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Resumo

SILVA, Juliana Garcia. Ehrlichiose Monocitica Equina: caracteristicas bioldgicas
de gastropodes e trematddeos envolvidos na transmissdo de Neorickettsia risticii.
2012. 80f. Dissertacado (Mestrado) - Programa de Pés- Graduacdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Neorickettsia risticii € um parasito intracelular obrigatério de leucécitos e agente
etiolégico da Ehrlichiose Monocitica Equina (EME), conhecida como a “Febre do
Cavalo de Potomac” (“Potomac Horse Fever”). Foi descrita pela primeira vez em
1979 no Estado de Maryland, nos arredores do rio Potomac (EUA). E uma
enfermidade de grande importancia na criacdo de cavalos no sul do Brasil,
especialmente da raca crioula, apresentando a diarréia como principal sintoma,
podendo agravar-se, ocasionando a morte. A contaminacdo dos animais ocorre
possivelmente por via oral, havendo relacdo com trematédeos digenéticos de
ambientes aquaticos que, por sua vez, necessitam de mais de um hospedeiro para
completar seu ciclo de vida. Os cavalos presentes em regides alagadicas podem
ingerir vetores aquaticos, o que aumenta as chances de infeccdo, principalmente
nos meses de temperaturas mais elevadas, quando a EME apresenta seus
caracteristicos picos sazonais de ocorréncia. Os objetivos deste estudo foram
investigar as espécies de gastrépodes do género Heleobia, primeiro hospedeiro
intermediario da N. risitcii, em area endémica a EME (Propriedade Rural em Arroio
Grande), estimar a taxa de contaminacdo parasitaria e o efeito da salinidade na
sobrevivéncia dos moluscos da espécie Heleobia piscium, bem como, sua reproducéo
e frequéncia de emissdo de cercarias. Através do cultivo de trematédeos em
membrana corioalantdide de ovos de galinha, buscou-se a forma adulta do parasita
albergado nos gastropodes. Os moluscos encontrados durante as coletas foram
classificados como Heleobia piscium, constatando-se que 6,24%, dentre os 962
gastropodes dissecados apresentaram-se parasitados. Ocorreu emissdo de
cercarias em local com salinidade variavel até 12%., o que indica parcialmente a
adaptabilidade da espécie a ambientes estuarinos. N&o houve resultados
satisfatérios quanto ao cultivo de trematédeos em Membrana corioalantdide,
possivelmente devido a alta especificidade da técnica requerida. O conhecimento
resultante representa um ponto de partida para o estabelecimento de uma
metodologia especifica quanto a obtencdo do trematdédeo adulto. Os resultados
apresentados sdo importantes para a elucidacédo do ciclo biolégico do parasita em
estudo, contribuindo com maiores esclarecimentos sobre a epidemiologia da EME,
servindo como base para futuras pesquisas que visem minimizar seu impacto na
criacao de cavalos no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Heleobia piscium. Salinidade. Membrana corioalantdide. Ciclo

bioldgico.



Abstract

SILVA, Juliana Garcia. Ehrlichiose Monocitica Equina: caracteristicas bioldgicas
de gastropodes e trematdédeos envolvidos na transmisséo de Neorickettsia risticii.
2012. 80f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs- Graduagcdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Neorickettsia risticii iS an obligatory leukocytes’ intracellular parasite, the etiologic agent
of Equine Monocytic Ehrlichiosis (EME), known as "Potomac Horse Fever". It was
first described in 1979 in the State of Maryland, in the vicinity of the Potomac River,
United States. It is a disease of great importance in the creation of horses in the
southern Brazil, especially the creole’s breed, presenting the diarrhea as the main
symptom, which can deteriorate and lead to death or complications such as laminitis.
Contamination of animals possibly occurs by the oral route, being related to digenetic
trematodes of aquatic environments, which in turn require more than one host to
complete its life cycle. The location of the horses in overflowed regions provides an
increase in the ingestion of aquatic vectors, making higher the chances of contracting
the infection, especially in the months of higher temperatures, when the EME
presents its characteristic seasonal peaks of occurrence. The objectives of this study
were to investigate the species of Heleobia, the first intermediate host of N. risitcii in an
endemic area for EME (rural property in Arroio Grande), in order to estimate its rate
of parasite contamination. We evaluated the effect of salinity on the survival of
mollusk of Heleobia piscium specie, as well as its reproduction and emission frequency
of cercariae. Through the cultivation of trematodes in membrane chorioallantoic of
chicken eggs, we sought the adult form of the parasite housed in gastropods. The
snails found during the collections were classified as Heleobia piscium, noting that
6,24%, among 962 dissected gastropods presented themselves parasitized.
Cercarial output occurred in an environment with variable salinity to 12%o., which
indicates partially the adaptability of the species in estuarine regions. There was no
satisfactory results regarding the cultivation of trematodes in chorioallantoic
membrane, possibly due to the high specificity of the technique required. Several
parameters have been analyzed and the outcomes represent a starting point for the
establishment of a specific methodology for obtaining the adult trematode. The
results presented are important for the elucidation of the biological cycle of the
parasite analysed in this study, contributing to highlight the epidemiology of EME,
serving as the basis for future researches that aim to minimize its impact on the
creation of horses in Rio Grande do Sul.

Keywords: Heleobia piscium. Salinity. Membrane Chorioallantoic. Biological Cycle.
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1 Introducéo geral

A Ehrlichiose Monocitica Equina (EME) € uma doenca infecciosa nao
contagiosa causada pela Neorickettsia (Ehrlichia) risticii, cujas células-alvo s&o o0s
mondcitos circulantes. O agente apresenta tropismo pelo trato intestinal, produzindo
um quadro de diarréia severa nos animais contaminados (HOLLAND et al., 1985;
CORDES et al., 1986).

Diagnosticada em equinos do sul do Brasil, a enfermidade os atinge
independente de idade, raca ou sexo (HOLLAND et al., 1985), apresentando como
principais sinais clinicos febre, diarréia e desidratacdo, podendo agravar-se em
alguns casos, ocasionando a morte (ZIEMER et al., 1987) ou complicacbes como
laminite, caracterizada por dificuldade de locomocdo e dor digital em equinos
(RIKIHISA; PERRY, 1985; ZIEMER et al., 1987; DUTRA, 1988; LONG et al., 1995).

Estudos sustentam ser oral a forma de contaminagdo da EME, havendo
relacdo com a presenca de trematddeos aquaticos (BARLOUGH et al., 1998;
PUSTERLA et al.,, 2000). Caracois do género Heleobia foram identificados como
primeiros hospedeiros intermediérios dos trematddeos infectados com a N. risticii NO
Rio Grande do Sul (COIMBRA, 2005).

A enfermidade relaciona-se com regiées alagadicas, portanto, a criacdo dos
eguinos nessas areas proporciona um aumento na ingestao de vetores aquaticos
(PUSTERLA et al.,, 2000; MOTT et al.,, 2002), tornando maiores as chances de
contrair a infec¢cao, principalmente nos meses de temperatura mais elevada, quando
a EME apresenta seus caracteristicos picos sazonais de ocorréncia (GOETZ et al.,
1989, ATWILL et al.,1992; ATWILL et al.,1994).

Em 1979, registrou-se o primeiro caso da enfermidade no Estado de
Maryland, Estados Unidos, proximo ao Rio Potomac, denominando-se desde entédo
“Febre do Cavalo de Potomac” (“Potomac Horse Fever”) (RIKIHISA; PERRY, 1985).
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No Brasil, casos foram documentados no Rio Grande do Sul nos municipios
de Rio Grande, Santa Vitoria, Maquiné, Palmares do Sul e Arroio Grande, onde
neste, em propriedade localizada proxima a Lagoa Mirim, casos de EME foram
confirmados e gastropodes do género Heleobia, caracterizados como positivos para
N. risticii, sendo relatada como a principal causa de diarréia em cavalos nao
estabulados (ALMEIDA et al., 2001; COIMBRA et al., 1999; COIMBRA, 2003;
COIMBRA et al., 2005). As espécies de moluscos Heleobia parchappei, Heleobia davisi e
Heleobia piscium foram identificadas, albergando cercarias do tipo Parapleurolophocercous
cercariae cOmo portadores de N.risticii (COIMBRA et al., 2005).

A regido estudada (Propriedade rural em Arroio Grande, as margens da
Lagoa Mirim — pertencente ao estuario da Lagoa dos Patos) representa uma area de
criacdo de equinos da raca Crioula, que, devido ao manejo na propriedade, utilizam
0s mananciais hidricos como principal fonte de ingestdo de agua. O encontro ao
longo de varios anos de larvas de trematddeos em moluscos desta regido demonstra
gue os ciclos biologicos desses helmintos vém sendo mantidos, causando prejuizos
a propriedade.

Barreira e Araujo (2005) afirmam que a salinidade € um dos principais
fatores reguladores do ciclo reprodutivo de moluscos nos estuarios. Em seu estudo,
observaram que a diminuicdo da salinidade, em razdo do aumento da precipitacao
pluviométrica no periodo chuvoso, poderia influenciar a reproducdo dos animais,
uma vez que induziria as células do animal a realizacdo de ajustes da osmolaridade.

O conhecimento das é&reas geograficas de ocorréncia dos moluscos
hospedeiros intermediarios de trematddeos € importante para se detectar 0s riscos
de transmissdo de parasitoses aos rebanhos nas regibes. De acordo com o
verificado, ressalta-se a possibilidade da distribuicdo dos parasitas ser mais ampla
do que a registrada. A compreenséao do ciclo biolégico da doenca, juntamente com a
delimitacdo de sua area de ocorréncia sdo ferramentas Uteis para que medidas
profilaticas como o manejo dos animais no pastoreio nas propriedades possam ser
tomadas.

Com este estudo objetivou-se testar em laboratério os efeitos da salinidade
na sobrevivéncia, reproducdo e emissao de cercarias do gastropode Heleobia piscium,

primeiro hospedeiro intermediario de trematédeos envolvidos na epidemiologia da
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Ehrlichiose Monocitica Equina no Sul do Brasil, assim como estabelecer a
frequéncia de infestacdo parasitaria nos moluscos coletados, visando com isso,
obter resultados que possam ser utilizados na demarcacdo de possiveis novas
zonas apropriadas a enfermidade, principalmente regides estuarinas, onde as aguas
sdo mais salinas. Outro objetivo do estudo foi a obtencdo da forma adulta do
trematddeo encontrado parasitando 0os moluscos através da técnica de inoculagéo

de metacercarias em membrana corioalantéide de ovos de galinha embrionados.



2 Revisao de literatura

2.1 Ehrlichiose Monocitica Equina (EME)

A Ehrlichiose Monocitica Equina (EME) é uma sindrome diarréica infecciosa
nao contagiosa causada pela Neorickettsia risticii que acomete equinos, instalando-se
em seus mondcitos circulantes, promovendo um quadro de diarréia, desidratacao,
febre e anorexia (HOLLAND et al.,1985).

A Neorickettsia risticii (N. ristici) € uma riquétsia classificada na Ordem
Rickettsiales, da Familia Rickettsiacea e Tribo Ehrlichiae. As ehrlichias caracterizam-
se como bactérias gram-negativas, altamente pleomoérficas e comportam-se como
parasita intracelular obrigatorio de leucécitos (TORTORA et al., 2000).

Conhecida como “Potomac Horse Fever” ou “Febre do Cavalo de Potomac”,
a EME, cuja ocorréncia se da de forma endémica e sazonal em regifes alagadicas
nos meses mais quentes do ano, foi primeiramente descrita em 1979, em Maryland,
Estados Unidos, préximo as pastagens ao longo do Rio Potomac, e desde entéo ja
foi relatada em diversas regiées, como América Central, América do Sul e Europa
(PALMER et al., 1986; BREIDER e HENTON, 1987; JOHN et al., 1989; RIKIHISA,
1998; DUTRA et al., 2001).

A Ehrlichiose Monocitica Equina no sul do Rio Grande do Sul é relatada
como a principal causa de diarréia em equinos nao estabulados em propriedades
localizadas a orla da Lagoa Mirim (COIMBRA et al., 1999; COIMBRA et al., 2006), e
conhecida como “Curso”, descrito como sazonal, ocorrendo do final da primavera até
o outono (DUTRA et al.,, 2001; COIMBRA et al., 2006). Equinos em geral séao
suscetiveis a doenca, sem qualquer relagdo com sexo ou idade. No entanto, a maior
incidéncia da-se entre os animais acima de quatro anos, e, aqueles transportados

para regides endémicas parecem ser mais sujeitos a infec¢cdes mais graves do que
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0S que ja estavam nessas areas (ATWILL et al., 1992; DUTRA et al., 2001).

A regido Sul do Brasil e o Uruguai apresentam caracteristicas semelhantes,
como a baixa altitude e éareas alagadicas, banhadas pelas Lagoas Mirim e
Mangueira, onde casos compativeis com EME ja foram identificados. A ocorréncia
de diarréia em equinos e perda de animais sem causa determinada foi relatada
durante varios anos por veterinarios e proprietarios da regido, principalmente nos
Municipios de Santa Vitéria do Palmar, Rio Grande e Arroio Grande (COIMBRA et
al., 1999; DUTRA et al., 2001).

InvestigacBes com vetores possivelmente responsaveis por sua transmissao
foram realizadas (RIKIHISA, 1998), como por exemplo, o estudo dos artropodes
Tabanideos e moscas de estabulo, sendo que nenhuma relacéo entre a enfermidade
e 0s possiveis vetores pode ser estabelecida (LEVINE et al., 1990; LEVINE et al.,
1992; GORDON et al., 1988; PERRY et al., 1989).

Devido a semelhanca genética com riquétsias de transmissao oral (Ehrlichia
sennetsu, Neorickettsia helminthoeca), sugeriu-se que a EME poderia acompanhar esse
padrdo intermediado por trematddeos aquaticos (RIKIHISA, 1998; BARLOUGH et
al., 1998; PUSTERLA et al., 2000; KANTER et al., 2000). A transmissao do agente
parece ser por via oral, onde a N. risticii € veiculada por trematédeos que parasitam
caracois do género Heleobia em ambientes aquaticos (COIMBRA, 2003).

Barlough et al., (1998) estudaram caramujos da Familia Pleuroceridae do
género Juga como possiveis hospedeiros intermediarios de trematédeos portadores
da E. risticii. Os gastropodes foram coletados em regi6es de ocorréncia de EME,
quando estagios de esporocistos e cercarias de um trematédeo foram encontrados.
Estas cercéarias foram morfologicamente classificadas como virguladas, com duas
ventosas, uma oral e outra ventral. Os estagios do trematdédeo foram coletados e
testados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) quanto a presenca de DNA
de E. ristici, com resultados compativeis para o agente, tornando assim 0s
trematodeos liberados pelo caramujo Juga spp. possiveis vetores da Neorickettsia. No
Rio Grande do Sul, Coimbra (2003) identificou caramujos do género Heleobia que

albergavam cercéarias do tipo Parapleurolophocercous como portadores de N. risticii.
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2.2 Caracteristicas geograficas da regido

Segundo dados obtidos na Agéncia da Lagoa Mirim (ALM), Pelotas, a Bacia
Hidrografica da Lagoa Mirim localiza-se entre os paralelos 31°30’ e 34°30’S e entre
os meridianos 52° e 56°0 (Fig. 1), possuindo aproximadamente 62.250 km? de
superficie, dos quais 29.250 km? (47%) situam-se em territorio brasileiro e 33.000
km? (53%) em territério uruguaio, é uma das mais importantes lagoas de agua doce
da América do Sul, uma vez que € considerada o segundo maior corpo hidrico com
caracteristicas lacustres do Brasil, superada apenas pela Laguna dos Patos
(KOTZIAN; MARQUES, 2004).

o Pelotas

/ 2012 Google
4

© 2012 MapLink/Tele Atlas 3
©/2012 Cnes/Spot Image GOOoQIC eart

32°07'48.88"S 52°16'01.13"0 elev 1 milltitude do ponto de visdao 232.04 km

Figura 1 — Vista aérea do Estado do Rio Grande do Sul, destacando a
localizagcéo da Lagoa Mirim e Lagoa dos Patos.
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Pertencente ao complexo do Estuario da Lagoa dos Patos, a Lagoa Mirim,
como corpo de agua principal da bacia, possui uma area de 3.749km?, dividindo-se
em oito bacias hidrograficas menores, conhecidas no lado brasileiro como Sao
Goncalo, Arroio Grande e a do Litoral, onde estéao localizados o Banhado do Taim e
a Lagoa Mangueira, entre outras; no lado uruguaio, a bacia do Tacuari, Cebollati,
Sarandi e Sao Miguel; na divisa entre o Brasil e o Uruguai, esta a bacia do Rio
Jaguardo (AGENCIA DA LAGOA MIRIM).

A Lagoa dos Patos é classificada como a maior lagoa do tipo “estrangulado”
no mundo, com superficie de 10.227 km? (KJERFVE, 1986), e recebe 4gua de uma
bacia de drenagem de 201.626 km?, tanto diretamente, a partir de tributarios, como
da area de drenagem da Lagoa Mirim, através do Canal de Sdo Gongalo (Fig. 2). A
area estuarina no sul da Lagoa é de 971 km? (aproximadamente 10% da Lagoa), na
qual existe uma troca de agua com o Oceano Atlantico através de um canal com 20
km de comprimento e 0,5-3km de largura (BONILHA; ASMUS, 1994).

' L. Patos
Barragem com eclusa no 1 Putas

Canal'Sao Gongalo (RGS

(Ganasalsadazel
531%/48 682" W052° 297272 (dguasnlgaddelana)

(dgua doce.turva)  / “pivim Popa.com.br

Figura 2 — imagem aérea da Barragem com eclusa no Canal S&o Goncalo.

FONTE: www.popa.com.br



http://www.popa.com.br/

19

Confirmando as informacdes obtidas de estagbes pluviométricas e
meteoroldgicas, a Agéncia da Lagoa Mirim afirma que a regido apresenta um clima
subtropical, com temperaturas médias mensais entre 25°C em Janeiro a 11°C em
Julho, e que as precipitacdes sdo bem distribuidas ao longo do ano, variando entre
1.200 e 1.450 mm, os meses de junho a setembro, que, segundo Machado (2007)
em geral sdo mais chuvosos e, novembro e dezembro, os mais secos. Portanto,
Beltrame e Tucci (1998) apontam que a sustentabilidade hidrica da Lagoa Mirim e
Canal Sdo Goncalo é obtida por precipitacdes médias anuais, e que a grande parte
da 4gua que chega a bacia da Lagoa por meio das precipitacdes € perdida através
do escoamento superficial e mesmo pela evaporagéo, que chega a valores iguais a
1.000 mm/ano.

No entanto, sdo frequentes as deficiéncias de umidade nos solos devido as
estiagens, associadas a uma maior evapotranspiragcdo na primavera e verao,
qguando ocorrem chuvas concentradas que ocasionam o encharcamento dos solos
em areas mal drenadas, prejudicando os cultivos e, ainda, provocando alagamentos
e inundacdes (AGENCIA DA LAGOA MIRIM).

O escoamento do Complexo Mirim se faz através do Canal do S&o Gongalo,
cujo fluxo de &gua é controlado por barragens artificiais, para impedir a penetracéo
de 4gua salgada do estuario para a Lagoa Mirim e somente durante periodos de
grande acumulo de agua na Lagoa Mirim, estas barragens sao abertas.
Consequentemente, a descarga de agua doce na porcdo norte do estuario é
variavel, sendo normalmente mais intensa durante o inverno e primavera (GARCIA,
1998).

A distribuicdo de salinidade nédo tem forte relacdo com a variabilidade de
maré, mas correlaciona-se com o vento e com variacdes na descarga de agua doce,
em uma escala de horas a semanas (MOLLER et al., 1991), sendo que o estuario,
zona de transicéo entre a zona limnica e oceénica, apresenta variacoes diarias e até
horéarias de constituintes quimicos (BAPTISTA, 1984).

Devido as caracteristicas do estuario “estrangulado”, a pequena oscilagado de
maré e a grande variabilidade sazonal e anual da precipitacdo pluviométrica, as
marismas do estuario da Lagoa dos Patos sao irregularmente alagadas por aguas

com salinidade variavel. Condi¢des eurialinas tendem a prevalecer no veréo,
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quando, durante periodos de déficit hidrico extremo, estas podem ocasionalmente
aproximar-se de hipersalinas (D’INCAO et al., 1992; BASTOS et al., 1993a).

No estuario da Lagoa dos Patos, a composicdo da macrofauna bentdnica
apresenta um maior numero de espécies estuarinas e marinhas eurialinas em
relacéo as limnicas, comum em ambientes estuarinolagunares (BEMVENUTI, 1998).
Capitoli et al. (1978) relacionaram 15 espécies de macroinvertebrados tipicamente
estuarinas e apenas trés espécies limnicas, entre elas Heleobia parchapei, que ocorrem
na area estuarina durante periodos de maior influéncia de agua doce.

Nas areas de canais mais profundos, as populacdes bentbnicas sédo pobres,
restritas a espécies comedoras de depodsito superficial, entre as quais, destacam-se
Heleobia australis, que ocorre em maior abundancia (CAPITOLI et al., 1978,
BEMVENUTI et al.,, 1992), possuindo, segundo Capitoli et al. (1978) ampla
distribuicdo batimétrica, considerando-se a espécie de maior abundancia em aguas
rasas, entre dois e seis metros de profundidade, e, de acordo com 0 mesmo autor, 0
gastropode apresenta uma ampla distribuicdo vertical em fundos arenolodosos,
ocorrendo desde os planos intermareais até o canal.

Na América do Sul, Heleobia australis (Orbigny, 1835) é a espécie dominante
da familia Hydrobiidae, e considerada um importante recurso alimentar para diversas
outras espécies (ALBERTONI et al., 2003). Reise (1985) afirma que os gastropodes
Hydrobiidae sdo submetidos a severa predacdo devido a preferéncia por esses
sedimentos e pela provavel migracdo da espécie quando a salinidade aproxima-se
de zero (CHOMENKO e SCHAFFER 1984; BEMVENUTI et al.,, 1992). Sob
condi¢cbes desfavoraveis, o deslocamento de H. australis € facilitado pela sua relativa
mobilidade e capacidade de dispersdo, utilizando a tensdo superficial da agua
(BEMVENUTI et al., 1992; BEMVENUTI e NETTO 1998).

O gastrépode Heleobia australis, de ampla distribuicdo na regido estuarina,
ocorre inclusive nos canais (BEMVENUTI et al., 1978), caracterizando-se pela
abundéancia na regido estuarina, porém suas densidades diminuem em baixas
salinidades. A espécie parece bem adaptada para habitar em regiées sob influéncia
marinha e pode migrar, caso ndo encontre uma determinada concentracao salina
para sua osmorregulacédo. Drasticas flutuacdes na densidade desse gastropode no

infralitoral estuarino durante periodos com salinidade proxima a zero foram
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atribuidas as reacfes de escape, utilizando-se para isso, da tenséo superficial da
agua (CHOMENKO e SCHAFER 1984; BEMVENUTI et al., 1992).

Os macroinvertebrados bentbnicos compreendem um grupo de
invertebrados com tamanho superior a 1mm, diretamente relacionados com o fundo,
0 que determina uma relativa uniformidade nos seus modos de vida, apesar da
variedade de suas origens filogenéticas. Em ambientes estuarinos, por exemplo, as
flutuacbes de salinidade influenciam desde variagbes diarias até interanuais na
composicdo, abundancia e diversidade do macrozoobentos, que, durante o veréo
tém a atividade reprodutiva ativada da maioria de seus integrantes. As variacdes de
salinidade no estuario, fortemente influenciadas pelo nivel da 4gua na Lagoa dos
Patos, direcdo e intensidade dos ventos, sdo as principais responsaveis pela
composicdo de espécies, diversidade e abundancia da macrofauna bentbnica,
podendo caracterizar cenarios recorrentes num futuro proximo (GARCIA et al., 2001;
COLLING et al., 2007a).

Num cenario de aquecimento global com aumento do nivel do mar, a
influéncia marinha tende a se estender através da regido do estuario até 150 km
laguna adentro, como observado em periodo de seca prolongada durante o evento
La Nifia de 1988 (ODEBRECHT et al., 2005). Alguns estudos sugerem que eventos
El Niflo poderdo se tornar mais frequentes e intensos com o agravamento do
aguecimento global (TIMMERMANN et al., 1999).

2.3 Procedimento das Coletas de moluscos

Os gastropodes Heleobia piscium (Orbigny, 1835) sdo encontrados aderidos a
vegetacdo (raizes de agua-pé e macrdfitas aquaticas), as rochas, as margens e
também no sedimento/substrato, enterrados no fundo do corpo d’agua (MANSUR et
al., 2008).

A presencga de Heleobia piscium pode ser observada em diferentes tipos de
colecdes hidricas, como arroios, canais de irrigacdo, rios, agudes, lagos, brejos,
valas de esgoto ou drenagem, corregos ou riachos (PEREIRA et al., 2000 e 2001,
MANSUR et al., 2008). A correnteza € um fator importante: as colonias geralmente

sdo abundantes em &aguas estagnadas, enquanto que em aguas correntes, com
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velocidade superior a 30cm por segundo, os moluscos ndo formam populagdes. A
capacidade em se adaptar aos diferentes tipos de substratos, e sua ampla
distribuicdo nos microhabitats explica a elevada incidéncia e densidade populacional
dos gastropodes (PEREIRA et al., 2010).

Moluscos permanecem vivos ha lama seca durante varios meses, resistindo
as baixas temperaturas (OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009). Sobrevivem fora da
agua por longos periodos através da retracdo de seus corpos no interior da concha,
diminuindo os efeitos da dessecacdo; obrigam-se a manter-se por meio de suas
proprias reservas alimentares, com um suprimento limitado de oxigénio e
acumulacdo de excretas potencialmente téxicas. Assim, a sobrevivéncia a seca
depende de sua capacidade em conservar recursos como agua, oxigénio e energia

e eliminar ou neutralizar produtos toxicos do metabolismo (THIENGO et al., 2007).

2.4 Mensuracdo de Parametros Fisico-quimicos da agua

Os niveis de tolerancia das caracteristicas fisico-quimicas das aguas
habitadas pelos moluscos Biomphalaria glabrata, hospedeiros intermediarios naturais de
Schistosoma mansoni (trematdédeo causador da esquistossomose em humanos) podem
chegar a faixas relativamente amplas de condutividade, oxigénio dissolvido,

temperatura e pH (THIENGO et al., 2007), conforme tabela a seguir:

Tabela 1. Niveis de tolerancia de Biomphalaria glabrata quanto as caracteristicas fisico-

quimicas das aguas por eles habitadas.

Fatores Fisico-quimicos Valores
Minimos Maximos
Condutividade (umho/cm) 117 2000+
Saturacéo de Oxigénio (%) 0 86,4
Temperatura (°C) 18 41
pH 5,6 9,1

*Thiengo et al. (2007)
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2.5 Pesquisade vetores

2.5.1 Moluscos

A zoologia classifica os caracéis como moluscos, nome originado do latim
‘mollis”, significando “mole”, cujas caracteristicas os definem como: corpo mole,
inteirico, com cabeca e pé que se confunde com o ventre e visceras localizadas na
parte superior, tudo protegido pela concha helicoidal (FERRAZ, 1999).

Silva et al. (2010) afirma que moluscos desenvolvem esqueleto rigido em
forma de concha para se proteger de predadores e suportar a pressao hidrica do
meio aquatico em que habitam. As conchas sdo basicamente formadas pela
deposicado continua do nacar pelo proprio molusco a partir da superficie interna da
concha onde se desenvolve, proporcionando um mecanismo de defesa contra
parasitas e uma forma de manter a area lisa e livre de corpos estranhos como graos
de areia.

Thiengo et al. (2007) descrevem que a familia Hydrobiidae possui concha
pequena oval-conica ou turriculada, opérculo corneo, as vezes calcificado, vivendo
em agua doce ou salobra. De acordo com Liu et al. (2001), a familia possui mais de
300 géneros e tem sua sistematica ainda muito confusa, apresentando, segundo
Kabat e Hershler (1993), distribuicdo global em zonas entre marés de lagos e
estuarios. Entre os géneros que ocorrem no Brasil, citam-se: Littoridina, Heleobia e
Idiopyrgus.

Antes de 1982, o género Heleobia chamava-se Littoridina (GAILLARD 1973;
GAILLARD; CASTELLANOS, 1976). Davis et al. (1982) sugeriram que todas as
espécies deveriam ser substituidas no Género Heleobia, Hershler e Thompson
(1992); Kabat e Hershler (1993) concordaram. Alguns autores ainda defendem a
identidade de hidrobideos sul-americanos como Littoridina (Aguirre; Farinati, 2000), o
gue gera confusdo entre os especialistas.

Thiengo et al. (2007) afirmam que, entre as classes pertencentes ao Filo
Mollusca, a Gastropoda merece destaque pela sua importancia médica, veterinaria e
econdmica, pois constitui cerca de 75% do numero total de espécies do Filo e inclui
transmissores de helmintoses em geral. Alguns moluscos de agua doce sdo os

primeiros hospedeiros intermediarios de trematddeos que causam parasitoses em
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humanos e animais, e assim ocupam lugar de destaque no que pode ser chamado
de limnologia médica (STRAYER, 2000).

O poder de infeccdo do trematdédeo é alto, pois um Unico miracidio, ao
penetrar no hospedeiro intermediario, resulta em mais de 4.000 cercarias que irdo se
fixar na vegetagéo existente ao redor das fontes de agua. O grau de infestacédo de
uma pastagem depende da producdo de ovos pelos parasitos adultos e das
condi¢cbes climaticas adequadas para a sobrevivéncia dos moluscos (OLIVEIRA;
SPOSITO FILHA, 2009).

Na Argentina, Heleobia piscium (d’Orbigny, 1835) e Heleobia parchappii
(d’Orbigny, 1835) foram confirmados como hospedeiros de cercérias de diferentes
espécies de trematddeos digenéticos (OSTROWSKY DE NUNEZ, 1975).

Apesar da grande importancia atualmente atribuida aos moluscos como
indicadores da qualidade ambiental (BOUCHET; GARGOMINY, 1998; STRAYER,
1999a; SALANKI et al., 2003; CATALDO et al., 2001), poucos estudos deste grupo
tém sido realizados no Brasil (SANTOS; MONTEIRO, 2001).

Dentre os fatores que regulam a taxa de crescimento no ciclo de vida dos
pulmonados, a temperatura € o mais decisivo: sob baixas temperaturas, muitos
moluscos terrestres e de agua doce param de alimentar-se, tornando-se totalmente
inativos (hibernagéo), ou alimentam-se muito pouco e, consequentemente, crescem
lentamente (MICHELSON, 1961; GHOSE, 1963; HYMAN, 1967; HAUT; GHOSE,
1986; QUIJON et al., 2001). A temperatura portanto, pode afetar a producdo de
gametas, o desenvolvimento embrionario, a taxa de eclosdo de filhotes, o
crescimento, a sobrevivéncia e o comportamento desses animais (VAN DER
SCHALIE, 1973; DIMITRIEVA, 1975; SIEFKER et al., 1977; RAUT; GHOSE, 1980;
RAUT et al., 1992; FURTADO, 2002).

O enterramento no substrato constitui uma resposta comportamental exibida
por diversas espécies de moluscos pulmonados, durante condi¢cdes desfavoraveis
de temperatura e umidade (HYMAN, 1967; DIMITRIEVA, 1975). Esse
comportamento diminui o risco de dessecacéo, ja que o substrato fornece a umidade
necessaria a sobrevivéncia dos moluscos e pode funcionar como uma barreira fisica
a evaporacdo da agua corporal (COMBRINCK; VAN EEDEN, 1975) e também
propicia a continuidade dos ciclos parasitarios (BEZERRA et al.,, 1999; PIERI;
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JURBEG, 1981).

Diversas espécies apresentam estratégias fisiologicas e comportamentais,
tais como a estivacdo, a retracdo da massa cefalopodal no interior da concha e o
enterramento, as quais garantem a sobrevivéncia durante periodos desfavoraveis,
com altas temperaturas e nenhuma oportunidade para a re-hidratacédo (ARAD, 1993;
EMBERTON, 1994).

A estivacdo é um estado de torpor aerdbico, que envolve mudancas
comportamentais, fisiolégicas e bioquimicas, que permitem aos moluscos
pulmonados resistir a condi¢cdes desfavoraveis de umidade, temperatura e
disponibilidade de alimento (RICHARDOT, 1977; 1978; STIGLINGH; VAN EEDEN,
1977; STOREY, 2002). Esta fisiologia quiescente pode ocorrer durante um periodo
curto, mas normalmente € empregada como uma estratégia que garante a
sobrevivéncia dos moluscos durante uma longa estacao seca (STOREY, 2002).

Os elementos criticos para a sobrevivéncia durante a estivacdo sédo a
capacidade de retencdo de agua e a disponibilidade de reservas energéticas
(STOREY, 2002). Os moluscos pulmonados terrestres exibem adaptacbes que
garantem a manutencdo das reservas energéticas e da agua corporal em niveis
compativeis com a sua sobrevivéncia, durante a estivacdo. A selecdo de locais
protegidos, que ajudem a minimizar a area da superficie corporal exposta e,
portanto, sujeita a evaporacdo; a retracdo da massa cefalopodal no interior da
concha e a imobilizacdo sdo comportamentos relacionados a economia da agua e
energia, que antecedem a série de modificacbes ao nivel fisioldgico e bioquimico
que caracterizam o estado de estivacdo (STOREY, 2002). A perda de agua por
evaporacao durante a respiracdo € minimizada por padrdes de respiracdo apndica,
com liberacdo de CO2 e captacdo de O2 descontinuas (STOREY, 2002; RAMOS-
VASCONCELOS; HERMESLIMA, 2003).

A estivacdo pode ser acompanhada pela formacdo de uma estrutura de
fechamento temporério da abertura da concha, denominada epifragma, que funciona
como uma barreira fisica, que impede a perda de &gua por evaporacao
(STIGLINGH; VAN EEDEN, 1977; STOREY, 2002).
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2.5.1.1 Reproducéao dos Moluscos

Cazzaniga (1981) estudou Heleobia parchappii em ambientes de agua doce do
Sul da provincia de Buenos Aires (Argentina) e documentou dois picos de desova
durante o ciclo reprodutivo da espécie. No ano seguinte, o mesmo autor destacou
que H. parchappii apresentou flutuacdo marcante quanto a densidade, estrutura de
tamanho instavel e abundéancia de moluscos jovens nos ambientes mesoalinos.

De Francesco e Isla (2004) descreveram dois picos de desova para H.
parchappii, Um no inicio da primavera e outro durante o outono nos canais salinos da
lagoa costeira Mar Chiquita, Argentina. A similaridade observada nos ciclos de vida
em diferentes condicdes salinas aponta para a relativa importancia deste fator no
condicionamento da atividade reprodutiva dos moluscos. Os autores descobriram
que o tamanho da estrutura permanece relativamente estavel e que o grupo pode
ser seguido mensalmente durante o ano. Dessa maneira, a salinidade parece n&o
exercer influéncia marcante na atividade reprodutiva de H. parchappii, N0 entanto afeta
a estrutura da populacdo. Portanto, moluscos do canal salino alcancaram tamanhos
menores que aqueles encontrados nos ambientes de dgua doce.

De Francesco e Isla (2003) descreveram a temperatura da agua como o
parametro que melhor se encaixa no crescimento das amostras de H. piscium. NO
entanto, ndo possui efeito determinante no ciclo reprodutivo e no crescimento das
espécies, como a condutividade tem em outras espécies de Heleobia. Nao existem
dados disponiveis para comparacdo entre as populacdes de Heleobia piscium em
diferentes tipos de habitats.

A populacédo de moluscos aumenta durante as estacdes chuvosas e diminui
com temperaturas baixas e nos periodos de seca. A producdo de uma nova geragao
de moluscos leva aproximadamente um més em condi¢cdes adequadas (OLIVEIRA,
SPOSITO FILHA, 2009).

Fémeas maduras depositam seus ovos fertilizados em capsulas (ou massas
de ovos), preferencialmente em conchas de individuos vivos da mesma espécie
(Fish; Fish, 1974), mas também podem ser deixados em conchas de individuos
mortos, ou de conchas de outras espécies, nos grdos de areia ou algas
(ANDERSON, 1971).
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Experimentos enfatizando aspectos biolégicos e comportamentais de
moluscos em laboratério sdo importantes para o desenvolvimento de técnicas de
criacdo e manejo destes animais com aplicacdo em trabalhos experimentais com
parasitos. Dentre os aspectos importantes da biologia dos moluscos, destacam-se o
crescimento e a reproducdo (LEAHY, 1984), uma vez que a producdo de ovos
associa-se ao tamanho das conchas (GOMES et al., 1975).

2.5.2 Trematédeos

De Leon (2001) define trematdédeos digenéticos como os helmintos mais
comumente encontrados parasitando vertebrados. Segundo Ruppert & Barnes
(1996), em geral sdo achatados dorsoventralmente, alguns grossos e carnudos,
outros longos e filamentosos, variando em tamanho de aproximadamente 0,2mm a
6cm de comprimento. Travassos (1950) os caracteriza com formato de folha, porém
podem ainda apresentar diversos feitios, desde ovoéide até filiforme, com duas
ventosas e presenca de cuticula lisa ou provida de espinhos geralmente pouco
desenvolvidos. S&o anaerobios facultativos, em geral hermafroditas, possuindo
varios estagios larvais (FRIED, 1986; TRAVASSOS, 1950).

Trematddeos digenéticos sdo endoparasitos comuns em todos os taxons
maiores de vertebrados: peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos, sendo que
alguns causam doencas debilitantes em criacées de animais e em seres humanos
(RUPPERT; BARNES, 1996). Devido a sua prevaléncia e abundancia na natureza, é
um dos grupos mais importante de parasitas a ser considerado no manejo da
biodiversidade, conservacdo e também como indicador de monitoramento de
ecossistema (DE LEON, 2001).

Travassos (1950) os caracteriza como parasitas em todas as fases do ciclo,
evoluindo sempre em dois hospedeiros. Corroborando, Ruppert e Barnes (1996)
afirmam que seu complexo ciclo de vida inclui dois ou mais hospedeiros e pelo
menos dois estagios infectantes, o que é responsavel pelo nome Digenea (duas
geracgdes). O primeiro hospedeiro intermediario trata-se normalmente de um molusco
gastropode especifico, no qual ocorre o desenvolvimento do estagio intra-molusco

(FRIED, 1986) e, se um segundo hospedeiro intermediario ocorre, este é quase
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sempre um artropode ou um peixe; sendo um vertebrado seu hospedeiro definitivo
(RUPPERT; BARNES, 1996).

Ruppert e Barnes (1996) constataram que, embora variacbes ocorram entre
espécies, o ciclo de vida dos digenéticos consiste nos seguintes estagios: zigoto —
larva miracidio — esporocisto — rédia — cercéria — metacercaria — adulto.

Para Travassos (1950), a evolu¢do dos trematdédeos obedece a um tipo
geral e se processa do seguinte modo: o ovo da origem a uma larva ciliada,
miracidio, que atinge um hospedeiro intermediario e nele penetra, sofrendo uma
evolucdo e multiplicacdo que a torna apta a penetrar no hospedeiro definitivo. O
miracidio, penetrando no hospedeiro intermediario, sempre um molusco, se encista,
originando um esporocisto, constituido por um conjunto de células embrionarias
semelhantes a uma blastula, contendo células germinativas. Estas células originam
novas formacdes pela ruptura do esporocisto, invadindo o organismo do molusco e,
evoluindo, vdo constituir uma nova fase larval, a rédia, geralmente situada no
hepato-pancreas do hospedeiro. A rédia, com estrutura semelhante a do
esporocisto, porém com rudimento de aparelho digestivo, possui células
germinativas, que se multiplicam, dando origem a novas rédias — rédias filhas — e
a cercérias.

As cercérias abandonam o corpo da rédia por um orificio especial e vao para
0 meio exterior a procura do hospedeiro definitivo. As rédias filhas permanecem no
interior do molusco e produzem uma nova geracao de cercérias. Esta evolucéo pode
sofrer modificagOes e adaptacdes: assim, a fase de esporocisto pode ser suprimida,
evoluindo o miracidio diretamente para a rédia e esta dando logo origem a cercérias;
pode também néo existir a fase de rédia, dando o esporocisto origem a organismos
alongados e sem tubo digestivo — esporocisto de segunda geracéo, que produzirdo
cercarias; pode, ainda, ndo haver a fase de cercéria, evoluindo o esporocisto
diretamente a metacercaria ou jovens trematdédeos. A evolucdo pode também
complicar-se pelo aparecimento de duas geracgdes de rédias (TRAVASSOS, 1950).

De acordo com Ruppert e Barnes (1996), ao deixar o caramujo hospedeiro,
a cercéaria nada em busca do segundo hospedeiro intermediario ou encista como
uma metacercaria sobre a vegetacado aquatica ou um objeto inanimado na agua,

aguardando a ingestdo pelo hospedeiro definitivo. Se o ciclo de vida inclui um
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segundo hospedeiro intermediario, comumente um artrépode ou peixe, a cercaria
penetra sua pele, perde sua cauda e encista como uma metacercaria no tecido do
hospedeiro. Quando a metacercaria livre ou o0 hospedeiro intermediario mais
metacercaria sao ingeridos pelo vertebrado hospedeiro definitivo, a metacercéaria
escapa de seu cisto, migra para o local caracteristico do corpo do hospedeiro e
cresce até atingir a forma sexual adulta. No hospedeiro definitivo, os locais de
infeccdo incluem trato digestivo e outros 6rgdos endodérmicos, como intestino,
figado, dutos biliares, dutos pancreaticos e pulmdes.

Travassos (1950) refere-se a parasitismo erratico quando larvas de
helmintos penetram em hospedeiros cuja espécie ndo apresenta condicdes
convenientes ao seu desenvolvimento. Estas larvas depois de algumas migracoes,
encistam-se em qualquer parte do organismo invadido, perecendo ou prosseguindo
na sua evolugdo até completo crescimento, sem, contudo atingir a maturidade
sexual.

Segundo Tang e Tang (1977), ndo sO os aspectos morfologicos dos
parasitos adultos sdo utilizados para sua distingdo, mas a morfologia das formas
larvais nos hospedeiros intermediarios também € considerada. Moriyama, Tsuji e
Seto (1980) estudaram as diferencas destas espécies através da cariotipagem e
concluiram haver diferencas morfoldégicas e biométricas dos cromossomos, bem
como as posi¢cdes dos centrobmeros destas duas espécies.

Dillon (2000) define cercarias como larvas nadantes de trematédeos com
caudas bem desenvolvidas, que emergem de esporocistos, migrando para a
glandula digestiva do hospedeiro, e, posteriormente adquirindo sua forma livre na
agua, alternando entre periodos de nados curtos e longos de flutuacdo ou
afundando.

Cercarias acarretam ao organismo que as hospeda fortes perturbacées
traumaticas; outras vezes, por sua localizagdo em oOrgao de funcdo nobre e
essencial, pode ocasionar resultado letal. Para sua nutricdo, absorvem ora
substancias dos organismos hospedeiros, ora substancias digeridas para uso deste.
Além disto, por seus sucos digestivos, determinam intoxicacfes agudas ou cronicas
por vezes muito graves (TRAVASSOS, 1950).
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O aparecimento de cercarias comeca em média de trés a cinco semanas
apos infec¢do, alcancando seu auge em 10 semanas. Antes do comeco da emissao
de cercarias, uma infecgao por trematddeos € chamada “latente” ou “pré-patente”, e
subsequentemente considerada “patente”. As cercarias emitidas por um hospedeiro
infectado, durante seu ciclo podem chegar a milhares (DILLON, 2000).

De acordo com Dillon (2000), cada cercéaria mede cerca de 500um de
comprimento, portanto, 0 molusco sofre danos teciduais consideraveis durante sua
emissdo. Apos emergir do tecido do molusco, a larva dos trematédeos (cercaria)
pode encontrar o hospedeiro intermediario secundario ou hospedeiro definitivo
através de transmissao passiva (metacercaria) ou penetracdo ativa, respectivamente
(ISMAIL, 1989; GALAKTIONOQV, 1980).

Fried (1997) afirma que o processo de encistamento é complexo e ainda nao
totalmente compreendido. Apds deixar 0 molusco, as cercarias nadam pela agua,
encistando-se em plantas submersas para tornarem-se metacercarias. De acordo
com Sey (1979), existem espécies que, devido ao seu nado lento apds deixarem o
hospedeiro, acabam encistando a uma curta distancia do mesmo.

Oliveira e Sposito Filha (2009) definem metacercarias como formas de
resisténcia ao ambiente, onde podem sobreviver por muitas semanas. Sua
viabilidade é maior em temperaturas abaixo de 20°C. Durante seu experimento,
Koppel (2011) avaliava a sobrevivéncia das metacercarias através da observacao do
parasita se movendo no interior dos cistos.

Itagaki e Chinone (1982) destacaram que 0 aumento da temperatura
ambiente acelera o desenvolvimento da cercaria em metacercaria no hospedeiro
intermediario, podendo atingir o amadurecimento em 15 dias, na temperatura de
30°C. Lwambo et al. (1987) descobriu que a infectividade dos miracidios do
Schistossoma mansoni era influenciada por alguns fatores como a temperatura da agua
e salinidade.

Em seu estudo, Dreyfuss et al. (2004) registrou que algumas espécies de
metacercarias eram encontradas nas paredes das caixas experimentais enquanto
outras em caules de juncos. Grande parte das metacercarias de Paramphistomum
daubneyi foram encontradas no fundo das placas, enquanto 0s cistos de Fasciola

hepatica € Fasciola magna localizavam-se nas paredes (RONDELAUD, 2007).
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2.6 Fator Salinidade

Aguas doces, salobras e salinas sio classificadas conforme sua salinidade,
segundo especificado na Resolucdo CONAMA n° 357 de 2005. Por definicdo, as
aguas doces apresentam valor igual ou inferior a 0,5%0 para salinidade, aguas
salobras ficam entre 0,5%. € 30%o0, € aguas salinas, valor igual ou superior a 30%eo.

A importancia do fator salinidade influenciando a distribuicdo de Heleobia spp.
ainda ndo é totalmente conhecida, ja que os habitats tém sido descritos
qualitativamente, sem informagdes suficientes sobre suas condi¢fes fisico-quimicas
(DE FRANCESCO; ISLA, 2003).

Em ambientes estuarinos, o fator ecoldgico mais importante € o teor salino
de suas &guas, o qual determina o padrdo de distribuicio e densidade dos
organismos (MARGALEF, 1984; ROBINEAU, 1987), assim como dos moluscos que
habitam este ambiente (CHOMENKO; SCHAFER, 1984; SPRECHMANN, 1978).
Lanzer e Schafer (1985) observam que o padrdo de distribuicio dos moluscos
dulceaquicolas das lagunas costeiras do Sul do Brasil ndo responde a barreiras
geograficas, e sim a barreiras ecoldgicas associadas a areas de variacdo da
concentracdo salina. Cherril e James (1985) consideram a salinidade o principal
fator determinante da distribuicdo dos Hydrobiidae.

Algumas espécies de gastrOpodes pertencentes ao género Heleobia Sa0
comumente encontradas no estuario da Lagoa dos Patos, ambiente fechado e
protegido (WASIELESKY, 2000) sujeito a grandes variagbes de salinidade
(BAUMGARTEN; NIENCHESKI, 1990).

Amostras de zoneamento das espécies de Heleobia tém sido pouco
estudadas, apesar de que esses moluscos constituem o maior componente biético
de ambientes estuarinos (GONCALVES et al., 1998).

Sob condicbes extremas de salinidade existentes nos ecossistemas
estuarinos, ligeiras diferencas na capacidade osmorregulatéria das espécies podem
ter uma grande influéncia nas adaptacdes fisiologicas. A salinidade € um dos
principais fatores ambientais que ordena a distribuicdo horizontal de invertebrados
marinhos, dulcicolas e de agua mixohalina que vivem em estuarios tropicais
(GONZALES-ORTEGON et al., 2005).
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Moluscos estuarinos sdo geralmente confrontados com mudangas na
salinidade devido a influéncia da 4gua marinha. Muitas espécies eurialinas séo
habeis para enfrentar 0 estresse a que sdo submetidos através de regulacéo
osmotica e idnica. A aclimatacdo de moluscos eurialinos a agua marinha diluida &
acompanhada por mudancas morfoldgicas, etoldgicas e fisiolégicas (LOVETT et al.,
2006). Péqueux (1995) afirma que a eurialinidade € uma caracteristica necessaria
aos habitantes estuarinos, uma vez que estes, de acordo com Sabodia-Morais (1996),
respondem e se adaptam a variacdes de salinidade nos corpos d"agua, permitindo
que sejam responsivos as condi¢des adversas do ambiente aquatico.

Contrariando Gaillard e Castellanos (1976), que consideram H. piscium uma
espécie dulceaquicola, Darrigran (1995) o classifica como eurialino suficiente para
suportar mudancgas na salinidade da agua entre 0.5 e 25%0. A definicdo de eurialino
se da de acordo com a plasticidade nos mecanismos de regulacdo ibnica e
osmatica, que permite que um individuo viva, em um momento como uma espécie

de agua doce e, depois, como uma espécie marinha (SAMPAIO, 2003).

2.7 Cultivo de trematédeos em Membrana Corioalantéide (MCA)

Helmintos sao obtidos a partir de hospedeiros naturalmente infectados ou de
infeccbes laboratoriais que usam estagios larvais para infectar hospedeiros
definitivos (FRIED, 1991). Segundo Chappell (1980), o cultivo dos parasitas “in vitro”
pode ser usado para simular condi¢cdes bioldégicas do hospedeiro durante varios
periodos. No entanto, desta forma os parasitas podem decair seu status fisiol6gico
durante longo cultivo. Regides ectdpicas, como embrides de galinha promovem
lugares intermediarios, entre o normal “in vivo” e o ambiente de cultivo “in vitro”, de
acordo com Fried (1991).

Embrides de galinha tém sido usados no estudo da sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento de trematédeos, particularmente, os digenéticos.
Sua utilizacdo visa adquirir informacdes béasicas, através do crescimento e
identificacdo de espécies desconhecidas de parasitas, em que o0 hospedeiro
definitivo ndo é conhecido ou néo esta disponivel (SHIMAZU, 1974), e determinacao

da habilidade das cercéarias em desenvolver-se até sua fase adulta sem passar pelo
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estagio de metacercaria (FRIED; GROMAN, 1985).

Dentre as razbes para o uso de embrides de galinha nas pesquisas
bioldgicas e biomédicas, destacam-se o baixo custo de ovos férteis de galinha, bem
como a facilidade em serem obtidos e também na sua manipulacdo durante os
experimentos. Além disso, 0 maior equipamento necessério € uma incubadora que
permita o controle da temperatura e umidade (FRIED, 1991). Da mesma forma,
problemas com animais experimentais, como espaco fisico, manejo e as restritas
regulamentacdes governamentais sobre seu uso sao evitados, além de reduzir a
chance de contaminacao cruzada.

Trematdédeos digenéticos podem crescer em membrana corioalantéide
(MCA) de embrides de galinha, técnica primeiramente descrita por Fried (1962). Em
1989, Fried prop6s ovocultivo e o desenvolvimento de grande variedade de
trematddeos em ovos férteis de galinha, levando de sete a dez dias para obter-se o
estagio adulto do parasita, de acordo com sua técnica.

O lugar mais utilizado no embrido de galinha é a membrana corioalantoide,
gue consiste no ectoderma coridbnico mais externo, camada do meio de tecido de
conexdo ou mesénquima permeavel com artérias, veias e capilares e a membrana
mais interna de endoderme alantéide (FRIED; STABLEFORD, 1991).

O embrido de galinha desenvolve quatro membranas: saco da gema,
amnion, cérion (serosa) e alantoide. No final do desenvolvimento, as duas Ultimas se
unem para formar a membrana corioalantéide, material de grande interesse aos
helmintélogos, segundo Fried (1991). Esta membrana consiste em trés camadas de
tecido: epitélio alantéico derivado da endoderme alantdica, a camada do meio de
tecido areolar conector, contendo os vasos sanguineos e derivada da fusdo dos
mesodermas alantéico e coribnico, e o epitélio coribnico externo, derivado do
ectoderma do corion. Assim como a MCA, outras regides extraembrionarias podem
substituir varios habitats “in vivo”.

A membrana corioalantéide foi usada como lugar de desenvolvimento
parasitario de sucesso pela primeira vez quando Fried (1962) transplantou
mecanicamente metacercarias excistadas de Philophthalmus hegeneri para a MCA de

embrides de galinha.
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Helmintos crescidos em MCA aproveitam nutrientes deste lugar,
alimentando-se de tecidos, exsudatos celulares, secre¢bes ou sangue, cujas
contribuicdes nutricionais ainda sdo desconhecidas. A composicdo ideal do meio
apropriado ao desenvolvimento e a producéo de ovos, contudo, varia de acordo com
as espécies de hospedeiros e local preferido de infeccdo dentro do trato
gastrointestinal do hospedeiro definitivo (IRWIN, 1997).

Em ovos de galinha fertilizados, ao utilizar-se o embrido, os parasitas tém
uma fonte de alimentacdo sanguinea mais acessivel, ja que podem ingerir e utilizar
0 sangue da rede vascular da MCA (FRIED, 1965; FRIED; HUFFMAN et al., 1984).

Os parasitas em geral necessitam de uma alavanca, um estimulo,
normalmente proporcionado pelo hospedeiro para passar do estagio larval para o
adulto. Na maioria dos estudos de cultivo “in ovo” de helmintos, metacercarias livres
ou excistadas foram colocadas em MCA. Como fatores possivelmente
desencadeadores do desenvolvimento em MCA, destacam-se 0s requerimentos
nutricionais, tensdo de oxigénio, tensao de dioxido de carbono, potencial de oxi-
reducdo, concentracdo do ion hidrogénio, pressdo osmoética e temperatura (FRIED,
1991).

A mudanca na temperatura como fator estimulante pode ser evidenciada
guando larvas, normalmente obtidas de lugares com temperaturas mais baixas,
como peixes ou moluscos de agua doce a 4-15°C, atingem desenvolvimento em
MCA, que, por sua vez ocorre sob temperaturas mais elevadas, normalmente 37-
41°C (FRIED, 1991).

Um total de 23 espécies digenéticas de 14 familias ja foram estudadas em
embrides de galinha, principalmente em MCA. No entanto, dados de algumas fases
dos ciclos de vida dos parasitas frequentemente ficaram faltando. A maioria das
espécies que o cultivo produziu ovigeros adultos em embrides de galinha eram
digenéticos de aves (FRIED; STABLEFORD, 1991).

Kannangara e Smyth (1974) no final de seu estudo comentaram sobre a
impossibilidade de desenvolver um meio universal para o cultivo de trematédeos
digenéticos.

Metacercarias de Fasciola hepatica foram implantadas na MCA de embries de
sete a dez dias, em temperatura de 39°C graus (FRIED; BUTLER, 1979). Apenas
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quatro (menos de 0,5%) de 1.250 metacercérias foram recuperadas de 50 MCA
inoculadas, representando apenas um parasita por MCA (DAVIES; SMYTH, 1978).

2.7.1 Descricéo da Técnica

O primeiro estudo de sucesso descrito por Fried (1962) baseou-se no
procedimento modificado de Woodruff e Goodpasture (1931), utilizando ovos
fertilizados de oito a dez dias, abrindo-se uma janela de 1x1xlcm na superficie
superior das cascas dos ovos. A membrana da casca abaixo da janela era
umedecida com uma gota de solucao salina estéril e removida com um férceps fino.
Usando procedimentos assépticos, os parasitas eram colocados na MCA veiculados
pela minima quantidade de solugéo salina estéril com auxilio de uma pipeta.

As janelas fechadas com fita transparente ou celofane e os ovos colocados
em incubadora umidificada a 38 +-1°C. Os ovos foram usualmente examinados de
um a sete dias depois. A MCA comecava a secar por volta dos dias 17 e 18,
portanto, se 0s parasitas precisassem ser mantidos nela durante longos periodos,
deveriam ser transferidos para a MCA de novos embrides com oito a dez dias de
fecundacao (Fried, 1962). Para o exame dos ovos, as fitas foram removidas das
janelas, e as cascas retiradas com forceps, revelando as superficies das
membranas. A maioria dos parasitas foi geralmente recuperada das areas mais
periféricas da membrana, removidos de sua superficie com uma pipeta, examinados
vivos e, se procedimentos assépticos fossem utilizados, transferidos para uma nova
membrana (FRIED, 1991).

De acordo com Fried e Bradford (1984); Fishbein et al. (1985); Huffman et al.
(1984), fragmentos de MCA com parasitas aderidos podem ser removidos para
exame histopatoldgico “in situ” ou estudos pato-bioquimicos.

Alguns estudos sustentam que as metacercarias devem ser excistadas e
lavadas em vérias trocas de solucéo estéril de Locke, suplementadas com 200Ul de
penicilina mI™ e 200ug de streptomicina ml™ antes da inoculagcéo dos parasitas na
MCA (FRIED, 1991).

A idade de desenvolvimento do embrido é um fator importante para alcancar

o desenvolvimento pds-metacercarial de alguns trematdédeos, considerando que a
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idade da MCA usada para estudos de cultivo € mais critica para alguns trematddeos
do que para outros (FRIED, 1973).

Byong-Seol (1989) optou pela lavagem dos trematddeos em solucéo salina
antisséptica, posteriormente despejados na membrana corioalantéide na menor
quantidade possivel de solugcédo estéril salina (0,1 a 0,3 ml). A janela era entédo
fechada com fita adesiva, e os embrides incubados a 37-38°C com ventilacdo e
umidade controladas. Os ovos eram examinados normalmente apds sete dias. Apos
remover a fita, a casca ao redor da janela era lascada e removida, e 0s parasitas
eram retirados da membrana e submersos em solucdo salina. As amostras
coletadas eram fixadas e coradas, e, em alguns experimentos, transferidos para
novos ovos embrionados para uma segunda inoculacao.

Pekkarinen (1993) costumava lavar as metacercéarias diversas vezes em
solucdo de Ringer, e as inoculava na mesma solucdo, porém em menor volume,
através de um orificio (1-1,5cm de didametro) na MCA exposta em ovos fertilizados,
com 6 a 10 dias de incubacdo. A membrana da casca era removida em alguns ovos
numa area maior (1-2cm de didametro), enquanto noutros, apenas na pequena area
de inoculacdo. Durante seu experimento, Pekkarinen (1993) ndo utilizou antibidtico,
os orificios nos ovos eram fechados com fita “tape”, e sua incubagao continuava a
37-38°C durante dois a seis dias.

Para recuperar os vermes dos ovos, primeiramente o lugar da inoculagéo
era visualizado através do orificio de insercdo, que teria sido alargado, e, por ultimo,
0 embrido era colocado numa placa de petri e minuciosamente examinado. Os
parasitas eram coletados em solucdo de Ringer e examinados ao microscopio
imediatamente ou apos fixacdo em formalina. Em seu estudo, muitos parasitas nao
foram encontrados ou morreram, quando o orificio na membrana da casca era
pequeno (PEKKARINEN, 1993).

2.8 Frequéncia de Parasitismo
Para detectar infeccbes parasitarias com trematdédeos na fase de cercarias,

Krailas et al. (2003) utilizou 0 método de emissdo pelos moluscos ou esmagamento

dos mesmos. Em ambos o0s casos, as cercarias foram coletadas em agua
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desclorada e observadas quanto ao seu comportamento “nadador”. A ocorréncia de

esporocistos e/ou rédias foi examinada em microscoépio durante a dissecacao.



3 Material e Métodos

3.1 Caracteristicas geograficas da regido

O presente estudo foi realizado em uma propriedade rural do Municipio de
Arroio Grande (Fig. 3), Rio Grande do Sul, as margens da Lagoa Mirim, endémico
para Ehrlichiose Monocitica Equina (EME) (COIMBRA et al., 2003; DUTRA et al.,
2001), de acordo com as coordenadas geograficas obtidas através de Sistema de

Posicionamento Global (GPS, marca Garmin nauvi, modelo 255W).

Figura 3 - Propriedade Rural em Arroio Grande.

O local se caracteriza pela criacdo de cavalos crioulos, que, conforme a Fig.
4, muitas vezes pastam em areas alagadas devido a confluéncias de canais de
drenagem de campos e lavouras de arroz com o Arroio Parapd, distante
aproximadamente 5Km da Lagoa Mirim. Naquele ponto, o arroio possui cerca de 50

metros de largura e esta ao nivel da Lagoa Mirim.
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Figura 4 - Equinos pastando em areas alagadicas.

3.2 Procedimento das Coletas de moluscos

As coletas ocorreram nos dias 04/01/2011, 24/01/11 e 25/11/11, sendo a
primeira delas utilizada para a adequacdo do método de manutencao “in vitro” dos
moluscos, e as demais para o estudo do comportamento de moluscos e trematddeos
frente a diferentes graus de salinidade, e inoculacdo de trematédeos em membrana
corioalantéide (MCA) de ovos de galinha embrionados, respectivamente.

Foram capturados moluscos do Género Heleobia através de batidas na
vegetacdo aquatica existente, visando o seu desprendimento das raizes, e logo
apos, sua coleta com o auxilio de baldes e tamis 500 um de malha por polegada, de
acordo com Gomes (2002).

As macrofitas aquéticas flutuantes Eichornea spp. (aguapés), onde comumente
encontravam-se 0os moluscos aderidos, foram lavadas e, conforme submergiam-se
as raizes dentro dos baldes, os animais que se desprendiam foram recolhidos.
Também foram coletados moluscos provenientes do sedimento presente no arroio
da propriedade em estudo, seguindo Coimbra (2005). A agua contida nos baldes foi
peneirada em outro recipiente (Figs. 5a e 5b) e, com o auxilio de uma pinc¢a, 0s
gastrépodes foram capturados e acondicionados em frascos de polipropileno com
tampa contendo agua prépria do local, conforme Fig. 6.
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Figura 5 - Agua sendo peneirada (a) e gastrépodes capturados retidos na peneira

(b).

Figura 6 - Gastropodes acondicionados em frascos.

Na segunda coleta, 20 litros de agua local foram coletados e distribuidos em
quatro galdes de 05 litros cada, os quais foram armazenados em temperatura

ambiente de 25°C, durante os 30 dias de experimento.

3.3 Mensuracao de Parametros Fisico-quimicos da agua

Visando estabelecer maior homogeneidade no estudo, a agua dos pontos de
coleta utilizados (Arroio Grande, Lago Polegar - situado no campus Carreiros da
FURG e Praia do Cassino) teve alguns de seus parametros fisico-quimicos
considerados relevantes ao experimento, e portanto, avaliados. Dentre os quais

estdo as concentragcbes de oxigénio dissolvido na agua e sua temperatura,
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mensurados atraves do oximetro digital HANNA HI - 9146, pH - pHmetro HANNA HI
- 8314, condutividade - condutivimetro HANNA HI - 8733 e salinidade - refratbmetro

Salinometer S-1 Meiji Techno.

3.4 Processamento das Amostras

Apos a remocdo do sedimento residual das amostras, estas passaram por
um processo de limpeza ao chegar ao laboratorio, constituido por sua lavagem em
agua corrente, seguida de triagem, sendo determinado o numero total de
exemplares obtidos em cada coleta, separados conforme a homogeneidade de seus

tamanhos (Figs 7a e 7b).

Figura 7 - Diferencas nos tamanhos dos moluscos capturados (a) e tamanho
proporcional de um gastrépode coletado (b).

Para a identificacdo dos exemplares, foram enviadas amostras de moluscos
inteiros (concha e corpo), fixados em alcool 70°GL em trés lotes com duplicata para
o0 Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo (MZUSP). Entre um envio e
outro houve um intervalo de nove meses, e, posteriormente a sua classificacdo os

lotes foram incorporados ao acervo do MZUSP.
3.5 Fator Salinidade
Para o experimento da tolerancia a salinidade, método adaptado de Lima

(2010), foram coletados 900 gastrépodes no dia 24/01/2011, que, apds serem
separados por tamanho, foram encaminhados ao laboratério de Limnologia da
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Fundacgédo Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Os moluscos foram mantidos em laboratério em dois aquarios, conforme Fig.
8, sob condi¢cbes adequadas a sobrevivéncia, tais como: agua proveniente do local
de coleta (ambiente limnico), substratos e demais organismos oriundos do seu
bi6topo natural, aeracdo permanente promovida por bombas de oxigénio e
temperatura ambiente de 25°C. A alimentacado fornecida aos gastrépodes foi diaria,
baseada em folhas de alface. Uma tampa, feita de tela de tecido, foi colocada sobre

0 aquario, conforme Thiengo et al. (2007).

Figura 8 - Manutencdo dos moluscos nos aquarios com aeracao e alimentacao.

Para atingir os niveis de salinidade desejados, a agua do mar foi diluida com
a agua do local da coleta (Fig. 9), até que a concentracdo desejada fosse obtida,

sendo as medic¢des realizadas por meio de um refratbmetro (Fig. 10).

Figura 9 - Diluicdo da agua do mar com a 4gua do local da coleta.
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Figura 10 - Medi¢Oes de salinidade através do refratbmetro.

Transcorridas 24 horas desde o comec¢o da aclimatagcdo dos moluscos, estes
foram transferidos para placas de petri secas, divididos em 14 individuos por placa,
para, somente entdo receberem as solucdes, na medida de 50mL cada, contendo os
niveis de salinidade: doce, 5%o, 8%o, 10%o, 12%0, 20%0 € 30%0, segundo Fig. 11. O

experimento foi realizado com sete placas em duplicata com duracgéo de 30 dias.

Figura 11 - Moluscos divididos em duplicata nos diferentes niveis de salinidade.

As placas foram monitoradas em sala de incubacdo com temperatura de
25°C e foto-periodo controlado de 12 horas no escuro e 12 horas no claro, conforme
descricdo de Thiengo et al. (2007). Durante o experimento, a agua foi totalmente
renovada diariamente, os individuos mortos foram retirados e seu numero
registrado.
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Avaliou-se a sobrevivéncia das Heleobias e emissdo de cercéarias nas
diversas salinidades medidas em dias, bem como a quantidade total de

metacercarias encistadas.

3.6 Cultivo de Trematédeos em Membrana Corioalantéide (MCA)

Para o experimento da inoculacdo de metacercarias em ovos embrionados,
500 moluscos foram obtidos na coleta do dia 25/11/11, e levados ao Laboratorio de
Doencas Infecciosas da Faculdade de Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

Separados em grupos de 10 individuos por cada placa de petri de 14 cm de
diametro, foram submetidos & temperatura ambiente de 25°C e alimentacdo baseada
em folhas de alface. A limpeza das placas era feita duas vezes por semana, e
diariamente, conforme protocolo descrito por Thiengo et al. (2007) adicionava-se
agua as placas, oriunda do lago Polegar, cujas caracteristicas foram previamente
determinadas.

Para a execucdo do experimento, foi adquirido um total de 48 ovos de
galinha embrionados, oriundos da zona rural do municipio de Rio Grande e também
do Conjunto Agrotécnico Visconde da Graca (Cavg) no municipio de Pelotas. Os
ovos foram levados ao Laboratério de Virologia da UFPel, onde foram colocados em
Chocadeira modelo STD da marca Brood, com capacidade para até 120 ovos com
temperatura e umidade controladas (37°C e 60%, respectivamente) e examinados
através de ovoscopia no terceiro dia apés o inicio da incubacéo.

Durante inspecdo ao ovoscoOpio, 17 ovos foram descartados por néo
apresentarem embrido aparente, e o restante teve a camara de ar delimitada com o
auxilio de um lapis. Um sinal esférico foi feito no lado oposto onde se encontrava o
embrido, visando ndo atingi-lo no momento da inoculacdo, conforme metodologia
descrita por Mayr e Guerreiro (1981).

Os ovos foram mantidos na mesma posi¢cdo, com a camara de ar voltada
para cima até o dia sete. O experimento foi executado em camara de fluxo laminar, e
todo o material utilizado previamente exposto a luz ultra-violeta (UV). Ao quarto dia

pés incubacdo, os moluscos foram trocados para placas de petri estéreis,
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objetivando otimizar a viabilidade das metacercarias encontradas, que seriam
recentemente encistadas, aumentando com isso sua eficacia. Ao sétimo dia, as
placas de petri contendo os moluscos foram transportadas até o laboratério de
Virologia, onde foi executado o procedimento de inoculacéo.

As metacercéarias foram descoladas das paredes das placas de petri com
auxilio de agulhas de insulina, e depois retiradas com micropipetador 20-200ul para
serem “lavadas”, por duas vezes em placas contendo solugcdo salina tamponada

(“phosphate buffered saline” - PBS), conforme Fig. 12.

Figura 12 — Transferéncia das metacercarias para placas contendo solucao salina
tamponada.

Apl6s serem novamente examinados ao ovoscopio, e confirmada a
viabilidade dos embrifes, os ovos positivos foram expostos a UV para a desinfeccéo
da casca, e, um a um retirados para submeterem-se ao deslocamento da camara de
ar, abrindo-se dois orificios: o primeiro na camara de ar propriamente dita, € 0
segundo na parte agora superior, no mesmo lado anteriormente assinalado, oposto

ao embrido (Fig. 13).
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S ,
Figura 13 - Abertura de orificio em camara de fluxo laminar.

A técnica orienta manter o ovo em posicao horizontal, a succionar o orificio
onde originalmente encontra-se a camara de ar, até sentir seu deslocamento para o
local do segundo orificio, ha parte agora superior do ovo, evento confirmado pelo
ovoscopio. Seguindo este procedimento, foi selado o primeiro orificio com cola
especial para isopor, que possui rapida secagem quando exposta ao calor, e,
imediatamente ap0s a segunda lavagem das metacercarias, cinco delas foram
capturadas com uma seringa de insulina e inoculadas na membrana corioalantéide -
MCA - de forma superficial através do segundo orificio do ovo.

O deslocamento correto da camara de ar confirmava-se novamente no
momento em que, apos injetadas as metacercarias, ndo havia qualquer tipo de
refluxo de liquido. Os orificios eram entdo igualmente vedados com a cola de isopor
e prontamente levados novamente a incubadora, onde eram mantidos em sentido
horizontal, sem a “viragem” dos mesmos, evitando-se com isso que a camara de ar
voltasse a sua posi¢ao original.

A viabilidade dos embrides po6s-infeccao foi observada diariamente, durante
sete dias, por meio da ovoscopia. Aqueles que morreram dentro das primeiras 72
horas ap0s a infeccdo foram descartados.

No sétimo dia pos-inoculagéo, os ovos foram abertos em fluxo laminar (Fig.
14), e os embrides e seus anexos retirados das cascas para que fosse feita a
inspecdo em busca da presenca de formas desenvolvidas de parasitas na
membrana corioalantéide por exame direto a olho nu (Fig. 15), com auxilio de
microscoépio e lupa (Fig. 16). Depois de completa observacdo, os embribes e seus

anexos foram armazenados em formol a 10% para analise.
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Figura 14 - Abertura dos ovos em fluxo laminar.

Figura 15 - Inspe¢édo da membrana corioalantéide a olho nu.

Figura 16 - Inspecdo da membrana corioalantéide com auxilio de lupa.
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3.7 Pesquisade Vetores

3.7.1 Reproducéo dos Moluscos

Os moluscos utilizados durante ambos experimentos foram diariamente
observados a lupa em aumento de 8X quanto a sua atividade reprodutiva.

A localizacdo dos ovos depositados era diariamente assinalada na parte
externa das placas de petri e 0s mesmos eram mantidos junto com os demais até o

final dos experimentos.

3.7.2 Trematdédeos

Da agua onde os trematddeos eram mantidos, as cercarias e metacercarias
encontradas, incluindo fase de encistamento, foram isoladas e analisadas a
microscopia num aumento de 20x, e tiveram suas estruturas parcialmente

identificadas por meio de fotomicrografia.

3.8 Frequéncia de Parasitismo

Objetivando a determinacdo da taxa percentual de parasitismo, ao final dos
experimentos os moluscos foram dissecados através do método de esmagamento
entre duas laminas de vidro, de acordo com Thiengo et al. (2007). Colocados em
placas de petri, foram levemente pressionados contra a placa com o auxilio de uma
lamina de vidro para que a concha se gquebrasse, sem que fossem destruidos 0s

tecidos moles (Fig. 17).
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Figura 17 - Esmagamento dos moluscos entre laminas de vidro.

Os fragmentos de concha foram retirados com uma pinca e as visceras
examinadas em aumento de 8x sob a luz de lupa, para que fossem evidenciados

esporocistos ou rédias albergados nos hospedeiros (Fig.18).

Figura 18 - Dissecagao dos moluscos.



4 Resultados

4.1 Procedimento das Coletas de moluscos

As maiores quantidades de Heleobia piscium, moluscos infestados por formas
imaturas de trematddeos, na primeira e segunda coleta foram encontradas aderidas
as raizes dos aguapés. Entretanto, na terceira captura a maioria dos organismos
pesquisados encontrava-se no material sedimentado, que foi removido e

cuidadosamente analisado quanto a presenca de gastrépodes.

4.2 Mensuracado de Parametros Fisico-quimicos da adgua

Os valores mensurados das variaveis fisico-quimicas referentes as amostras
de &guas da propriedade rural utilizada, praia do Cassino e Lago Polegar (FURG),
estdo contidos na tabela 2, assim como suas respectivas coordenadas geograficas.

A salinidade da agua manteve-se em valores proximos a zero em todos o0s
locais coletados, exceto na praia do Cassino, onde apresentou 30%o., condizendo
com a expectativa do estudo. Os valores de pH na Propriedade em Arroio Grande
variaram entre 6,7 e 7,74, chegando a 7,87 na Praia do Cassino e 8,6 no Lago
Polegar. Os teores de oxigénio dissolvido foram maiores em janeiro (12,64mg/L),
alcancando 6,6mg/L em novembro do mesmo ano. A condutividade da agua variou
entre 10,6 e 12,1-uS.cm™ na propriedade em Arroio Grande, e, na Praia do Cassino
apresentou 48,5-uS.cm™. A temperatura da agua apresentou-se mais baixa em

novembro (23,3°C) e mais elevada em janeiro (28,2°C).
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Tabela 2. Varidveis fisico-quimicas das amostras de agua coletadas nos pontos do
estudo na Praia do Cassino, Lago Polegar e Arroio Grande, no ano de 2011.

Data 04/01/2011 04/01/2011 04/01/2011 24/01/2011 25/11/2011
Praia Lago Arroio Arroio Arroio
Pontos de Coleta .
do Cassino Polegar Grande 1 Grande 2 Grande 3
Salinidade (%o) 30 Pz* pz** pz** pPzZ**
pH 7,87 8,6 6,7 7,57 7.74
Oxigénio Dissolvido
NM* 13,3 NM* 12,64 6,6
(mgiL)
Condutividade
1 48,5 10 10,6 12,1 11,6
(-uS.cm™)
Temperatura
3 o NM* 25 NM* 28,2 23,3
da agua ("C)
Coordenadas S$32°11°.477  S32°04°.67" $32°93' 33” $32°93 33" $32°93' 33”
Geograficas w52%09'.94” W 52°10.14" W 52°46'83" W 52°46'83" W 52°46' 83"

*NM — NAO MENSURADO *+PZ — PROXIMA A ZERO

4.3 Processamento das Amostras

Os exemplares de Hidrobideos (Fig. 19) coletados em 24/01/11 e 25/11/11,
utilizados durante o estudo foram classificados em duas diferentes oportunidades,
distantes nove meses uma da outra, conforme descrito na Tabela 3, pelo PhD Luiz
Ricardo L. Simone’, de acordo com seu livro “Land and Freshwater Molluscs of

Brazil”.

Figura 19 — Exemplar de Heleobia piscium.
FONTE: SIMONE, 2006, p. 91.

! p6s-doutorado pelo Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo (2002) e no Field Museum of
Natural History em Chicago, USA (2004), professor titular da Universidade de S&o Paulo, Museu de
Zoologia
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Tabela 3. Caracterizacdo dos exemplares de Hidrobideos coletados em Arroio

Grande.

Data de envio LOTE ESPECIE TOMBO
24/02/11 1 Heleobia piscium MZSP 102729
24/02/11 2 Heleobia piscium MZSP 102730
24/02/11 3 Heleobia piscium MZSP 102732
25/11/11 le3 Heleobia piscium MZSP 102728
25/11/11 2 Heleobia sp. MZSP 102722
25/11/11 2 Heleobia piscium MZSP 102727

bY

Os exemplares enviados foram classificados como sendo pertencentes a
espécie Heleobia piscium, por sua vez pertencentes ao Filo Mollusca, Classe
Gastropoda, Subclasse Prosobranchia e Familia Hydrobiidae.

Como principais caracteristicas morfologicas, os gastrépodes apresentavam
em média 0,5cm de comprimento, conchas em espiral, de coloracdo amarelo

castanho (marrom).

4.4 Fator Salinidade

Ao segundo dia de experimento, foram detectadas as mortes de um molusco
no controle de agua doce, e outro na diluicdo de 8%., sendo que, ao final do
experimento, a média da mortalidade dos gastropodes correspondeu a 5% em agua
doce, 7,15% em 5%o, 10,72% em 8%o, 14,29% em 10%o, 21,43% em 12%o, 75% em
20%0, € 100% em 30%.. Na concentragdo de 30%. as mortes dos gastropodes
ocorreram no primeiro dia de experimento, enquanto na concentragao de 20%o
registrou-se mortalidade significativa até o sétimo dia. Os demais niveis de
salinidade parecem ndo ter influenciado a sobrevivéncia dos moluscos.

Foi constatado que, do controle doce até 10%0. os caracdis mantiveram sua
homeostasia, e que, nas concentragcées de 12%. houve um desconforto aparente,
com 20%o0 observou-se morte quase imediata. O aumento de mortes de moluscos foi
diretamente proporcional ao aumento na salinidade da agua, e a maior taxa de

emissao de cercarias ocorreu nas proporgoes de 8%o a 12%eo.
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Cercarias foram emitidas continuamente até a concentragcdo de 12%o,
enquanto que, em 20%o0 alguns exemplares sobreviveram, porém nao apresentaram
emissao significativa de trematodeos.

A partir do décimo dia de experimento os gastropodes das placas com
salinidade entre 5%o0 € 12%o iniciaram a oviposi¢ao, que terminou seu ciclo 20 dias

apos, quando ocorreu a eclosao dos ovos.

4.5 Cultivo de Trematédeos em Membrana Corioalantéide (MCA)

Ao todo, foram inoculados 18 ovos, dentre os quais, no decorrer dos sete
dias posteriores & inoculacéo, oito tiveram contaminacdo. Os demais, no 14° dia
apos incubacéo, ou seja, sétimo dia pés-inoculacdo foram inspecionados novamente
antes de serem abertos.

Verificou-se, por meio da ovoscopia diaria, que alguns embrides nao
resistiram a inoculacdo com as metacercarias no decorrer dos sete dias apos o
procedimento. Aqueles embribes que sobreviveram apés este periodo,
correspondendo a 15 dias de vida, foram abertos e neles verificou-se a auséncia dos
trematddeos na MCA.

O interior dos ovos foi inspecionado primeiramente a olho nu através da
janela aberta, e, depois a lupa. Quebrou-se cuidadosamente a casca dos ovos para
gue os embrides fossem retirados com uma pin¢a e desprezados, e também visando
a integridade da membrana para que pudesse ser analisada em placas estéreis a
lupa. Estruturas semelhantes a metacercarias aderidas a um liquido espesso e
acinzentado, sugerindo ser o veiculo usado na implantacdo foram encontradas

guando as membranas, fixadas em formol 10% foram observadas a lupa.

4.6 Pesquisa de Vetores

4.6.1 Reproducéao dos Moluscos

Durante o experimento da salinidade, apos 10 dias desde seu inicio, os

moluscos iniciaram a depositar ovos nas conchas dos demais, e também no fundo
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ou paredes das placas de petri (Fig. 20).

P

A -

Figura 20 — Desenvolvimento de embrido de Heleobia piscium, estagio de formacéo de
blastula.

Apos a coleta de 25/11/11, foi observado durante a triagem dos moluscos,
gue muitos possuiam ovos aderidos a superficie de suas conchas (Fig. 21). A

oviposicao dos gastrépodes continuou até o final do estudo.

Figura 21 - Adeséo de ovos de Heleobia piscium sob as conchas dos demais individuos
pertencentes a mesma coleta em Arroio Grande.

4.6.2 Trematédeos

Entre as placas observadas, apenas uma das pertencentes ao experimento
da salinidade apresentou diariamente cercarias com cauda bifurcada - furca curta,

Travassos (1950) - de aspecto incolor (Fig. 22). Quanto a sua movimentacao,

permaneciam na superficie da agua da placa, com a cauda voltada para baixo, e,



55

com movimentos em espiral, deslocavam-se até o fundo de forma longitudinal,
quando aderiam-se a placa através de sua ventosa oral, movendo a cauda
vigorosamente, dificultando sua captura. O encistamento destas cercéarias nao foi

observado ao decorrer do estudo.

L

Figura 22 - Cercéria apresentando cauda bifurcada.

Durante o experimento do cultivo de trematédeos em MCA, foram
observadas numa da placas, como apresentado na Fig. 23, véarias colbnias de
cercérias radiadas, que se movimentavam juntas, unidas pela cauda. N&ao foi

observado o encistamento deste tipo de cercaria.

Figura 23- Formacdao de cercérias unidas pelas caudas (formato radiado).

Dois tipos de cercarias foram rotineiramente observados nadando nas
placas de petri, conforme Fig. 24. Um dos tipos apresentava-se fortemente
pigmentado e com movimentos vigorosos de distenséo e contracdo, fazendo com
gue seu corpo variasse o formato, de arredondado a oval-alongado. A outra forma

frequentemente encontrada nas placas era incolor, mesmo padrdo de movimento,
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apenas de tamanho menor que a anteriormente citada, e apresentando-se

habitualmente em maior quantidade.

Figura 24- Cercérias encontradas rotineiramente nas placas de petri.

A identificacdo de suas estruturas foi feita de forma parcial, destacando-se o
corpo pigmentado, representando 445,5um de comprimento por 248,2um de largura
em média, cauda longa nao bifurcada e maior que o corpo, ventosas oral e ventral

bem desenvolvidas, duas ou trés manchas ocelares fortemente pigmentadas, e sem

estilete aparente (Figs. 25a e 25b).

Figura 25- Cercéria pigmentada (a e b) e manchas ocelares aparentes (b), emitidas
por Heleobia piscium.

A maioria das cercérias encistava no fundo e, principalmente nas paredes
laterais das placas de petri, comumente na borda da agua, dificultando assim sua
posterior retirada. Na fase de encistamento, percebeu-se a fixacdo das cercarias a
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placa de petri através de uma ventosa situada na parte ventral de seu corpo.
Durante este periodo, a cercaria promovia movimentos de contracdo e distensdo do
corpo, agitando a cauda vigorosamente, até que esta se desprendesse e
continuasse, mesmo solta, por alguns instantes ainda produzindo movimentos

involuntérios (Fig. 26).

Figura 26- Cercéria em fase de encistamento, encontrada em placa de petri.

As metacercarias apresentavam-se envolvidas por uma parede constituida
por duas camadas: uma mais externa e outra interna, sendo que a ultima envolvia a
metacercéaria propriamente dita. Ocelos foram observados, assim como corpo com
aspecto granular de coloracdo marrom escuro. Mesmo apos algumas horas desde
seu encistamento, ainda mantinham o movimento no interior do cisto (Figs. 27a e
27b).

Figura 27- Estruturas das metacercarias: camadas (a e b) e ocelos aparentes (b).
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Metacercéarias foram observadas a lupa em aumento de 8x e ao microscopio
em 10 e 20x. Através de fotografia foi registrada sua imagem com o Microscopio
Olympus CX41 apoiada pelo programa “Motic Images Plus” (Fig. 28), e suas
dimensdes mensuradas, revelando as proporcdes de medida de membrana externa

(392,5um) e medida de membrana interna (219,6um).

Figura 28. Medicdo das camadas da metacercaria

4.7 Frequéncia de Parasitismo

A partir do esmagamento das conchas dos caramujos foram obtidas
cercérias livres em varios estagios de desenvolvimento: rédias de coloragéo clara,
em diferentes fases foram observadas, tornando possivel visualizar internamente a
presenca de estruturas germinativas. Rédias maiores apresentaram junto a regido
anterior, a presenca de cercarias em formacdo sem pigmentacdo escura, podendo
ser observado o corpo e curta cauda.

Foram dissecados 962 caramujos da espécie Heleobia piscium, objetivando a
avaliacao da frequéncia de parasitismo, obtendo-se destes, 60 individuos infectados,
representando uma frequéncia de 6,24% de trematodeos em fase de cercaria.



5 Discusséao

5.1 Procedimento das Coletas de Moluscos

As plantas aquéticas habitualmente encontradas no Arroio Parapé tiveram
seu desenvolvimento prejudicado devido a forte estiagem registrada no Rio Grande
do Sul durante o ano de 2011 (Figs. 29a, 29b e 29c), quando o municipio de Arroio
Grande teve situacdo de emergéncia reconhecida em 16 de margco do mesmo ano
(SECRETARIA NACIONAL DE DEFESA CIVIL).

Portanto, a ultima coleta caracterizou-se principalmente pela dificuldade em
sua execucao (Fig. 29d), uma vez que, conforme Thiengo et al. (2007) as colecdes
hidricas aparentemente secas, cobertas por camadas de barro (crostas), tornaram

mais lenta a coleta, ja que as amostras encontravam-se enterradas no sedimento.

Figura 29- Local da coleta com desenvolvimento prejudicado dos aguapés em trés
periodos: primeira coleta (a); segunda coleta (b); terceira coleta (c). Dificuldade na
obtencao das amostras (d).
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Dutra (1988) revelou em seus resultados ter encontrado um numero
reduzido de jovens possivelmente devido a ndo visualizagdo dos mesmos durante a
coleta, portanto, o sistema de coleta de substrato utilizado em nosso estudo,
peneirando-o no local da coleta e também em laboratério facilitou a captura de
individuos de diversos tamanhos.

O transporte das amostras foi realizado com sucesso mediante a submersao
dos moluscos em agua, contrariando a técnica de Thiengo et al. (2007), que nao
utilizava agua para o transporte, uma vez que afirmava que algumas espécies nao

sobreviviam submersos a agua.

5.2 Mensuracao de Parametros Fisico-quimicos da agua

De acordo com os resultados obtidos durante a analise das aguas utilizadas
no estudo, o Arroio Parapd, ponto de onde foram obtidos os caracdis H. piscium teve
pH varidvel ao redor da neutralidade, destacando-se os variaveis indices de
oxigenacdo. Macrofitas aquaticas flutuantes (Fig. 30), segundo Roquete Pinto et al.
(1987) séo responséaveis pela transferéncia de oxigénio do ar para o corpo hidrico
através de sua parte aérea, oxigenando dessa forma a massa de agua. Por este
motivo, justifica-se o baixo teor de oxigénio dissolvido observado numa das coletas
(novembro de 2011), uma vez que nesta ocasido 0S aguapés encontravam-se

praticamente ausentes devido a estiagem ocorrida na regido durante o ano.

Figura 30 - Macréfitas aquaticas flutuantes Eichornea spp (aguapés).
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Quando comparadas as propriedades fisico-quimicas das aguas, de acordo
com padrdes estabelecidos por Thiengo et al. (2007), percebe-se que as amostras
analisadas durante o estudo estiveram, em geral dentro dos niveis de tolerancia
minima e maxima habitadas pela espécie Biomphalaria glabrata [Condutividade
(umho/cm): 117 a 2000+; Saturacdo de Oxigénio (%): O a 86,4; Temperatura (°C): 18
adlepH:56a91].

5.3 Processamento das Amostras

Coimbra (2003) testou durante o desenvolvimento de seu trabalho amostras
de diferentes espécies de caramujos de agua doce encontrados em regides
endémicas a EME. De acordo com seus resultados, os moluscos encontrados em
abundéancia na regido eram considerados potenciais vetores para EME, classificados
COMO Heleobia piscium, Heleobia parchappei € Heleobia davisi, condizendo com a
identificacdo dos exemplares feita durante o presente estudo, que caracterizou os

gastropodes como Heleobia piscium.

5.4 Fator Salinidade

Discordando de Lima (2010), que utilizou agua destilada na diluicdo de agua
salgada em seu experimento, durante o presente estudo, a diluicdo da agua marinha
foi feita com agua doce, proveniente do local da coleta, até que a concentracdo
desejada fosse obtida. As mortes ocorridas no segundo dia de experimento,
aparentemente foram ocasionadas por fatores independentes ao estudo.

Wu & Woo (1983) sustentam que os limites letais de salinidade podem ser
subestimados quando determinados através de testes agudos, ja que, embora as
variacbes de salinidade possam ser rapidas na natureza, elas nunca sé&o
instantdneas como em um teste de agudo simulado “in vitro”. Sabe-se que a
salinidade pode cair de 35 para 0% em apenas 24 horas no estuario da Lagoa dos
Patos (CASTELLO; MOLLER, 1978), intervalo este que, apesar de pequeno, pode

permitir uma sobrevivéncia mais elevada do que quando a transferéncia é imediata.



62

A continua ovoposicao dos gastropodes nas placas com salinidade entre 5%o
e 12%o. a partir do décimo dia de experimento evidenciou a adaptabilidade dos
moluscos aos diferentes niveis salinos.

Os resultados obtidos até o momento indicam que espécies de Heleobia,
comumente encontradas em ambientes dulceaquicolas, podem ser consideradas
hospedeiras intermediarias dos trematddeos portadores de Neorickettsia risticii, agente
causador da EME em cavalos, também em ambientes costeiros que apresentem

salinidade variavel até 12%eo.

5.5 Cultivo de trematdédeos em Membrana Corioalantdide (MCA)

A capacidade de infectividade das metacercarias depende de seu tempo de
armazenamento, sendo menor quando as metacercéarias sdo mais velhas (VALERO;
MAS-COMA, 2000; VALERO et al., 2001). Por essa razao, durante o experimento 0s
moluscos foram trocados para placas novas dois dias antes da inoculacdo dos
trematdédeos em MCA, garantindo dessa maneira, 0 pouco tempo de encistamento
das metacercarias contidas nas placas, aumentando as chances de sua viabilidade.

Os ovos nédo foram rotacionados durante algum tempo antecedente ao
experimento, garantindo que o corioalantdide ficasse abaixo da parte mais alta da
superficie do ovo conforme proposto por Irwin (1988).

Foram utilizadas lampadas ultravioletas durante o0s procedimentos
laboratoriais, considerada uma alternativa para evitar-se a contaminacdo das
amostras, uma vez que, de acordo com Kornfeld et al. (2001), possuem acao
germicida. O embrido, por sua vez, protegido pela casca e membranas, promove um
ambiente naturalmente estéril, adequado ao experimento. Se a esterilidade for
inadequada devido a auséncia de assepsia durante a manipulacdo com o embrido,
0s resultados serdo comprometidos devido a contaminagéo do ovo (FRIED, 1991).

Dentre os possiveis fatores responsaveis pelos resultados ndo satisfatorios
durante a execucao da técnica escolhida, cita-se o deslocamento das metacercéarias
junto com a solucdo inoculada em direcdo a membrana da casca, devido aos
movimentos do embrido, inviabilizando sua recuperagdo, conforme Pekkarinen

(1993) constatou em seus estudos. Outra razdo poderia ser a temperatura de
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incubacdo dos ovos apos sua inoculacdo, que, durante o presente experimento foi
de 37°C, corroborando com a literatura de Fried (1962), contrariando Irwin (1988),
que utilizava 41°C.

Estudos com cistos de Ribeiroia ondatrae foram realizados com a excistacao
mecanica, na qual as larvas foram liberadas com o amparo de agulhas. No entanto,
pode resultar em danos a larva durante o procedimento, se este nao for
adequadamente executado. De acordo com revisdo feita por Fried (1994), a
habilidade de obter metacercarias quimicamente excistadas pode preceder novos
estudos e descobertas sobre a fisiologia, bioquimica e imunologia dos trematédeos
digenéticos.

5.6 Pesquisade Vetores

5.6.1 Moluscos

Durante a adequacdo do método de manutencdo dos moluscos “in vitro”,
foram detectadas por algumas vezes fugas de exemplares das placas de petri.
Portanto, no experimento do “Fator Salinidade”, uma tampa feita de tela foi colocada
sobre o aquério, corroborando com Thiengo et al. (2007), que indica seu uso, uma
vez que permite melhor aeragéo, evitando fuga e exposi¢cao aos insetos.

No decorrer do estudo-piloto, através de medicdes diarias de salinidade nas
placas de petri, foi observada a necessidade da troca total de agua diariamente nas
devidas concentracfes salinas, ja que as diluicdes sofriam alteracdes de um dia
para o outro devido a evaporagcdo da agua, que tornava o meio ainda mais salino,
diminuindo a confiabilidade dos resultados.

A limpeza das placas era feita duas vezes por semana, € a agua
acrescentada diariamente. Thiengo et al. (2007) afirmam que a substituicdo da agua
depende das condi¢bes de criagdo, influenciada pela mortalidade dos moluscos,
excesso de excrementos na agua, auséncia de substrato, presenca excessiva de
alimento ou alta turbidez.

De acordo com Leahy (1984), o estudo da biologia (destacando-se o

crescimento e a reproducdo) e comportamento de moluscos em laboratério séo
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importantes para o desenvolvimento de suas técnicas de criagdo e manejo, com

aplicacao em trabalhos experimentais com parasitos.

5.6.1.1 Reproducédo dos moluscos

A auséncia de oviposicao dos gastropodes frente a infestacdo parasitaria €
apontada por Thiengo et al. (2007). Porém, apesar de parasitados, a desova foi
detectada durante ambos experimentos, preferencialmente sobre as conchas de
outros espécimes vivos ou mesmo nas paredes das placas de petri ou moluscos
mortos (THIENGO et al. 2007).

A presenca de capsulas de ovos aderidas as conchas de alguns moluscos,
comportamento tipico de Hidrobideos, segundo Neves; Valentin e Figueiredo (2010)

e foi utilizada como evidéncia indireta da atividade reprodutiva.

5.6.2 Trematddeos

De acordo com Travassos (1950), as principais familias de cercérias de
cauda bifurcada sao strigeidae Rallliet, 1919 e Schistosomatidae Looss, 1899. Desde a
descricdo das dicranocercérias (cercéarias de cauda bifurcada ou furcocercérias) feita
por Lutz (1934), ressalta-se a importancia médico-veterinaria desses tipos de larvas,
uma vez que a cercaria de Schistosoma mansoni, segundo Thiengo et al (2007) trata-se
da forma infectante para hospedeiros vertebrados, principalmente o homem da
Esquistossomose. A morfologia das cercérias com caudas bifidas encontradas
durante o estudo é compativel com a descrita por Thiengo et al (2007), com as
seguintes caracteristicas: tamanho aproximado de 500um composto de corpo
ovalado, cauda cilindrica e alongada bifurcando-se na extremidade final. Também
apresenta duas ventosas (oral e ventral ou acetabulo), glandulas de adeséo e
penetracdo e aparelho excretor.

As colbnias de cercérias radiadas, que permaneciam constantemente unidas
pela cauda, formando uma estrutura semelhante a uma roseta, encontradas numa
das placas do experimento de Inoculacdo de trematédeos em MCA, segundo

classificacdo morfolégica encontrada na literatura de Travassos (1950), tratavam-se
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de Zygocercarias (AMATO?, comunicacéo pessoal, 2011).

Claus (1880) utilizou o termo “Rattenkdnig”, literalmente traduzido como “Rei
dos ratos” ao referir-se a uma nova cercaria que ficava ligada as outras por meio de
sua extremidade da cauda. Foi primeiramente observado por ele este tipo de
comportamento em cercarias marinhas, coletadas perto de Napolis, Italia.
Posteriormente este digenético foi nomeado como Cercaria clausii, por Monticelli
(1888), quando ocorreu a primeira descricdo de uma Zygocercous cercaria. De acordo
com Becker & Kemper (1964), um dos significados para a palavra “Rattenkonig”
refere-se ao comportamento peculiar dos ratos pretos “Rattus rattus”, que, quando os
ratos jovens ainda estdo no ninho, ou mesmo quando Varios individuos descansam
juntos, suas caudas acidentalmente formam um nd, similar a uma roseta. Portanto,
0S mesmos autores, em 1994 afirmaram que as Zygocercarias tem o habito de unir-
se em centenas através de suas caudas, formando elegantes sociedades que
nadam como se fossem o mesmo individuo. O comportamento de agregar-se € tao
raro quanto o toque entre cercéarias, comportamento conhecido apenas em 11 tipos
de cercarias.

A Unica zygocercaria de &gua doce ja descrita trata-se, portanto, da
gorgonocephala, de acordo com Ward (1916), que descreveu essa espécie através de
uma unica colénia encontrada no lago Eric, préximo a Put-in-Bay, Ohio. Dronen
(1973) demonstrou que peixes ciprinideos poderiam servir como segundo
hospedeiro intermediario através da ingestao de agregacfes de cercarias.

Corroborando com Saad (1994), as cercarias parapleurolophocercous foram
encontradas, em sua maioria, nadando no fundo das placas de petri. Emergiam de
moluscos infectados durante a noite e o dia, mas, 0 mais comum era durante a
manha. Apresentavam sensibilidade a luz, e ndo se mostravam boas nadadoras,
passando por frequentes fases de descanso, quando seus corpos ficavam curvados,
atingindo a caracteristica de forma de pipa, concordando com o estudo de Coimbra
(2003), que teve suas cercarias da mesma forma identificadas. Os movimentos de
mergulho eram observados, e na auséncia do segundo hospedeiro intermediario, as
cercarias viviam entre 36-48 horas.

Concordando com Veitenheimer-Mendes (1989), cercéarias imaturas vivas
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foram encontradas em varios graus de desenvolvimento, e a cor escura de algumas
dificultou a perfeita visualizacdo das estruturas internas. Observou-se que, quanto
mais imaturas, menor a quantidade de pigmentacdo, caracteristica das cercarias
maduras, juntamente com a presenca de ocelos. O corpo das cercarias maduras
apresentava-se, portanto de cor marrom escura em virtude da pigmentacéo e do

grande numero de células cistogénicas.

5.7 Frequéncia de Parasitismo

A presenca de trematodeos (fases de rédias, cercérias e metacercarias) nos
moluscos dissecados durante o estudo foi verificada com frequéncia média de
6,24%, superando os resultados de 4% de parasitismo em Heleobia spp. registrado por
Gongalves et al., (2009) e também por Gongalves et al., (2010), que registrou a
presenca dos trematdodeos em 1,2% dos caracdis analisados. Os gastropodes
utilizados eram provenientes do mesmo local de coleta. Uma frequéncia de 3,5% de
positividade de caramujos do género Juga para o0 DNA da N. risticii foi averiguada por
Barlough et al., (1998).

O resultado indica que houve um aumento na frequéncia de emissdo de
trematédeos por Heleobia spp. em &rea considerada endémica a Ehrlichiose
Monocitica Equina, em propriedade rural de Arroio Grande, as margens da Lagoa
Mirim, cujas caracteristicas geograficas sdo compativeis aquelas necessarias ao

desenvolvimento da EME.
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O presente estudo permite afirmar que:

e  Moluscos da espécie Heleobia piscium SA0 encontrados na
regido de Arroio Grande, em éarea endémica a Ehrlichiose

Monocitica Equina;

e Quando analisados através da dissecacdo quanto a
infestacdo parasitaria, 6,24% dos gastropodes mostrou-se

portador de trematddeos;

e Quando submetidos a variacdo controlada de salinidade,
0s moluscos emitiram cercérias até a concentragao de 12%o de
NacCl.

e A reproducdo dos moluscos ocorreu durante o
experimento da salinidade, entre 5% e 12%., apontando
parcialmente a adaptabilidade da espécie a ambientes

estuarinos;

e Devido a alta especificidade da técnica da inoculacdo em
membrana corioalantéide em ovos de galinha embrionados, o
parasita estudado, que ainda n&o possui descricdo de sua
forma adulta, apenas ir4 se desenvolver em meios especificos
a sua espécie. O tempo e temperatura de incubacdo dos
trematddeos em membrana corioalantdide, possivelmente nao

foram adequados ao trematddeo analisado.
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Portanto, o estudo da influéncia da salinidade sobre H. piscium deve ser
aprofundado, buscando avaliar seus efeitos sobre o crescimento dessa espécie, de
modo a determinar o potencial do seu cultivo em ambientes de salinidade variavel.
Com uma maior quantidade de repeticbes, assim como o teste de outras técnicas,
provavelmente serd possivel obter-se a forma adulta do trematdédeo, quando
inoculado em membrana corioalantdide de ovos de galinha. Esta pesquisa serviu
para estimular o0 desenvolvimento de procedimentos que abordem,
simultaneamente, o estudo do parasito e seu hospedeiro (experimental ou natural)

tanto em sistemas “in vitro” quanto “in vivo”.
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