objetivos especificos

4.2.1- Observar aspectos da distribuicao espacial e temporal de L. columella
em ltajuba, MG.

4.2.2- Verificar a taxa de infecgdo natural por estagios evolutivos de F.
hepatica nos moluscos coletados em Itajuba, MG, e monitorar sua
variagdo ao longo do ano.

4.2.3- Manter o ciclo da F. hepatica em coelhos e comparar a suscetibilidade
de moluscos a miracidios obtidos de ovos provenientes de outros
hospedeiros

4.2.4- Verificar se a variagdo das populacdes de L. columella de Itajuba, MG, e
a de populagdes de moluscos de outras espécies, que coexistem na
mesma area, seguem um padrao semelhante.

4.2.5- Comparar a suscetibilidade a infeccdo experimental com F. hepatica de
L. columella proveniente do municipio de Itajuba com espécimes de L.

columella provenientes de outras regides.
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4.2.6- Verificar a influéncia de associagbes simpatricas e alopatricas sobre a
infeccado e o desenvolvimento larvar de F. hepatica em Lymnaea sp.

4.2.7- Verificar se moluscos do género Physa atuam como hospedeiros

intermediarios de F. hepatica.
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5- METODOLOGIA

5.1-Local de estudo

O trabalho de campo foi realizado no municipio de Itajuba, MG, localizado
na microrregiao Alta Mantiqueira, no sul de Minas Gerais, proximo a divisa com o
estado de Sao Paulo (22°27°01” de latitude sul, 45°27°34” de longitude oeste,

altitude de 844m acima do nivel do mar) (FIG. 1).

Figura 1-Localizagdo do municipio de Itajuba, MG. Fonte:
www.faculdadedesabara.edu.br (modificado)

Quanto ao relevo, Itajuba pertence ao dominio morfoestrutural da Serra
da Mantiqueira, caracterizada pela predominancia de terrenos cristalinos, variando
a topografia de plana (10%), ondulada (12%) e montanhosa (78%), com altitudes
variando entre 800 e 1500m. A rede hidrografica € constituida pelo Rio Sapucai e
seus afluentes (Faria, 2000).

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen pode ser

considerado do tipo tropical mesotérmico-brando umido, de temperaturas amenas
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durante todo ano com a temperatura meédia anual variando entre 18°C e 19°C. A
pluviosidade media € de cerca de 1400mm por ano (Faria, 2000).

A area onde o estudo foi conduzido é uma varzea localizada as margens
do Cdrrego Pirangucgu, que é um dos afluentes do rio Sapucai, entre os bairros

Piedade e Capituba (FIG. 2 e 3).

Itajuba
o /)

Image

Figura 2- A seta indica a localizagao da area de trabalho, no municipio de Itajuba,
MG. Fonte: Google Earth 2007
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Figura 3- Localizagao dos cinco pontos de amostragem na area de trabalho. Os
canais encontram-se destacados em linhas azuis. 1=P1 (canal 1), 2=P2 (canal 2),
3=P3 (canal 3), 4=P4 (canal 4) e 5=P5 (canal 5). Varzea do cérrego Pirangucu,
Itajuba, MG. Fonte: Google Earth 2007

Esta area foi escolhida para a realizacdo deste trabalho baseada nos
dados de Faria (2000), que pesquisou a epidemiologia da fasciolose em rebanhos
bovinos de diversas fazendas do municipio, e em seu trabalho, indicou as
fazendas desta area como as de maior prevaléncia da fasciolose. No local a maior
parte da vegetacdo nativa foi substituida por pastagens de capim braquiara
(Brachiara decumbens), e diversos canais foram cavados para drenar a varzea

(FIG. 4 e 5).

Figura 4- Aspecto da area de trabalho. Varzea do cérrego Pirangugu, Itajuba, MG,
abril de 2004
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Figura 5- Canal de drenagem. Varzea do cérrego Pirangugu, Itajuba, MG,
abril de 2004

Estes canais geralmente sao colonizados por macrdfitas aquaticas das
espécies Heteranthera reniformis e Eichornia azurea. Nestes habitats vivem os
moluscos, geralmente associados as macrofitas aquaticas que ali encontram
condigdes ideais para seu desenvolvimento.

A ocupagao humana ao redor da area consiste em pequenas propriedades
rurais, onde a criagdo de gado é a atividade econdmica predominante (Coelho,

2000).

5.2- Dados meteoroloégicos
Os dados sobre médias mensais das temperaturas e precipitagao pluvial

no periodo de maio de 2003 a abril de 2006 foram obtidos no 5° distrito do Instituto
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Nacional de Meteorologia, em uma estacao localizada no municipio de Maria da

Fé, Minas Gerais, situado a aproximadamente 21km a nordeste de Itajuba.

5.3- Coleta dos moluscos
Cinco pontos de amostragem foram estabelecidos em cinco canais de drenagem
distintos, sendo um ponto de amostragem em cada canal. As coordenadas de utm
foram obtidas através de um GPS (utm: 7516182, 7516181, 7516445, 7516324 e
7516456). A amostragem foi feita mensalmente, utilizando-se o método dos
guadrats, como em Amato et al.(1986), Gaasenbeck et al. (1992), e Ueno et al.
(1975) (FIG. 6). No primeiro més em que moluscos limneideos foram observados
na area de trabalho (julho de 2003), 30 espécimes de Lymnaea sp. e dez de
Physa sp. foram coletados no canal 1, em um ponto cerca de 15m distante do
ponto de amostragem 1, para a identificagdo das espécies. Uma amostra adicional
de dez espécimes de cada um destes géneros foi coletada com a finalidade de se
iniciar uma criagao em laboratorio.

Nos pontos de amostragem, foram estabelecidos “quadrats” de 1m?2,
perpendiculares a sua fonte, demarcados com um metro de madeira, de onde os
caramujos foram coletados através de conchadas ou removidos manualmente das

macrofitas aquaticas, por um periodo de até 30 minutos (Souza & Lima, 1997).
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Figura 6- Coleta de moluscos. Varzea do corrego Pirangugu, Itajuba, MG

Os caramujos coletados foram acondicionados em tiras de gaze umida e
transportados para o laboratério de helmintologia do ICB, UFMG, em Belo
Horizonte.

No laboratorio, os espécimes de Lymnaea sp. e Physa sp. coletados nos
pontos de amostragem foram contados e medidos com paquimetro. Em seguida,
foram dissecados, para se verificar a presenca de estagios larvais de F. hepatica.
Este procedimento foi realizado primeiro com a concha sendo esmagada sobre
uma placa de Petri, com auxilio de um vidro de relégio. Em seguida, os 6rgaos
foram separados com auxilio de dois estiletes, e examinados ao microscépio
estereoscoépio. As formas larvais encontradas (esporocistos, rédias e cercarias)
foram identificadas baseado em sua morfologia, de acordo com Andrews (1999) e

contadas.
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Os moluscos coletados com a finalidade de manter uma criagdo foram
colocados em cubas de plastico de 25x30x20cm com 1,5 litros de agua, e
mantidos através de uma alimentagcdo com alface. Em cada cuba foram colocadas

duas placas de isopor de 10x10x2cm para que realizassem a postura de ovos.

5.4- Identificacao das espécies de moluscos

Para identificacdo das espécies, os trinta espécimes de Lymnaea sp. e
dez de Physa sp. Coletados no canal 1 foram enviados ao Departamento de
Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, RJ, onde foram
identificados pelo Dr. Lobato Paraense. Os demais gastropodes foram
identificados ao nivel genérico no laboratério de malacologia do departamento de

Zoologia da UFMG.

5.5- Infecgoes experimentais

5.5.1-Criagao de Lymnaea livre de infecgao

As placas de isopor com as posturas obtidas dos moluscos coletados no
campo foram colocadas em uma cuba de plastico de 25x30x20cm com 1,5 litros
de agua. ApoOs a eclosao dos ovos, estes caramujos foram alimentados com
alface, e a agua das cubas foi trocada uma vez por semana.

Um grupo de 30 espécimes com tamanho de concha de 2mm foi separado
para verificagdo da taxa de crescimento, a duragdo do ciclo de vida, a taxa de
mortalidade e a idade na qual tem inicio a postura de ovos. Estes moluscos foram
criados através da mesma técnica descrita no paragrafo anterior, em cinco cubas
com seis moluscos em cada. Estas cubas foram examinadas diariamente, para

verificar a presenga de individuos mortos e de posturas nas placas de isopor, € 0s
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moluscos foram medidos com paquimetro uma vez por semana. Os dados obtidos
foram comparados com os de espécimes infectados experimentalmente, para se
investigar se ha diferengas entre as taxas de crescimento e de mortalidade dos

dois grupos.

5.5.2- Obtencao dos ovos de F. hepatica

Ovos de F. hepatica foram obtidos a partir amostras de fezes de bovinos
naturalmente infectados de Itajuba. Um grupo de dez bovinos foi selecionado
aleatoriamente na area de trabalho, dos quais foram coletadas diretamente da
ampola retal de cada animal cerca de 200g de fezes. Este material foi colocado
em sacos plasticos e levado até o laboratério de Helmintologia Veterinaria do
Departamento de Parasitologia do ICB, UFMG. No laboratério, foram realizados
exames coprologicos, através da técnica dos quatro tamises, utilizando-se quatro
gramas de fezes de cada animal (Faria, 2000). As amostras positivas foram
estocadas em geladeira por até 6 meses, como fonte de ovos para os
experimentos de infecgdo em laboratério. Apos este periodo, as amostras foram
descartadas. O bovino que apresentou a maior contagem de ovos por grama de
fezes, uma fémea da raca holandesa com idade de 6 anos, foi selecionada para
fornecer material adicional para as infecgdes experimentais, ao longo da
realizagcao do trabalho. Fezes deste animal foram coletadas uma vez a cada 3
meses para obtengédo de ovos para a realizagéo das infecgdes experimentais.

As fezes dos bovinos foram diluidas na proporgao de 4g de fezes por 30mi
de agua e homogeneizados em um béquer contendo agua isenta de cloro. Em

seguida, seu conteudo foi despejado no aparelho “quatro tamises” feito de quatro
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pecas de PVC com tamises dispostas uma sob a outra obedecendo a seguinte
sequéncia de malhas/polegadas: 100, 180, 200 e 250 (aberturas de 96 e 65 um,
respectivamente). Apos lavagem sob o jato de agua de uma torneira, o material
retido no ultimo tamis (250 malhas/polegada) foi transferido para um célice de
sedimentagao de 250ml, utilizando-se um jato de agua no sentido inverso desse
tamis. Este material foi lavado a cada dez minutos, retirando-se o sobrenadante
com o auxilio de uma pipeta ligada a uma péra de borracha, até que nenhum
residuo permanecesse suspenso. Apds cerca de sete a oito lavagens, o
sedimento com os ovos foi recolhido com pipeta Pasteur e colocado em placas de

Petri com agua isenta de cloro.

5.5.3-Obtencao de miracidios

Os ovos de F. hepatica foram incubados em estufa a 28°C. As placas de
Petri foram examinadas uma vez a cada dois dias, para verificar se ocorreu 0
embrionamento dos ovos, e remover 0 excesso de impurezas no material. Este
procedimento foi realizado retirando-se cerca de 25ml de agua da superficie das
placas de Petri com o auxilio de uma pipeta de plastico com capacidade de 3ml.
Em seguida, um volume equivalente de agua foi adicionado utilizando-se o jato de
agua de uma pisseta de plastico, aplicado ao fundo da placa, para oxigenar e
limpar os ovos.

Apos 14 dias de incubagao as placas de Petri com ovos foram colocadas
sob um foco de luz com lampada de 60 watts a uma distancia de 50cm por um

periodo de até quatro horas para estimular a eclosdo dos miracidios. Estes foram
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recolhidos com auxilio de uma pipeta pasteur utilizando microscépio estereoscopio

(120x) para ser utilizados nas infecgdes experimentais.

5.5.4- Infecgao dos moluscos

Os moluscos utilizados nos testes de suscetibilidade foram colocados
individualmente em frascos de vidro de 10ml, preenchidos com um volume
equivalente de agua isenta de cloro, aos quais foram acrescentados quatro
miracidios para cada um. Nos testes do efeito do numero de miracidios, foram
utilizados de 1 a 4 miracidios. Apés um periodo de 24h, os caramujos foram
transportados para um recipiente de plastico com 1,51 de agua isenta de cloro,
onde permaneceram por 31 dias, sendo alimentados uma vez a cada dois dias

com alface, e a agua de cada recipiente foi trocada uma vez por semana.

5.5.5- Exame dos moluscos

Aos 31 dias apos infecgdo, os moluscos tiveram sua concha esmagada
em uma placa de petri utilizando-se dois estiletes, e seus 6rgdos examinados ao
microscopio estereoscopico nos aumentos de 120x e 250x, buscando-se formas
larvais de F. hepatica. Estas formas larvais, quando presentes, foram identificadas
com base em sua morfologia, de acordo com Andrews (1999), e contadas com o

auxilio de um contador manual.

5.5.6- Testes de suscetibilidade

5.5.6.1- Influéncia da variagdo do tamanho da concha na
suscetibilidade
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Para se verificar a influéncia da variagdo do tamanho de concha na
suscetibilidade de L. columella a infecgdo por F. hepatica foram utilizados 700
moluscos obtidos a partir das posturas dos espécimes provenientes de Itajuba,
MG. Estes moluscos foram divididos em sete diferentes categorias de tamanhos
de conchas (2-4mm, 4-6mm, 6-8mm, 8-10mm; 10-12mm; 12-14mm, 14-16mm)
utilizando-se o0 menor tamanho de cada categoria como limite. Para cada grupo,

100 moluscos foram infectados, utilizando-se 4 miracidios por caramujo.

5.5.6.2- Efeito do numero de miracidios

Para verificacdo do efeito do niumero de miracidios na infecgdo, foram
utilizados quatro grupos de 50 moluscos, com tamanho de concha de 4 a 6mm,
obtidos a partir das posturas dos espécimes provenientes de lItajuba, MG. O
primeiro grupo foi infectado com um unico miracidio, e os outros trés foram

infectados com dois, trés e quatro miracidios, respectivamente.

5.5.6.3- Comparagcao entre moluscos provenientes de diferentes
localidades

A suscetibilidade de L. columella proveniente de Itajuba, MG, foi
comparada com a de moluscos de outras localidades: duas no estado de Minas
Gerais (Rio Doce, na Bacia do Rio Doce; e Jaboticatubas, na Bacia do Rio Séo
Francisco) e dois municipios de outros estados (Fortaleza, CE; e Pelotas RS).
Foram infectados 50 caramujos de cada localidade, utilizando-se espécimes com

tamanho de concha entre 4 e 6mm.

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!
“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your
product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

53

5.5.6.4- Associagoes simpatricas e alopatricas de F. hepatica com L.
columella

A comparagao da eficiéncia de associagbes simpatricas/alopatricas foi feita
utilizando-se quatro grupos: um grupo de L. columella proveniente de Itajuba, MG,
com F. hepatica proveniente do mesmo local, um grupo de L. columella
proveniente de Pelotas, RS, com F. hepatica proveniente do mesmo local
(Associagdes simpatricas), um grupo de L. columella proveniente de Itajuba, MG,
infectado com F. hepatica proveniente de Pelotas, RS, e um grupo de L. columella
proveniente Pelotas, RS, com F. hepatica proveniente de Itajuba, MG
(Associagdes alopatricas). Os resultados obtidos das infec¢gdes destes quatro
grupos foram comparados entre si para verificar se associagdes alopatricas do
parasito com seu hospedeiro intermediario sdo mais eficientes que as associagoes

alopatricas.

5.5.6.5- Infeccao de Physa marmorata

Para verificar se moluscos do género Physa eram suscetiveis a infecgéao
por F. hepatica, como foi sugerido por Busetti et al. (1985), foram utilizados
moluscos da primeira geracdo de P. marmorata obtida a partir de espécimes
coletados no local de trabalho. As técnicas de criacdo e infeccdo dos moluscos
foram as mesmas descritas nos itens 5.5.1 a 5.5.5 para L. columella. Foram

infectados cinquenta caramujos, utilizando-se quatro miracidios para cada um.
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5.6- Manutenc¢ao do ciclo de F. hepatica em coelhos

5.6.1- Infeccao dos moluscos

Além dos moluscos utilizados para se verificar a suscetibilidade a infecgao
por F. hepatica, um grupo adicional de 30 moluscos com tamanho de concha de
2mm foi infectado com a finalidade de produzir metacercarias, para estabelecer o
ciclo do trematodeo em laboratorio. Estes moluscos foram infectados conforme o
item 4. Apds a exposigao aos miracidios os moluscos foram colocados em cubas
de plastico de 25x6x10cm com a parte interna coberta com papel celofane,
contendo 1,5 litros de agua isenta de cloro, e alimentados com alface. Os
moluscos foram medidos semanalmente, e as cubas foram investigadas
diariamente a procura de individuos mortos.

Estes caramujos foram criados simultaneamente com o grupo de 30
moluscos néo infectados descrito no item 4.1, para posterior comparacao entre os
dados das taxas de crescimento e mortalidade.dos dois grupos (infectados e nao

infectados).

5.6.2-Obtencao de metacercarias

O papel celofane que cobria as cubas foi retirado e examinado
diariamente, a partir do 31° dia apos a infecgdo, ao microscépio estereoscopio,
nos aumentos de 120x e 250x, a procura de metacercarias aderidas. Quando
encontradas, estas foram retiradas do papel celofane com o auxilio de estiletes e
coletadas com pipetas. Em seguida, foram colocadas em recipientes de vidro com

10 ml &gua destilada e estocadas em geladeira.
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5.6.3- Infeccao de coelhos com metacercarias de F. hepatica

Metacercarias foram utilizadas para realizar infeccbes experimentais de
cinco coelhos (Oryctolagus cuniculus) com cerca de 1 ano de idade. Foram
utilizadas trinta metacercarias para cada coelho. As metacercarias foram
administradas aos coelhos com o auxilio de uma sonda esofagica, que consiste
em uma seringa de plastico de 10ml acoplada a uma mangueira de plastico de
40cm de comprimento, e didmetro de 4mm . Foi adicionada a ampola da seringa
um volume de cerca de 60ml de agua destilada, com as 30 metacercarias. Em
seguida, a mangueira foi introduzida pela boca até alcangar o eséfago do coelho,
onde as metacercarias foram inoculadas. Apos a inoculagdo, a sonda foi
examinada ao microscopio estereoscopio, nos aumentos de 120x e 250x, para
verificar se alguma metacercaria permaneceu aderida a seringa ou a mangueira.
Quando isto ocorreu, elas foram inoculadas novamente através do mesmo
procedimento.

Os animais infectados foram colocados individualmente em gaiolas e a
partir do 20° dia apds a infeccdo, amostras com aproximadamente 2g de fezes
foram coletadas diariamente, para se avaliar a presenga de ovos de F. hepatica

através do aparelho de quatro tamises.

5.6.4- Comparacgao da viabilidade de miracidios obtidos de ovos de
Fasciola hepatica provenientes de bovinos e coelhos

Fezes dos coelhos infectados experimentalmente com F. hepatica foram
recolhidas duas vezes por semana, a partir do primeiro dia em que foi verificada a

presencga de ovos do helminto, e examinadas pelo método de quatro tamises para
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verificagdo do numero de ovos eliminados por grama de fezes. Os ovos foram
incubados em placas de Petri por duas semanas, a temperatura de 28°.

Ovos de F. hepatica provenientes de bovinos naturalmente infectados
foram obtidos a partir das amostras coletadas na area de estudo, conforme
descrito no item 5.5.2.

Os miracidios obtidos foram utilizados para a infeccdo experimental de
dois grupos de 50 moluscos provenientes de Itajuba, MG, com tamanho de concha
de 4mm, sendo um grupo infectado com miracidios obtidos a partir de ovos
provenientes de coelhos e o outro grupo infectado com miracidios obtidos a partir
de ovos provenientes de bovinos. O numero de moluscos positivos de cada grupo
e 0 numero de formas larvais obtidas foram comparadas, para verificar se houve

influéncia do hospedeiro na eficiéncia das infecgdes experimentais.

5.7- Anadlise Estatistica

Foram realizados testes de correlagdo de Spearman entre as densidades
populacionais dos caramujos em cada més e fatores climaticos (pluviosidade e
temperatura média), através do software estatistico TANAGRA. Também foram
realizados testes de correlagéo, entre o tamanho das conchas dos caramujos e 0s
fatores descritos anteriormente. Os coeficientes de correlagdo obtidos (rs) foram
analisados com 14 graus de liberdade (p<0,05).

A relagao entre taxa de infecgdo e variagdo do tamanho da concha, foi
testada através de um modelo de regressao logistica, utilizando-se o software

estatistico MINITAB 14.
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Para testar o efeito do numero de miracidios na infec¢ado dos moluscos foi
feito um teste de qui-quadrado com um nivel de significancia de p<0,05, através
do software Epilnfo 3.4.1.

Para comparar a suscetibilidade de moluscos provenientes de diferentes
localidades, foi utilizado o modelo de regressao de Poisson. Os coeficientes da
regressdo de Poisson foram associados ao risco relativo para caramujos
provenientes de diferentes localidades. Para ajuste dos modelos, foi utilizado o
Software estatistico R 2.0.1. Os parametros estimados para cada localidade foram
testados ao nivel de 5%, e pelo critério de Bonferroni, todos os valores-p préximos
ou menores que 0.0125 foram considerados significativos.

A comparacao da eficiéncia de associagdes simpatricas e alopatricas foi
feita utilizando-se um modelo de regresséo logistica. Para que o nivel global de
significancia permanega em 5%, foi usado o critério de Bonferroni, que consiste
em rejeitar a hipotese de n&o significancia dos parédmetros do modelo estimado
apenas se o valor-p for menor ou igual a 0.016. Para ajuste dos modelos, foi
utilizado o Software estatistico MINITAB 14

Para comparar estatisticamente a eficiéncia das infecgdes com miracidios
provenientes a partir de ovos de bovinos e de coelhos, foi postulado o modelo de
regresséo logistica. O modelo foi estruturado utilizando-se como variavel a ser
modelada a probabilidade de infeccdo, e como fator relacionado a esta
probabilidade o hospedeiro a partir do qual os ovos foram obtidos (bovino ou

coelho). Para ajuste dos modelos, foi utilizado o Software estatistico MINITAB 14.
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A comparacdo das médias de tamanho de concha entre moluscos
infectados e livres de infeccao foi realizada através do teste de ANOVA, utilizando-
se o software Epi info 3.4.1.

Todas as comparag¢des entre a mortalidade de moluscos de diferentes
grupos nos testes de suscetibilidade foram realizadas através de testes de qui-
quadrado, utilizando-se um nivel de significancia de p<0,05, através do software

Epi Info 3.4.1.
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6- RESULTADOS

6.1- Variagoes climaticas e alteragdes no habitat dos moluscos

6.1.1- Variagao nas médias mensais de temperatura e precipitagao

A variagdo da precipitacdo e das meédias de temperatura durante o
trabalho encontram-se nos graficos 1, 2 e 3. A precipitagdo mensal variou de Omm
(jJunho de 2003, agosto de 2004 e agosto de 2005) a 475mm (janeiro de 2005). As
maiores médias de temperatura foram observadas em fevereiro de 2006 (20°), e
as menores em julho de 2004 (14°). Nos trés anos de estudo foi observado um

aumento na precipitacdo de outubro a fevereiro, € uma redugdo de margo a

setembro.
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Grafico 1- Variagao mensal de precipitagao e temperatura em
Itajuba, MG, de maio de 2003 a abril de 2004
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Grafico 2- Variagao mensal de precipitacao e temperatura em
Itajuba, MG, de maio de 2004 a abril de 2005
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Grafico 3- Variagao mensal de precipitagao e temperatura em
Itajuba, MG, de maio de 2005 a abril de 2006

6.1.2- Alteragoes observadas nos canais de drenagem
Todos os canais foram limpos pelos fazendeiros, através da remogao da

vegetacao, pelo menos uma vez em cada um dos anos de amostragem (FIG. 7).
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Figura 7- Canal 3 apos limpeza,margo de 2004. Varzea do corrego
Pirangucu, Itajuba, MG

O canal 1 foi limpo em dezembro de 2004, e nos meses de abril e junho
de 2005. O canal 2 foi limpo nos mesmos meses que o canal 1, e foi dragado e
limpo em outubro de 2005. O canal 3 foi limpo nos meses de agosto e dezembro
de 2003, em margo de 2004, e nos meses de abril, julho e outubro de 2005. O
canal 4 foi limpo em novembro de 2003 , e nos meses de margo e maio de 2004, e
abril e junho de 2005. O canal 5 foi limpo em margo e maio de 2004, e nos meses
de abril e junho de 2005. As limpezas que ocorreram nos canais amostrados estao

resumidas na Tabela 1.
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TABELA 1
Descricao dos canais onde foram estabelecidos os pontos de amostragem, com
as coordenadas geograficas (UTM) obtidas de GPS, numero de meses em que foi
limpa, durante o trabalho (NML), os meses em que ocorreu a limpeza e 0s anos
em que foram limpos (AL) varzea do cérrego Pirangugu, Itajuba, MG

Canal 1 Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
UTM 7516182 7516181 7516445 7516324 7516456
NML 3 4 6 5 4
Meses em que Dez/2004 Dez/2004 Ago/2003 Nov/2003 Mar/2004
ocorreu a Abr/2005 Abr/2005 Dez/2003 Mar /2004 Mai/2004,
limpeza jun/2005 Jun/2005 Mar/2004 Mai/2004 Abr/2005
Out/2005 Abr/2005 Abr/2005 Jun/ 2005
Jul/2005 Jun /2005.
Out/2005
AL* 1020 3 10 20 3° 1° (3x) 2° 3° 10 (2x) 2° (2x) 10 2°(2x) 3
30

* 1° ano: maio de 2003 a abril de 2004. 2° ano: maio de 2004 a abril de 2005. 3° ano: maio de 2005 a abril de 2006.

Além da remocdo da vegetagcdo, outras alteragbes do habitat dos
moluscos ocorreram no local. A agua dos canais transbordou durante a estagéo

chuvosa nos trés anos de amostragem, alagando parcialmente a varzea. (FIG 8).

A - ———

Figura 8- Varzea inundada-Dezebro de 2004. Varzea do cérrego
Pirangucu, Itajuba, MG
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A inundagao ocorreu com maior intensidade em janeiro de 2005, quando
a varzea foi completamente alagada. Os canais 1 e 2 foram assoreados
gradualmente durante os dois primeiros anos, mas foram dragados e limpos no

terceiro ano.

6.2- Identificagao das espécies de moluscos

As espécies encontradas nos pontos de amostragem foram identificadas
como: Lymnaea columella, Physa marmorata, Drepanotrema cimex, Biomphalaria
sp., € Pomacea sp. Durante a realizagdo do trabalho, sé foram encontrados
espécimes jovens de Pomacea sp. e Biomphalaria sp., o que impossibilitou a
identificacdo até nivel especifico, uma vez que os moluscos nao apresentavam

orgaos sexuais completamente desenvolvidos.

6.3- Coleta de moluscos

6.3.1- Variagao das populagdées de moluscos

Durante o trabalho foram coletados 1026 exemplares de L. columela, 439
de D. cimex, 75 de P. marmorata, 12 de Biomphalaria sp. e 9 de Pomacea sp.

Nos trés anos de coleta observou-se que as populagdes de L. columella
apresentavam um aumento durante 0S meses em que a precipitagdo era menor:
entre junho e setembro de 2003, entre agosto e setembro de 2004 e entre junho e
setembro de 2005. Populagdes de D. cimex apresentaram um padrao diferente,

com um aumento entre dezembro e abril. Espécimes de Pomacea sp. somente
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foram encontrados nos meses de marco, setembro e novembro de 2005, e em

janeiro de 2006. O terceiro ano de amostragem foi o periodo em que o menor

numero de moluscos foi coletado. A tabela 2 mostra a variagcdo das populacdes de

moluscos nos trés anos de trabalho.

TABELA 2

Variagao das populagdes de gastropodes nos pontos de amostragem de maio de
2003 a abril de 2006- varzea do cérrego Pirangucu, ltajuba, MG

Lymnaea Physa Drepanotrema  Biomphalaria Pomacea
mai/03 0 0 0 0 0
jun/03 0 0 0 0 0
jul/o3 120 0 3 1 0
ago/03 164 5 52 0 0
set/03 193 7 2 0 0
out/03 60 17 0 1 0
nov/03 31 3 46 1 0
dez/03 22 2 2 1 0
jan/04 18 0 16 0 0
fev/04 19 1 19 1 0
mar/04 14 1 118 0 0
abr/04 6 2 26 1 0
mai/04 7 2 34 1 0
jun/04 0 0 0 0 0
jul/o4 13 0 0 0 0
ago/04 12 0 12 0 0
set/04 180 3 0 0 0
out/04 15 3 0 0 0
nov/04 32 1 1 1 0
dez/04 16 16 9 2 0
jan/05 0 0 0 0 0
fev/05 0 0 31 2 0
mar/05 0 0 34 0 5
abr/05 0 0 15 0 0
mai/05 0 3 2 0 0
jun/05 1 1 0 0 0
jul/os 12 2 0 0 0
ago/05 40 2 0 0 0
set/05 42 0 2 0 1
out/05 6 0 0 0 0
nov/05 2 0 1 0 2
dez/05 1 0 2 0 0
jan/06 0 4 5 0 1
fev/06 0 0 2 0 0
mar/06 0 0 2 0 0
abr/06 0 0 3 0 0
Total 1026 75 439 12 9
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6.3.2- Variacao das populagoées de L. columella

Durante o periodo de estudo, a populagéo de L. columella apresentou um
aumento durante o periodo de junho a outubro, seguido de uma diminuigdo nos
meses seguintes. Os testes de correlagao entre as populagdes de L. columella nos
trés anos de amostragem indicaram correlagdes fortes entre os mesmos (rs = 0,73

entreanos le 2,r;=0,85entreanos 1 e 3ers =0, 76 entre anos 1 e 3.)

6.3.2.1- Comparacgao entre os pontos de amostragem

Foram observadas diferengas significativas entre as populagdes dos
diversos pontos de amostragem. As maiores semelhancgas foram observadas entre
os pontos de amostragem 4 e 5 (r=0,72), e a maior diferenca foi observada entre
os pontos 3 e 5 (-0,11). Os graficos 4, 5 e 6 mostram a variagao da populagao de
L. columella nos cinco pontos de amostragem. A comparagdo da variagao das
populag¢des de L. columella entre os cinco pontos de amostragem encontra-se na
Tabela 3, e os resultados dos testes de correlagdo entre os mesmos estao
resumidos na Tabela 4.

TABELA 3

Numero de exemplares de Lymnaea. columella coletadas nos cinco pontos de

amostragem de maio de 2003 a abril de 2006 varzea do corrego Pirangucu,
Itajuba, MG

(Continua)
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Total

mai/03 0 0 0 0 0 0
jun/03 0 0 0 0 0 0
jul/o3 0 0 0 87 33 120
ago/03 46 0 o* 49 69 164
set/03 63 0 0 16 29 193
out/03 12 6 0 18 30 60
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TABELA 3

Numero de Lymnaea columella coletadas nos cinco pontos de amostragem de
maio de 2003 a abril de 2006 varzea do cérrego Pirangugu, ltajuba, MG

(Conclusao)

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Total

nov/03 2 4 4 15* 31
dez/03 1 4 17+ 2 0 22
jan/04 7 8 3 0 0 18
fev/04 18 1 0 0 0 19
mar/04 13 1 0* 0 o* 14
abr/04 3 0 0 0 3 6
mai/04 5 0 0 2 o* 7
jun/04 0 0 0 0 0 0

jul/o4 1 0 0 6 6 13
ago/04 2 0 0 10 0 12
set/04 5 0 0 147 28 180
out/04 4 0 1 10 0 15
nov/04 9 0 0 5 18 32
dez/04 4* 0* 8 2 2 16
jan/05 0 0 0 0 0 0
fev/05 0 0 0 0 0 0
mar/05 0 0 0 0 0 0
abr/05 0* 0* 0* 0 0 0
mai/05 0 0 0 0 0 0
jun/05 0* 0* 0 0 1 1

jul/05 0 0 0* 0 12 12
ago/05 0 0 0 8 32 40
set/05 0 0 0 26 16 42
out/05 0 0* 0* 4 2 6
nov/05 0 0 0 2 0 2
dez/05 0 0 1 0 0 1
jan/06 0 0 0 0 0 0
fev/06 0 0 0 0 0 0
mar/06 0 0 0 0 0 0
abr/06 0 0 0 0 0 0

(*)- meses em que ocorreu a limpeza do canal.

TABELA 4

Coeficientes de correlagado (r) entre as populagcbes de Lymnaea. columella nos
pontos de amostragem varzea do corrego Pirangugu, Itajuba, MG

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Ponto 1 X 0,49 0,22 0,43 0,32
Ponto 2 0,49 X 0,45 -0,01 -0,03
Ponto 3 0,23 0,45 X 0,05 -0,11
Ponto 4 0,43 -0,01 0,05 X 0,72
Ponto 5 0,32 -0,03 -0,11 0,72 X
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Grafico 6- Variagao da populagdao de Lymnaea columella nos
cinco pontos de amostragem de maio de 2005 a abril de 2006
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6.3.2.2-Comparagao com populacoes de outros gastropodes

A comparagdo entre as variagdes das populagdes de gastropodes
encontram-se nos graficos 7, 8 e 9. Os testes de correlagdo mostraram que ha
pouca semelhanga entre as variagbes de populacdes das diferentes espécies de
gastropodes. Os coeficientes de correlagdo encontrados estdo resumidos na
tabela 5. A unica correlagdo estatisticamente significativa foi observada entre as

populagdes de L. columella e P. marmorata (r=0,52).

TABELA 5
Coeficientes de correlacdo observados na comparagao entre as variacdes de
populac¢des das diferentes espécies de gastropodes presentes no local de estudo

Lymnaea Physa Drepanotrema Biomphalaria  Pomacea
Lymnaea X 0,52 0,05 0,3 -0,14
Physa 0,52 X 0,09 0,32 -0,14
Drepanotrema 0,05 0,09 X 0,36 0,12
Biomphalaria 0,3 0,32 0,36 X -0,22
Pomacea -0,14 0,14 -0,13 -0,22 X
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Grafico 7- Comparacgao da variagao das populagdoes de
gastropodes de maio de 2003 a abril de 2004
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Grafico 9- Comparagao da variagao das populagoes de
gastropodes de maio de 2005 a abril de 2006

6.3.2.3- Correlagcoes entre populagoes de L. columella e dados

climaticos

Ao se comparar as variagdbes mensais das populagdes de L. columella
com os dados climaticos através dos testes de correlagdo, foram observadas

correlagdes negativas fracas entre as médias de populagdes e as médias mensais
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de temperatura (rs =0,2), e entre as médias de populagdes e as médias mensais
de precipitagao (rs =0,28).

A maior média do tamanho da concha foi observada em setembro de
2005 (x=10,4 s=10,2), e a menor, em julho de 2004 (x=5,5 s=1,7). Observou-se
uma diminuicdo desta média entre os meses de outubro, novembro e dezembro
em 2003 e 2004, e no més de setembro de 2005. Um aumento gradual do
tamanho da concha foi observado entre os meses de julho e setembro de 2003,
janeiro e fevereiro de 2004, agosto e setembro deste mesmo ano, e entre julho e
agosto de 2005. Portanto, nos trés anos pesquisados, observou-se um aumento
na proporgcdo de moluscos menores durante os primeiros meses da estagao das
chuvas (outubro e novembro). Estes dados sugerem a existéncia de duas
geracoes distintas de L. columella por ano no local de trabalho, uma vez que nos
trés anos pesquisados houve pelo menos dois picos diferentes na média do
tamanho de concha, seguidos por uma diminuicdo dos mesmos.

Os testes de correlagdo indicaram correlagbes negativas fracas entre
média do tamanho da concha e temperatura (rs= -0,44) e entre tamanho da
concha e precipitagao (rs= -0,56). Os graficos 10, 11 e 12 mostram a variagdo das

médias dos tamanhos da concha de L. columella nos trés anos de amostragem.
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6.3.3- Taxa de infecgao natural de L. columella com F. hepatica.
A variacdo mensal do numero de moluscos naturalmente infectados se
encontra na tabela 6.
TABELA 6

Numero de moluscos coletados, numero de individuos naturalmente infectados e

taxa de infecgdo natural de Lymnaea columella na area de estudo
N de moluscos

Més/ano coletados N de infectados % de infectados
mai/03 0 0 0
jun/03 0 0 0

jul/03 120 0 0
ago/03 164 0 0
set/03 193 6 3,1
out/03 60 0 0
nov/03 31 1 3,2
dez/03 22 1 4,5
jan/04 18 0 0
fev/04 19 1 5,3
mar/04 14 0 0
abr/04 6 0 0
mai/04 7 0 0
jun/04 0 0 0
jul/o4 13 0 0
ago/04 12 0 0
set/04 180 1 0,6
out/04 15 1 6,7
nov/04 32 0 0
dez/04 16 3 18,8
jan/05 0 0 0
fev/05 0 0 0
mar/05 0 0 0
abr/05 0 0 0
mai/05 0 0 0
jun/05 1 0 0
jul/05 12 2 16,7
ago/05 40 0 0
set/05 42 1 2,4
out/05 6 0 0
nov/05 2 0 0
dez/05 1 0 0
jan/06 0 0 0
fev/06 0 0 0
mar/06 0 0 0
abr/06 0 0 0
Total 1026 17 1,7
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A média mensal de infecgdo natural de L. columella com F. hepatica
observada foi baixa (1,7%). Espécimes de L. columella naturalmente infectados
por F. hepatica foram encontrados em nove dos 36 meses de coleta A variagao da
taxa de infeccdo natural ndo apresentou um padrao definido, e as maiores taxas
de infecgdo foram observadas em dezembro de 2004 (18,7%) e julho de 2005
(16,6%).

6.4-Resultado das infecgoes experimentais

6.4.1- Influéncia do tamanho da concha de L. columella na infecgao
experimental

As ocorréncias de infecgao por classe de tamanho das conchas dos
caramujos infectados em laboratério encontram-se na tabela 7.

TABELA 7

Comparacédo entre os resultados das infeccbes de Lymnaea columella com
Fasciola hepatica nas sete categorias de tamanho testadas

Classes de tamanho (mm) 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12 12-14 >14
N de moluscos infectados 100 100 100 100 100 100 100
moluscos com rédias (%) 67 79 78 51 16 21 2
moluscos com cercarias (%) 38 14 3 9 2 0 0
moluscos mortos no 31° dia 21 23 17 40 36 38 50
apos infecgao (%)

Média de rédias por molusco 21,3 14 9,1 10,9 7,8 2,6 2
positivo

Média de cercarias por 22,1 15,4 2,3 15,2 8 0 0

molusco positivo

O grupo que apresentou maior suscetibilidade foi o0 de moluscos com
conchas de 4-6 milimetros (79%), e o que apresentou menor suscetibilidade foi o
de caramujos com concha maior que 14mm (2%). Rédias foram observadas em

todos os moluscos infectados, enquanto cercarias estavam presentes em apenas
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21% dos mesmos, sendo que a maior propor¢ao foi observada nos moluscos com
tamanho de concha de 2-4mm (38%), e a menor nos moluscos com tamanho de
concha superior a 12mm (0%). A maior taxa de mortalidade foi observada nos
moluscos com tamanho de concha maior que 14 mm (50%), e a menor nos de 6-
8mm (17%). No entanto, n&o foi observada nenhuma relagdo entre tamanho de
concha e taxa de mortalidade apdés a infeccdo, e as unicas diferencas
estatisticamente significativa foram observadas entre os grupos de 2-4mm e 8-
10mm (Q= 8,52, p=0,04) e entre os grupos 2-4mm e >14mm (Q=18,36, p=0).

O modelo de regresséo logistica indicou uma associagao nao linear entre
a classe de tamanho dos caramujos e o fator infec¢ao. A probabilidade de ocorrer
infeccdo em um caramujo de uma determinada categoria de tamanho pode ser
calculada pela férmula:

1
1+ exp{—(B, + AT}

P(I=1)

P(I =1) : probabilidade de ocorrer infecgao;
T: Categoria de tamanho: T=1 (2-4mm)... T=7 (>14mm)
B, e p,: coeficientes de regresséo

A tabela 8 mostra os resultados do teste de regressao logistica para a
presencga de rédias em moluscos de diferentes categories de tamanho, e a tabela

9 mostra os resultados do teste para a presenca de cercarias.

TABELA 8
Resultados da regressao logistica binaria: Rédias x categoria de tamanho
“Predictor” Coef SE Coef Z P “Odds 95% Cl
Ratio” “Lower” “Upper”
Constante  2,37608 0,217591 10,92 0 - - -
Classe de -0,666868  0,0526176 -12,67 O 0,51 0,46 0,57
tamanho
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TABELA 9
Resultados da regressao logistica binaria: cercarias x categoria de tamanho
“Predictor” Coef SE Coef Z P “Odds 95% Cl
Ratio” “Lower” “Upper”
Constante  0,238312 0,273193 0,87 0,383 - - -
Classe de  -0,666868 0,0526176 -12,67 O 0,41 0,33 0,52
tamanho

Os coeficientes encontrados para rédias e cercarias foram negativos (-0.6668
e -0.8877, respectivamente), o que significa que quanto maior a categoria de
tamanho, menor a probabilidade de ocorrer infecgdo. Portanto, a probabilidade de
L. columella se infectar e apresentar rédias aos 31 dias apds infecgao para uma
categoria de tamanho pode ser calculada como:

1

P(I=1)= =
1+ exp{—(2,376808 — 0,6668687")}

Isto significa que é 0,51 a probabilidade do caramujo de uma classe de tamanho
menor. A probabilidade de um molusco de se infectar e apresentar cercarias 31
dias apods infecgao pode ser calculada como:

1

P =) = o (0.2383_08877T)}

Logo, ela € 0,41 a probabilidade de um caramujo de uma classe de tamanho
menor.

Estes resultados indicam que, além da frequéncia de ocorréncia, o numero
de formas larvarias encontrados por caramujo também diminuiu com o aumento

da classe de tamanho (Grafico 13).
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Grafico 13- Frequéncia de infecgoes de Lymnaea
columella com Fasciola hepatica por classe de
tamanho

6.4.2- Efeito do numero de miracidios
Os resultados das infecgdes encontram-se na tabela 10.
TABELA 10

Frequéncia de infeccdo de Lymnaea columella com diferentes numeros de
miracidios de Fasciola hepatica.

Numero de miracidios usado 1 2 3 4
Numero de moluscos expostos a 50 50 50 50
infeccao

moluscos infectados (%) 42 28 53 72
Média de rédias encontradas nos 23,3 23,5 18,5 14
moluscos infectados

moluscos que apresentaram 26 18 26 14
cercarias apos 31 dias(%)

Média de cercarias 52,6 31,9 34,4 15,4

Os moluscos infectados com quatro miracidios foram os que
apresentaram maior propor¢cdo de positivos (72%), e os infectados com dois
miracidios os que apresentaram menor propor¢ao (28%). A maior meédia do
numero de rédias foi observada nos moluscos infectados com dois miracidios

(23,5%), e a menor média foi observada nos infectados com quatro miracidios
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(14%). O teste do qui-quadrado indicou diferengas significativas nos resultados
das infecgdes (p<0,05), usando-se de 1 a 4 miracidios, sendo que as maiores
diferengas foram observadas entre o grupo infectado com um miracidio, e o grupo
infectado com 4 miracidios (q=18,36, p= 0,000183). No entanto, n&o foi observada

uma relagao linear entre o numero de miracidios utilizado e o sucesso da infecgéo.

6.4.3- Comparagao da suscetibilidade de moluscos provenientes de
diferentes localidades

6.4.3.1-Comparacgao da suscetibilidade a infecgao por F. hepatica
A Tabela 11 mostra a comparagdo dos resultados das comparag¢des da
infectividade de L. columella proveniente de diferentes localidades.
TABELA 11

Comparacao da suscetibilidade de Lymnaea columella proveniente de diferentes
localidades

Localidade Taxa de Média de caramujos Médias de Mortalidade
infeccao (%) rédias com cercarias cercarias (%)
apés 31 dias
(%0)

Itajuba 71 14 20 16 23
Rio Doce 86 19,8 53,5 47,3 30,6
Jaboticatubas 76 245 63 64 33
Fortaleza 68 18,17 35 16 36
Pelotas 46 28,6 12 22 29

Dentre os espécimes de L. columella de diferentes localidades infectados
experimentalmente, os que demonstraram a maior suscetibilidade a infecgcdo com
F. hepatica foram os do municipio de Rio Doce (86%), e 0s que apresentaram a
menor suscetibilidade foram os provenientes de Pelotas (46%). A maior média de
rédias nos espécimes positivos foi observada em caramujos de Pelotas (46), e a

menor nos moluscos de Fortaleza (18,17). A maior mortalidade aos 31 dias apos
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infecgao foi observada nos caramujos de Fortaleza (36%), a menor entre os de
Pelotas(29%). A unica diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de
mortalidade foi observada entre os moluscos de Fortaleza e Itajuba (Q= 4,06
p=0,043). Os moluscos de Jaboticatubas apresentaram a maior proporgcao de
individuos com cercarias aos 31 dias apos infecgdo (63%), assim como a maior

meédia de cercarias (64).

6.4.3.2-Comparagcao do numero de rédias e cercarias obtidos de

moluscos de diferentes localidades

As Tabelas 12 a 16 mostram os resultados do teste estatistico de Poisson
para o numero de rédias encontrado nos moluscos de diferentes localidades.
TABELA 12

Comparacao de Fortaleza (localidade de referéncia) com as demais localidades,
atraves do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” ‘z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 0.6523 0.1021 6.392 1.64e-10
Rio Doce 1.6991 0.1110 15.307 2.05e-9
Pelotas -1.7311 0.2631 -6.579 4.74e-11
Jaboticatubas 2.0807 0.1082 19.223 < 2e-16
Itajuba 0.1131 0.1228 0.922 0.357

A analise do numero de rédias obtidas de L. columella proveniente de
Fortaleza apresentou coeficientes estatisticamente inferiores aos de moluscos do
Rio Doce e de Jaboticatubas, coeficientes maiores que Itajuba e coeficientes nao

diferentes de Pelotas.
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TABELA 13
Comparacao de Rio Doce (localidade de referéncia) com as demais localidades,
atraves do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 2.35138 0.04364 53.877 < 2e-16
Fortaleza -1.69905 0.11100 -15.307 < 2e-16
Pelotas -3.43018 0.24643 -13.919 < 2e-16
Jaboticatubas 0.38169 0.05661 6.742 1.56e-11
Itajuba -1.58591 0.08097 -19.587 < 2e-16

Ao se comparar moluscos do Rio Doce com os dos demais municipios, a analise
apresentou coeficientes maiores que os de Fortaleza, Pelotas e Itajuba. Apesar do
valor-p na comparagao com L. columella proveniente de Jaboticatubas (valor-p=
0.03665) n&o ser inferior ao nivel de significancia (0.0125), ele pode ser
considerado pequeno, e indica que os moluscos do Rio Doce apresentaram
coeficientes estatisticamente inferiores aos moluscos desta localidade.

TABELA 14

Comparacédo de Pelotas (localidade de referéncia) com as demais localidades,
através do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” “z value” Pr(>|z|)
(Intercept) -1.0788 0.2425 -4.448 8.67e-06
Rio Doce 1.7311 0.2631 6.579 4.74e-11
Fortaleza 3.4302 0.2464 13.919 < 2e-16
Jaboticatubas 3.8119 0.24520 15.546 < 2e-16
Itajuba 1.8443 0.2519 7320 2.48e-13

Na comparagdo dos moluscos de Pelotas com os dos demais municipios,
verificou-se que a analise gerou coeficientes maiores que os de Itajuba, mas
inferiores aos do Rio Doce e de Jaboticatubas. Os moluscos de Pelotas nao

geraram coeficientes estatisticamente diferentes dos de Fortaleza.
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TABELA 15
Comparagdo de Jaboticatubas (localidade de

localidades, através do teste de Poisson. Coeficientes:

80

referéncia) com as demais

“Estimate” “Std. Error” z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 2.73307 0.03606 75.790 < 2e-16
Rio Doce -2.08074 0.10824 -19.223 < 2e-16
Pelotas -0.38169 0.05661 -6.742 1.56e-11
Fortaleza -3.81188 0.24520 -15.546 < 2e-16
Itajuba -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16

Os moluscos de Jaboticatubas apresentaram coeficientes superiores a
todos os demais municipios, com menos énfase para sua comparagao com os do
Rio Doce, que apesar de ter apresentado um valor-p pequeno (0.0366), este nao é
considerado significativo, por nao ser inferior ao nivel descritivo de 0.0125.

TABELA 16

Comparacédo de lItajuba (localidade de referéncia) com as demais localidades,
atraves do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” ‘z value” Pr(>|z])
(Intercept) -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16
Rio Doce -1.58591 0.08097 -19.587 < 2e-16
Pelotas 1.8443 0.2519 7320 2.48e-13
Jaboticatubas -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16
Fortaleza 0.1131 0.1228 0.922 0.357

Os moluscos de Itajuba apresentaram a menor taxa de incidéncia de
Rédias, que se mostrou estatisticamente inferior nos quatro modelos. Os
resultados obtidos na modelagem das rédias mostram que os moluscos
provenientes do Rio Doce e de Jaboticatubas apresentam coeficientes, ao nivel de
5%, superiores aos demais.

As Tabelas 17 a 21 mostram os resultados do modelo de Poisson para os

numeros de cercarias encontrados em moluscos de diferentes localidades.
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TABELA 17
Comparacéo de Fortaleza (localidade de referéncia) com as demais localidades,
atraves do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 0.6523 0.1021 6.392 1.64e-10
Rio Doce 1.6991 0.1110 15.307 2.05e-09
Pelotas -1.7311 0.2631 -6.579 4.74e-11
Jaboticatubas 2.0807 0.1082 19.223 < 2e-16
Itajuba 0.1131 0.1228 0.922 0.357

Comparando-se o0s moluscos de Fortaleza com os das demais regides foi
demonstrado que sua suscetibilidade gerou coeficientes estatisticamente inferiores
aos apresentados por moluscos do Rio Doce e de Jaboticatubas, maiores que os
de Pelotas e n&o diferentes de Itajuba.

TABELA 18

Comparacéo de Rio Doce (localidade de referéncia) com as demais localidades,
através do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” “z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 2.35138 0.04364 53.877 < 2e-16
Fortaleza -1.69905 0.11100 -15.307 < 2e-16
Pelotas -3.43018 0.24643 -13.919 < 2e-16
Jaboticatubas 0.38169 0.05661 6.742 1.56e-11
Itajuba -1.58591 0.08097 -19.587 < 2e-16

Os moluscos do Rio Doce apresentaram coeficientes estatisticamente maiores
gue os de Fortaleza, Pelotas e Itajuba, e inferiores aos de Jaboticatubas.
TABELA 19

Comparacédo de Pelotas (localidade de referéncia) com as demais localidades,
atraves do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” z value” Pr(>|z|)
(Intercept) -1.0788 0.2425 -4.448 8.67e-06
Rio Doce 1.7311 0.2631 6.579 4.74e-11
Fortaleza 3.4302 0.2464 13.919 < 2e-16
Jaboticatubas 3.8119 0.24520 15.546 < 2e-16
Itajuba 1.8443 0.2519 7320 2.48e-13

Os moluscos provenientes de Pelotas apresentaram coeficientes estatisticamente
menores gue todos os demais, e 0os do municipio de Jaboticatubas apresentaram

0s maiores coeficientes dentre todas as ragas geograficas testadas.
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TABELA 20
Comparagdo de Jaboticatubas (localidade de

localidades, através do teste de Poisson. Coeficientes:
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referéncia) com as demais

“Estimate” “Std. Error” z value” Pr(>|z|)
(Intercept) 2.73307 0.03606 75.790 < 2e-16
Rio Doce -2.08074 0.10824 -19.223 < 2e-16
Pelotas -0.38169 0.05661 -6.742 1.56e-11
Fortaleza -3.81188 0.24520 -15.546 < 2e-16
Itajuba -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16
TABELA 21

Comparacédo de ltajuba (localidade de referéncia) com as demais localidades,
através do teste de Poisson. Coeficientes:

“Estimate” “Std. Error” “z value” Pr(>|z|)
(Intercept) -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16
Rio Doce -1.58591 0.08097 -19.587 < 2e-16
Pelotas 1.8443 0.2519 7320 2.48e-13
Jaboticatubas -1.96760 0.07715 -25.505 < 2e-16
Fortaleza 0.1131 0.1228 0.922 0.357

Os resultados obtidos na modelagem das cercarias mostram que os
moluscos de Rio Doce e Jaboticatubas apresentam coeficientes, superiores aos
demais, ao nivel de 5%. Os moluscos que apresentaram os menores coeficientes
para ocorréncia de cercarias 31 dias apods infecgao foram os de Pelotas, que se

mostrou estatisticamente inferior nos quatro modelos.

6.4.4- Associagoes simpatricas/alopatricas de F. hepatica com L.
columella

A Tabela 22 mostra a comparagdo dos resultados das infecgbes
experimentais com associagdes simpatricas e alopatricas do parasito com o

hospedeiro:
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TABELA 22
Comparacédo dos resultados das infeccbes em associagdes simpatricas de
L.columella com F. hepatica (Parasito de Itajuba x hospedeiro de Itajubd) e
alopatricas (Parasito de Itajuba x hospedeiro de Pelotas; parasito de Pelotas x
hospedeiro de Itajuba).

Taxa de infeccdo Média de moluscos Média de Mortalidade

(%) rédias com cercarias
cercarias(%) Por
molusco

Lymnaea Pelotas 46 28,6 12 22 29
Fasciola Itajuba
Lymnaea ltajuba 60 23,5 16 15,7 23,8
Fasciola Pelotas
Lymnaea ltajuba 76 17,5 18 19 27
Fasciola Itajuba
Lymnaea Pelotas 20 9,2 0 0 30

Fasciola Pelotas

A associagao alopatrica entre parasita e hospedeiro foram mais eficientes
que as associagdes simpatricas nos caramujos de Itajuba, no entanto foi mais
eficiente nos moluscos provenientes de Pelotas. As Tabelas 23 a 26mostram o
resultado das comparagdes no modelo de regresséo logistica.

TABELA 23
Comparacéao através do modelo de regressao logistica da associagdo simpatrica
de Lymnaea columella com Fasciola hepatica de Itajuba (CMG/FMG, associagao
de referéncia) com as demais associagdes: L. columella de Pelotas com F.
hepatica de Pelotas (CRS/FRS), L. columella de Pelotas com F. hepatica de
Itajuba (CRS/FMG), , L. columella de Itajuba com F. hepatica de Pelotas

(CMG/FRS)

“Predictor” Coef SE Coef z P Razao

Constante  1,38629 0,353551 3,92 0

CRS/FRS  -2,53897 0,484404 -5,24 0 0,08 0,03 0,20
CRS/IFMG  -1,54664 0,453336 -3,41 0,001 0,21 0,09 0,52
CMG/FRS  -0,980829 0,456433 -2,15 0,032 0,38 0,15 0,92

TABELA 24
Comparacédo através do modelo de regressao logistica da associagdo simpatrica
de Lymnaea columella com Fasciola hepatica de Pelotas (CRS/FRS, associagao
de referéncia) com as demais associagdes: L. columella de Itajuba com F.
hepatica de Itajuba (CMG/FMG), L. columella de Pelotas com F. hepatica de
Itajuba (CRS/FMG), , L. columella de Itajuba com F. hepatica de Pelotas

(CMG/FRS)

“Predictor” Coef SE Coef Z P Razao

Constante -1,15268 0,331133 -3,48 0

CMG/FMG  2,53897 0,484404 5,24 0 12,67 4,90 32,73
CRS/IFMG 0,992337 0,436078 2,28 0,023 2,70 1,15 6,34
CMG/FRS 1,55814 0,439298 3,55 0,000 4,75 2,01 11,24
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TABELA 25
Comparacéao através do modelo de regresséo logistica da associagao alopatrica
de L. columella de Pelotas com F. hepatica de Itajuba (CRS/FMG, associagao de
referéncia) com as demais associagdes: L. columella de Itajuba com F. hepatica
de ltajuba (CMG/FMG), L. columella de Pelotas com F. hepatica de Pelotas
(CRS/FRS), , L. columella de Itajuba com F. hepatica de Pelotas (CMG/FRS)

“Predictor” Coef SE Coef Z P Razao

Constante  -0,160343 0,283752 -0,57 0,572

CRS/FRS  -0,992337 0,436078 -2,28 0,023 0,37 0,16 0,87

CMG/FMG 1,54664 0,453336 3,41 0,001 4,70 1,93 11,42

CMG/FRS 0,565808 0,404782 1,40 0,162 1,76 0,80 3,89
TABELA 26

Comparacéo através do modelo de regresséo logistica da associagao alopatrica
de L. columella de Itajuba com F. hepatica de Pelotas (CMG/FRS, associagao de
referéncia) com as demais associagdes: L. columella de Itajuba com F. hepatica
de ltajuba (CMG/FMG), L. columella de Pelotas com F. hepatica de Pelotas
(CRS/FRS), , L. columella de Itajuba com F. hepatica de Pelotas (CMG/FRS)

“Predictor” Coef SE Coef Z P Razao

Constante  1,38629 0,353551 3,92 0

CRS/FRS 1,55814 0,439298 3,55 0,000 4,75 2,01 11,24
CRS/IFMG 0,565808 0,404782 1,40 0,162 1,76 0,80 3,89
CMG/FMG -0,980829 0,456433 -2,15 0,032 0,38 0,15 0,92

Todas as associagcbes apresentaram valores-p proximos a 0.016, com
excegdo da associagcdo alopatrica de moluscos de Itajuba com F. hepatica de
Pelotas, (p= 0.032). Portanto, a probabilidade de infeccdo na associagao
simpatrica entre L. columella e F. hepatica de Itajuba é estatisticamente maior que
nas demais.

Os valores-p obtidos na comparagéo da associagao simpatrica CRS/FRS
com as demais também foram todos significativos, mostrando que as chances de
infecgdo, em todas as associagdes, sdo maiores que as desta, que apresentou a
menor taxa de infeccdo. A associacao alopatrica CMG/FRS ndo apresentou uma

suscetibilidade estatisticamente diferente da associacao alopatrica CRS/FMG.
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Através da anadlise do qui-quadrado, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre as mortalidades dos grupos testados.

6.4.5- Infeccao experimental de Physa marmorata
Nenhum dos espécimes de P. marmorata expostos a miracidios de F.

hepatica apresentou formas larvarias do parasito aos 31 dias apds infecgao.

6.5- Manutengao do ciclo da F. hepatica em animais de laboratério

6.5.1- Comparagao entre crescimento e mortalidade dos moluscos
infectados e isentos de infecgao

A longevidade maxima alcancada pelos moluscos criados em laboratério

foi de 183 dias, e o maior tamanho de concha observado foi 20.5 mm. O inicio da
ovoposi¢cao foi observado a partir do 32° dia apdés seu nascimento, com a
presencga de posturas apresentando um numero médio de 29,2 ovos por massa, e
a eclosao dos primeiros moluscos foi observada a partir de 10 dias apds a
ovoposig¢ao. O ciclo de vida completo, definido como o tempo passado da eclosao
do ovo até a realizagdo da primeira postura, variou de 42 a 67 dias. O grafico 11
mostra a comparagéo entre o crescimento de espécimes de L. columella livres de
infeccado e infectada experimentalmente, e o grafico 12 mostra a comparagao da

mortalidade entre os dois grupos (infectados e n&o-infectados).
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Grafico 14- Sobrevivéncia de Lymnaea columella livre
de infecgao e infectada por Fasciola hepatica

Os moluscos infectados apresentaram o mesmo padrdo de crescimento
dos nao-infectados, com uma taxa de crescimento um pouco superior a partir da
172 semana pos- infeccdo, quando os moluscos apresentavam 25 semanas de
idade. No entanto, teste de ANOVA ndo indicou diferengcas estatisticamente

significativas entre as médias dos tamanhos de concha de moluscos infectados e
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isentos de infeccdo. A mortalidade dos moluscos infectados foi maior que dos
grupos nao-infectados nas primeiras semanas pos-infeccéo, tornando-se menor a
partir da 92. Semana (grafico 14), mas através do teste do qui-quadrado, n&o
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as mortalidades

dos dois grupos.

A emergéncia de cercarias foi observada pela primeira vez em um
molusco aos 61 dias pos-infeccdo. No entanto, nos demais testes de
suscetibilidade, cercérias retiradas de moluscos dissecados foram observadas se
encistando nas placas de Petri aos 31 dias apés infecgdo, quando examinadas.

6.5.2- Comparacgao da suscetibilidade de L. columella a miracidios de
F. hepatica obtidos de ovos provenientes de bovinos e coelhos

A tabela 27 mostra o resultado da comparagado entre as infeccdes
experimentais utilizando-se miracidios de ovos provenientes de hospedeiros
bovinos e coelhos.

TABELA 27
Comparacao dos resultados das infecgdes experimentais de Lymnaea columella

com miracidios obtidos de ovos de Fasciola hepatica provenientes de bovinos e
coelhos

Hospedeiro Taxa de Média de Moluscos com Média de Taxa de
infeccao (%) rédias cercarias (%)  cercarias Mortalidade
(%)
Bovinos 79 14 17,7 16 23
Coelhos 64,7 17,8 59 7 29,2

A presenca de ovos nas fezes dos coelhos foi observada a partir de 52
dias apds a infecgdo, com uma contagem de sete ovos por grama de fezes. Os

moluscos infectados com miracidios provenientes de ovos obtidos de hospedeiros
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bovinos apresentaram uma taxa de infecgdo maior que os infectados com F.
hepatica proveniente de coelhos.

Para a analise estatistica, foi criada uma variavel indicadora, que assume
valores 1 ou 0, para o hospedeiro, sendo 1 para a classe indicar que se trata de
bovino e 0 para coelho. Considerou-se [ a variavel aleatoéria que caracteriza a
ocorréncia do evento infecgdo, sendo que /= 1, representa a ocorréncia de
infecgdo e 7 =0, representa a nao ocorréncia. Sendo assim, o modelo proposto

produz a seguinte relagao:

1

PO = o=+ A}

P(I =1): Representa a probabilidade de ocorrer infec¢éo;
V. Indicadora de hospedeiro V' = 0 (bovino) ou ¥ =1 (coelho).
B, e B,: Os coeficientes do modelo de regresséo que precisam ser estimados.

As Tabelas 28 e 29 mostram o resultado do teste de regressao logistica
para a presenca de rédias e cercarias, provenientes dos dois tipos de
hospedeiros.

TABELA 28

Coeficientes do modelo de regressao logistica, obtidos a partir da comparagao do
numero de rédias

“Predictor” Coef SE Coef z P

Constante 0,575364 0,294628 1,95 0,051 Ratio Lower Upper

Bovino/coelho 0,178408 0,422750 0,42 0,673 1,20 0,52 2,74
TABELA 29

Coeficientes do modelo de regressao logistica, obtidos a partir da comparagao do
numero de cercarias

“Predictor” Coef SE Coef z P Ratio Lower Upper
Constante -2,75154 0,595488 -4,62 0,000
Bovino/coelho 0,936245 0,721609 1,30 0,194 2,55 0,62 10,49
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Os parametros estimados relativos ao tipo de hospedeiro (bovino/coelho)
foram testados e geraram valores-p (Tabelas 18 e 19, coluna P ) maiores que o
nivel de significancia adotado ( 0.05). Isto mostra que, tanto para rédias como para
cercarias, a probabilidade de infecgdo utilizando-se miracidios obtidos de ovos
provenientes de hospedeiros bovinos e coelhos ndo sao estatisticamente
diferentes.

A comparagédo da mortalidade dos dois grupos através do teste de qui-
quadrado ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas entre moluscos

infectados com miracidios obtidos a partir de hospedeiros bovinos e coelhos.
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7- DISCUSSAO

7.1- Dinamica da populagao dos moluscos

A epidemiologia da fasciolose esta relacionada com a ecologia do
hospedeiro intermediario, e depende da espécie envolvida, do habitat natural em
gue vivem e das condigdes climaticas da regido (Mattos et al., 1997). A regiao do
municipio de Itajuba apresenta condi¢des ideais para a ocorréncia da fasciolose,
por apresentar pastagens localizadas em areas alagadigas, onde foram
detectados criadouros do hospedeiro intermediario. Neste trabalho, observou-se
qgue o habitat dos moluscos limneideos estava localizado nos canais de drenagem
da varzea do corrego Pirangucgu, onde coexistem com gastropodes dos géneros
Physa, Biomphalaria, Drepanotrema e Pomacea. As posturas de L. columella
foram observadas na vegetagdo aquatica, geralmente na parte inferior das folhas
de H. reniformes e E. azurea. Honer (1979) relata, na Europa, a associagao de L.
truncatula Muller 1774 com Agropyron rumicion crispi, e indica esta associagao
como um importante fator na epidemiologia de fasciolose em diversas areas.
Abilio & Watanabe (1998) assinalaram a presencga de L. columella no estado da
Paraiba em um acgude, sempre associada a Eichornia crassipes e Pistia
Stratioides.

A comparagado dos resultados obtidos nos trés anos de amostragem
indicou a presenca de um ciclo anual na populagdo de L. columella. Durante o

verao, observa-se uma reducao na quantidade de moluscos, e um aumento da
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proporgao de individuos jovens. No inverno a populagdo de moluscos aumenta,
assim como a proporgdo de adultos. Diversos autores afirmam que fatores
climaticos exercem uma significante influéncia na dindmica de populacdo de
moluscos limneideos. Rondelaud (1977) observou o impacto da reducdo da
quantidade de agua no final do outono nas populag¢des de L. fruncatula. Amato et
al. (1986) verificaram que em uma fazenda no municipio de Piquete, no Vale do
Paraiba, em Sao Paulo, a populagdo decrescia ciclicamente entre setembro e
janeiro, e aumentava entre mar¢co e setembro. No mesmo local, caramujos
maiores foram coletados entre margo e julho e entre novembro e dezembro,
enquanto os menores foram coletados entre janeiro e fevereiro e entre agosto e
outubro.

O padrao da variacao das populagdes de L. columella observado no local
de trabalho pode ser explicado por uma combinacdo dos fatores climaticos,
associados as caracteristicas fisicas da area de trabalho. Durante os meses mais
chuvosos, o0 aumento do fluxo de agua nos canais deslocou os moluscos do seu
habitat. O impacto do aumento do volume de agua nas populagbes de
gastrépodes foi claramente evidenciado em janeiro de 2005, quando ocorreu no
local a maior enchente observada nos trés anos de trabalho. O alagamento total
da varzea causou uma grande alteragcdo do habitat dos moluscos, pois nenhum
espécime de L. columella foi coletado nos cinco meses seguintes.

Quando comparados com as coletas realizadas no mesmo local em 1999
e 2000 (Coelho, 2000), os resultados obtidos nas coletas mensais apresentaram o
mesmo padrdo, com uma reducéo da populagado de moluscos em janeiro, devido a

inundacgao da area, outra reducdo coincidente com a época de limpeza dos canais,
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e um aumento subito no més de setembro. A dindmica de populagdes de L.
columella observada em Itajuba foi semelhante a observada por Amato et al.
(1986) em Piquete, no norte do estado de Sao Paulo, e por Oliveira et al., (2002)
no municipio de Miricatu, no Vale do Ribeira, no sul do estado.

A limpeza dos canais de irrigacdo por parte dos fazendeiros exerce
influéncia na dindmica de populagdo de L. columella no local de estudo, pois
remove a vegetacido aquatica utilizada pelos moluscos para se alimentar e realizar
as posturas. Além disso, ela aumenta a velocidade do fluxo da agua, o que
desloca os moluscos do seu habitat. Canais de drenagem foram limpos em quatro
ocasides no primeiro ano de estudo, duas no segundo ano e uma no terceiro. O
numero de moluscos coletados nos pontos de amostragem diminuiu nos meses
seguintes a sua limpeza, em todas as ocasiées em que foram observadas. Em um
trabalho realizado anteriormente no mesmo local (Coelho, 2000) foi observado que
os canais de drenagem eram limpos pelos fazendeiros no comeco da estacédo das
chuvas (setembro ou outubro) e no final (margo ou abril), para facilitar o fluxo da
agua. Nos meses mais secos, ocorreu uma proliferagdo de macroéfitas aquaticas
nos canais.

Neste trabalho, foi observada uma mudanga no padrdo do manejo dos
canais: a remog¢ao das macrofitas ocorreu esporadicamente, em diversos meses
ao longo dos trés anos de estudo, e ndo ao mesmo tempo e em épocas bem
definidas. No entanto, o padrao geral de variagado nas populacdes de L. columella
foi 0 mesmo observado nos dois trabalhos, apesar das diferengas no manejo do
habitat dos moluscos. O impacto do manejo de canais de drenagem nas

populagdes de L. columella também foi observado por Oliveira et al. (2002) no

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!
“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your
product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

93

Vale do Ribeira, e foi indicado como um dos principais responsaveis pelos
diferentes padrbes de variagdes populacionais observadas nas propriedades dos
municipios de Miricatu (SP) e Eldorado (SP).

Comparando-se as densidades populacionais e as medidas das conchas
de L. columella foi constatado que nao havia sincronismo entre os crescimentos
de caramujos de todos os criadouros. Como alguns canais foram limpos em
diferentes épocas, a recuperacao das populacdes ocorreu de maneira diferente. O
fato de nao haver sincronismo entre o desenvolvimento das populagbes de L.
columella dos diversos canais tornou a densidade populacional e as médias das
medidas das conchas de cada ponto de amostragem heterogéneas. Em um
mesmo més, alguns canais sé apresentavam individuos jovens, enquanto outros
apresentavam uma populacao de adultos de diferentes tamanhos.

A maneira pela qual L. columella voltou a colonizar seu habitat apos as
inundacgdes e a limpeza de canais néo ficou clara. Trés possibilidades devem ser
levadas em consideragdo: migragao a partir de areas adjacentes, nascimento de
moluscos a partir das posturas presentes na vegetacdo aquatica e retorno de
espécimes que se encontravam em estado de estivagdo. De acordo com Islam et
al. (2001), moluscos limneideos possuem dois periodos reprodutivos por
ano.Neste trabalho, foi confirmada a existéncia de duas geragdes anuais de L.
columella, o que pode representar uma estratégia para assegurar sua
sobrevivéncia perante as mudangas ambientais. Segundo Honer (1979), ha
discordancia na literatura se moluscos do género Lymnaea tém ou nao estratégias
de sobrevivéncia envolvendo periodos de hibernacédo/estivacdo em épocas

desfavoraveis. Em uma uUnica ocasiao, no més de abril de 2005, foram observados
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espécimes de L. columella se enterrando na lama, no leito do canal 2, um dia apés
sua limpeza. Em alguns casos, quando os moluscos voltavam a ser observados
em seu habitat apos meses de auséncia (julho de 2004 e junho de 2005), estes ja
apresentavam tamanho da concha superior a 8 mm, indicando tratar-se de
individuos adultos. Portanto, € pouco provavel que estes moluscos sejam
provenientes de posturas que permaneceram no local. A recolonizagdo dos canais
deve ocorrer através da migragao de individuos provenientes de outras areas, ou

do retorno de espécimes que se encontravam em estivagao.

7.2- Taxa de infecgao natural de F. hepatica em L. columella

Comparando-se os dados mensais das taxas de infecgdo natural de L.
columella, nao foi observado um padrao definido na sua variacdo. A auséncia de
um padrdo pode ser atribuida ao pequeno numero de moluscos naturalmente
infectados que foram coletados. Espécimes naturalmente infectados foram
coletados no més de setembro nos trés anos, no més de dezembro dos dois
primeiros anos, e esporadicamente em outros meses. Oliveira et al. (2002)
observaram 5,26 e 1,06% de infeccdo natural em duas fazendas no Vale do
Ribeira, SP. Manga-Gonzales et al., (1991) observou diferengas significativas em
espécimes de L. fruncatula de acordo com més, precipitagdo, temperatura, local
de coleta e tamanho do individuo.

Os meses em que se observou um aumento na populacdo de moluscos
coincide com o periodo descrito por Faria et al. (2005) e Coelho (2000), que

observaram um aumento da quantidade de ovos de F. hepatica nas fezes de
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bovinos de Itajuba (de junho a outubro). Portanto, durante estes meses, existe
uma possibilidade maior de ocorrer infecgéo de L. columella.

De acordo com Faria et al. (2005), as médias de temperatura minima nos
meses de abril a setembro estdo abaixo do limite minimo ideal para o
desenvolvimento dos estadios larvais de F. hepatica, situado entre 10 e 12°C
(Ueno, 1975), mas as variagdes diarias entre a temperatura minima e a maxima
compensavam este efeito. Neste trabalho, foram observados espécimes de L.
columella naturalmente infectados nos meses mais frios, confirmando que as
baixas temperaturas da regido ndo impedem a infeccdo dos moluscos nem o

desenvolvimento de formas larvais de F. hepatica.

7.3- Criagao de Lymnaea columella

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
taxas de crescimento e mortalidade de moluscos infectados e nao-infectados. O
aumento do tamanho e a reducédo da fecundidade dos moluscos infectados sao
caracteristicos em infeccbes com F. hepatica, mas alguns autores relataram
resultados diferentes, como uma reducdo no tamanho e um aumento da
fecundidade de moluscos infectados (Gutierrez et al., 2002). Dreyfuss et al.,
(2002) relata ter observado uma associagao incomum de L. truncatula com o
parasito, uma vez que nao foram observadas aumento no tamanho e reducio da
fecundidade dos moluscos infectados. A alimentagédo e a forma de criagdo podem

ter influenciado nos resultados, uma vez que diversos trabalhos relatam a
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influéncia destes fatores na maturidade e reproducédo de moluscos limneideos

(Souza, 2000; Islam, 2001).

7.4- Influéncia da variagdao do tamanho de exemplares de Lymnaea

columella na suscetibilidade

Quanto ao resultado dos testes do efeito do tamanho da concha, verificou-
se 0 mesmo padrado observado em infecgbes realizadas anteriormente (Coelho,
2000) com os exemplares de tamanho reduzido apresentando maior
suscetibilidade. De acordo com Hodasi (1972), os moluscos do género Lymnaea
de menor tamanho sdo mais suscetiveis a infecgcao por Fasciola hepatica. No
entanto, Smith (1987) observou uma relagao linear positiva entre a eficiéncia do
desenvolvimento de formas larvarias de F. hepatica em L. truncatula e tamanho da
concha, atribuindo aos moluscos de maior tamanho uma maior probabilidade de
0s miracidios penetrarem efetivamente em sua epiderme. Outros trabalhos tém
mostrado que, quando moluscos de diferentes idades eram testados, os mais
jovens aparentavam ser mais suscetiveis (Dacal, 1988; Dreyfuss 2000). Sindou et
al. (1991) realizaram infec¢des experimentais de quatro espécies de Lymnaea (L.
glabra, L. palustris, L. peregra ovata e L. truncatula) e verificaram que apenas
espécimes jovens das trés primeiras espécies citadas se infectaram com F.
hepatica. Portanto, a influéncia do tamanho da concha pode ser interpretada como
uma consequéncia da variagdo da idade L. columella. Alguns autores tém

estudado como os sistemas de defesa de moluscos limneideos reagem a
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infecgbes por trematdédeos (Sminia & van der knaap, 1981; Riley & Chappell,

1992), mas pouco se sabe sobre a influéncia da idade na eficacia dos mesmos.

7.5- Efeito do numero de miracidios

Apesar das diferencas observadas entre os grupos infectados utilizando-se
de 1 a 4 miracidios, nao foi possivel estabelecer uma relagcdo precisa entre a
variagdo do numero de miracidios e o sucesso das infecgdes. O grupo infectado
com um miracidio apresentou a maior média de rédias e cercarias por caramujo
positivo, mas o0 grupo infectado com quatro miracidios apresentou a maior
proporgao de individuos positivos. Estes resultados estdo de acordo com os
trabalhos de Dreyfuss et al. (1999), que compararam o efeito do numero de
miracidios em infeccbes de L. truncatula, observando que a maior taxa de
sobrevivéncia e o maior numero de cercarias foi obtido com um miracidio.
Resultados semelhantes foram observados por Lee & Lee (1995) com Lymnaea
viridis e Dacal (1988) com L. columella, mas os autores ndo discutem as razdes
pelas quais 0 aumento do numero de miracidios ndo torna as infecgdes mais
eficientes. Uma provavel explicagdo para este fato seria um aumento da
competicdo entre as formas larvarias da F. hepatica no interior do caramujo

infectado por mais de um miracidio.

7.6- Comparacao da suscetibilidade de L. columella proveniente de

diferentes locais
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Foi constatada a existéncia de diferengcas entre a suscetibilidade de
espécimes L. columella provenientes de diferentes regides a infecgdo por F.
hepatica. Moluscos provenientes de Jaboticatubas, MG, e do Parque Estadual do
Rio Doce foram mais suscetiveis, enquanto os de Pelotas, RS, apresentaram uma
suscetibilidade inferior aos de outras localidades. Variagdes na suscetibilidade de
populagdes de moluscos limneideos tém sido observadas entre diversas
localidades (Gasnier et al. 2000; Goumghar et al. 2001; Gutierrez et al., 2002),
mas poucos trabalhos tém comparado a suscetibilidade de L. columella
proveniente de diferentes regides do Brasil. Dacal (1988) demonstrou que
espécimes provenientes dos municipios de Sete Lagoas, Santa Rita do Sapucai,
Vigosa e Belo Horizonte eram suscetiveis a infeccdo por F. hepatica. Cardoso et
al. (2006), estudaram a variabilidade genética de espécimes de L. columella
provenientes de nove localidades diferentes e encontraram uma pequena
variacao. Estes resultados demonstram que ha o risco da fasciolose se espalhar
pelo estado, uma vez que espécimes de diversas localidades que nao sao
consideradas areas endémicas para esta parasitose se mostraram suscetiveis a

infecgao por F. hepatica.

7.7- Eficiéncia de associagoes simpatricas/alopatricas

As associacdes alopatricas de L. columella com F. hepatica foram mais
eficientes que as simpatricas nos moluscos de Pelotas, e menos eficientes nos
moluscos de Itajuba. Estes resultados estdo parcialmente de acordo com os de

Gasnier et al. (2000) e Goumghar et al. (2001), que observaram associagdes
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alopatricas mais eficientes em L. truncatula. Portanto, influéncia da simpatria na
eficiéncia das infec¢gdes deve ser analisada com precaucédo, uma vez que pode
gerar resultados diferentes em associacbes entre parasitas e hospedeiros
provenientes de diferentes localidades. De acordo com Gasnier et al. (2000),
parasitos sao capazes de mudancgas evolutivas em relagdo aos seus hospedeiros,
devido ao seu curto periodo de vida, curto tempo de geragéo e alta fecundidade.
Os autores discutem que a migragao de rebanhos infectados com F. hepatica para
outros locais deveria ser cuidadosamente monitorada, uma vez que pode resultar

na introdugao de parasitas mais eficientes.

7.8- Comparagcao entre o sucesso da infeccao de L. columella
utilizando-se ovos de F. hepatica provenientes de hospedeiros bovinos e

coelhos

Apesar das diferengas nos numeros de rédias e cercarias obtidas de L.
columella infectada com miracidios de ovos provenientes de hospedeiros bovinos
e coelhos, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
os dois grupos de moluscos. Vignoles et al. (2001) compararam a infectividade de
miracidios provenientes de ovos obtidos de diferentes hospedeiros e verificaram
gue a Iinfectividade de miracidios provenientes de bovinos, ovinos nao
apresentaram diferengas significativas, mas infecgcbes com miracidios de ovos
provenientes de ratdes-do-banhado renderam um maior numero de cercarias. Os

moluscos infectados com miracidios obtidos de ovos provenientes de coelhos
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exibiram maior mortalidade, menor taxa de infecgcdo e menor numero de cercarias,

guando comparados com 0s demais grupos.

7.9- Infecgao de Physa marmorata

Alguns autores discutem a possibilidade de outras espécies de gastropodes
atuarem como hospedeiros intermediarios de F. hepatica (Busetti et al., 1985).
Neste trabalho, nenhum exemplar de P. marmorata foi encontrado infectado com o
helminto, e nenhum espécime infectado experimentalmente apresentou formas
larvarias do helminto 31 dias apos a infecgdo. Portanto, ndo foi encontrado

nenhum indicio de que esta espécie atue no ciclo da fasciolose em lItajuba.
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8- CONCLUSOES

e Ha um padrao na variagao das populagbes de Lymnaea columella
ao longo do ano em lItajuba, MG. Ocorre um aumento do numero de
moluscos em setembro, redugdo em dezembro e nos meses em
gue ocorre a limpeza das valas. A propor¢ao de moluscos jovens

aumenta durante o verao.

e A inundagao da area e a limpeza dos canais sao os fatores que

causam 0 maior impacto negativo nas populag¢des de L. columella

e L. columella & o hospedeiro intermediario de F. hepatica em Itajuba,

com uma taxa de infeccdo natural média de 1,7%

e Os moluscos mais jovens sao mais suscetiveis a infeccao por F.

hepatica.

e Nao ha relagédo entre o numero de miracidios utilizado e o0 sucesso

da infeccdo, usando-se de 1 a 4 miracidios.

e Ha diferencas na suscetibilidade de L. columella provenientes de

diferentes localidades.
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e A eficiéncia de associagcbes simpatricas e alopatricas de F. hepatica
com L. columella pode variar de acordo com a procedéncia do
parasito e do hospedeiro intermediario.

¢ Nao ha diferencas entre o sucesso da infeccao de L.columella com
F. hepatica utilizando-se miracidios provenientes de ovos do

helminto obtidos de hospedeiros bovinos e coelhos

e P. marmorata nao atua como hospedeiro intermediario de F.
hepatica em itajuba, MG, e nao apresenta sinais de infecgdo aos

31 dias apds exposi¢ao a quatro miracidios do helminto.

e Existe o risco de a fasciolose se espalhar por outras regides de
Minas Gerais, uma vez que moluscos de outras localidades do
estado apresentaram suscetibilidade a infeccdo por F. hepatica

superior aos moluscos de Itajuba, MG.
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