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RESUMO

O presente trabalhc teve por objetivo avaliar a ocorréneia de xifidiocercérias na regido
de Campinas e em duas localidades no Vale do Ribeira, Estado de S3c Paulo e estudar o
parasitismo das mesmas sobre larvas de mosquitos da familia Culicidae em condicBes
experimentais.

Realizaram-se coletas de moluscos em corpos de agua doce na regiio de Campinas e
nos municipios de Registro ¢ Miracatu no Vale do Ribeira, Estado de S3o Paulo, no periedo de
setembro de 1996 a fevereiro de 1999. Foram coletadas as espécies Lymnaea columella, Physa
marmorata, Biomphalaria tenagophila, Drepanotrema cimex e D. lucidum. Também foram
coletados exemplares de Biomphalaria ¢ Drepanotrema os quais ndo foram dissecados para a
confirmago da espécie, podendo pertencer 4 uma das espécies acima identificadas,

Apos a exposigdo dos moluscos 2 luz incandescente de 60 W encontrou-se exemplares
de limneideos provenientes de Miracatu, SP, apresentando uma variagdo de 0,2 a2 1,0% de
parasitismo por cercérias de Fasciola hepatica, 0,4 a 8,3% de parasitismo por xifidiocercérias
(Haematoloechidae) e 3,3% de parasitismo por cercarias de equinostomatideo, além de
moluscos planorbideos parasitados por furcocercarias (prevaléncia de 1,5%), cercarias de
equinostomatideo com 14,1% de prevaléncia e 1,5 a 15,6% de parasitismo por xifidiocercarias.
As xifidiocercarias encontradas em planorbideos eram diferentes das obtidas de limneideos. Em
Louveira, 8P, foi encontrado um exemplar de Biomphalaria sp. parasitado por furcocercarias
(1,9%). Na localidade ROSA em Campinas, SP encontrou-se um exemplar de Biomphalaria
sp. € um de L. columella parasitados por furcocercarias (7,6%) e cercarias de
equinostomatideo (1,5%), respectivamente. Na lagoa da UNICAMP, atras da Faculdade de
Educacio Fisica (UNI-I), também em Campinas, encontrou-se um exemplar de L. columella
parasitado por furcocercarias (2,3%).

Trés exemplares de B. fenagophila provenientes de Miracatu, estavam duplamente
infectados por furcocercarias, tanto com ocelo como sem esta estrutura totalizando 3,8% de
parasitismo por estas cercérias, além de seis moluscos da mesma espécie (4,3%) com infecgio
dupla por xifidiocercarias e cercarias de equinostomatideo. Dois exemplares de L. columelia da

mesma localidade, também apresentaram infec¢dio dupla por xifidiocercarias e cercarias de F.



hepatica (4,4%) ¢ um exemplar com xifidiocercirias ¢ equinostomatideo {1,7%). Houve
também infecglo dupla por xifidiocercarias e rédias em quatro moluscos, que apresentou
parasitismo variando de 1,2 a2 3,2%.

Estudou-se a morfologia das xifidiocercarias eliminadas por L. columella e comparou-
se com descrigbes de outros autores. Com estes estudos, concluiu-se que as mesmas
pertenciam a subordem Plagiorchiata, familia Haematoloechidas, mais provavelmente género
Haematoloechus. Tais cercérias, quando colocadas em contato com larvas de mosquitos das
especies Culex quinquefasciatus, Aedes albopictus ou Ae. aegypti, penetraram e encistaram nas
larvas, formando as metacercarias. Observou-se em geral atraso no desenvolvimento das larvas
de oulicideos parasitadas, que na maioria das vezes evoluiram até a morte. A infecgdo nas
larvas foi sempre de 100% e a mortalidade maxima nos experimentos foi de 72,2% para larvas
de Cx. quinguefasciatus, 100% para Ae. albopictus e 95% para de. aegypri. Verificou-se
ainda, que quando ndc ocorreu a morte das larvas infectadas pelas xifidiocercarias, destas
emergiam adultos infectados com metacercarias vivas e bem ativas,

Também foi feita uma simples infecgfic experimental em rds da espécie Rang
catesbeiana, considerando-se anfibios como possiveis hospedeiros definitivos. Larvas de
mosquito parasitadas por xifidiocercirias foram oralmente administradas as ris, mas nio foi

possivel recuperar nenhum trematddeo nos 6rgdos dos anfibios.
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ABSTRACT

The pfesent work aimed to evaluate the xiphidiocercariae occurrence in Campinas
region and two places in Vale do Ribeira, 850 Paulo State, and to study the xiphidiocercariae
parasitism in mosquitoes larvae (Culicidae) under experimental conditions.

Snails were collected from fresh water collections in the region of Campinas, Registro
and Miracatu in the Vale do Ribeira, S&0 Paulc State, in the period from September-1996 to
February-1999. The species collected were Lymnaea columella, Physa marmorata,
Biomphalaria tencgophila, Biomphalaria sp., Drepanotrema cimex, D. lcidum and
Drepanotrema sp. After exposing the snails to incandescent light (60 W), lymnaeid snails from
Miracatu, SP, infected by Fasciola hepatica were found presenting of 0,2 to 1,0% of
parasitism, besides 0,4 to 8.3% of parasitism with xiphidiccercariae (Haematoloechidae) and
3,3% of parasitism with echinostomatid cercariae. For the same locality planorbid snails were
found parasited with furcocercariae (1,5% of prevalence), with echinostomatid cercariae
(14,1% of prevalence) and xiphidiocercariae from 1,5 to 15,6% of parasitism. The
xiphidiocercariae found in planorbid were different from that obtained from lymnaeid. In
Louveira, SP it was found one Biomphalaria sp. snail infected with furcocercariae (1,9%). In
the ROSA place (Campinas), SP it was found an individual of Biomphalaria sp. and one of L.
columella infected by furcocercariae (7,6%) and echinostomatid cercariae (1,5%), respectively.
In the place UNI-L, also in Campinas, one L. columeila was infected by furcocercariae (2,3%).

Three individuals of B. tenagophila from Miracatu were double infected by two types of
furcocercariae, (with or without ocellus), totaling 3,8% of parasitism for these cercariae,
besides six snails of the same species (4,3%) with double infection for xiphidiocercariae and
echinostomatid cercariae. Two L. columella from the same place, also presented double
infection for xiphidiocercariae and F. hepatica (4,4%) and an exemplary with xiphidiocercariae
and echinostomatid cercariae (1,7%). There was also double infection for xiphidiocercariae and

rediae in four snails that presented a parasitism varying of 1,2 t0 3,2%.
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The morphology of the xiphidiocercariae eliminated by L. columella was studied and
comparison with other authors descriptions. From these studies, it was possible to conclude the
cercariae belonging to the suborder Plagiorchiata, family Haematolosechidae, and probably
genus Haemaltoloechus. When in comtact with mosquitoes larvae of the species Culex
quinguefasciatus, Aedes albopicius or Ae. aegypti, such cercariae penetrated and enoysted in
the larvae forming metacercariae. It was observed in general a developmental of delay the
culicid larvae caused by the parasitiszn that most of the time developed to the death The
infection in the larvae was always accomplished {100%) and the maximum mortality in the
experiments was of 72,2% to Cx. quinguefasciatus larvae, 100% for de. albopictus and 95%
for Ae. aegypti. It was still verified that when the death do not oceured to the xiphidiocercariae
infected larvae, the resulting adults were infected with alive and very active metacercariae.

It was also made a simple experimental infection in frogs of the specie Rana
catesbeiana, considering amphibians as possible definitive host. Mosquito larvae parasited by
xiphidiocercariae where orally administred to the frogs but it was not possible to recover any

trematode in the amphibians organs.
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1. INTRODUCAQO GERAL

InGmeros parasitas causam doengas ao homem e aos animais de seu interesse. O
plansta Terra abriga hoje 6 bilhdes de seres humanos, que gragas ao seu conhecimento e
desenvolvimento ja nfio soffem mais comtrole populacional pelos seus predadores como nos
tempos pré-histéricos, mas sim por dois outros grandes fatores bidticos: a escassez de
alimentos e as doengas. O recente livio de Laurie Garret, “A Proxima Peste” {1994 - Editora
Nova Fronteira, Rio de Janeiro) trata em suas mais de 700 paginas das doencas humanas e as
provaveis pandemias que sofreremos daqui em diante. E claro, entre as mais importantes,
estdo varias que s@o transmitidas por insetos que fazem o papel de vetores biologicos.

Entre os insetos de maior importéncia médica estdo os mosquitos pertencentes 2 ordem
Diptera (subordem Nematocera, familia Culicidas). A familia Culicidae tem aproximadamente
3000 espécies que possuern as seguintes designagBes populares no Brasil: carapang na regido
Norte, murigoca no Nordeste ¢ pernilongo no Centro-Sul. Encontram-se entre outros na
familia Culicidae os géneros: Aedes Meigen, 1818; Anopheles Meigen, 1818 ¢ Culex
Linnaeus, 1758 que sio vetores de conhecidas doengas como febre amarela, dengue, malaria,
encefalites e filarioses. Estas doencas tém grande importéncia em praticamente todo o mundo,
por causaremn epidemias e elevado niimero de 6bitos desde tempos muito antigos. Além desses
insetos terem papel importante como vetores na transmissio de agentes infecciosos como virus
(nos casos de febre amarela, dengue e encefalites), protozoarios (no caso de malaria); e
helmintos {causadores de filarioses); também podem causar enorme desconforto em de suas
picadas, podendo ocorrer desde reagdes alérgicas devido & hipersensibilidade ¢ até quadros
mais graves inclusive com 6bitos (PINHEIRO et al., 1982).

A febre amarela € causada por um virus da familia Flaviviridae e transmitida por
mosquitos dos géneros Adedes, Haemagogus Williston, 1876 e Sabethes Robineau-Desvoidy,
1827. No Brasil, o vetor da febre amarela urbana é o Adedes aegypti Linnaeus, 1762, sendo o
Ae. albopictus Skuse, 1894' um vetor em potencial (RAI, 1991). A forma silvestre da doenca
no Brasil, que tem como principal vetor o mosquito Haemagogus janthinomys (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994; VASCONCELOS e al., 1997), ainda esta presente entre nés. Em fevereiro

de 1999 ocorreu um caso de febre amarela silvestre em uma vila indigena no Estado do Mato

* géneros abreviados de acordo com REINERT (1975) e FORATTINI {1996}



Grosso, sendo que nfo havia registro desta virose no Brasil desde novembro de 1998 (Internet:
www.who.int/emc/outbreak-news/index htmi, 17/03/99). Mais recentemente, no inicio do més de
janeiro de 2000, foram registrados pelo Centro Nacional de Epidemiologia trés casos da
doenga da forma silvesire onde a contaminagio se deu no Parque Nacional da Chapada dos
Veadeiros, Alta Paraiso, no Estado de Goias. Dois destes casos, ocorreram em pessoas

residentes em Brasilia (um caso fatal) e um caso em pessoa residente no Rio de Janeiro.

{Internet: www. who int/emc/ontbreske-news/index him!l, 14/01/00).

G agente etioldgico da dengue € um Flavivirus que compreende quatro sorotipos
imunclogicamente distintos DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4, ¢ a doenca se manifesta sob as
formas classica ¢ hemorragica. Assim, as epidemias de dengue ocorridas em diferentes
localidades do Brasil foram desencadeadas por diferentes sorotipos. Em Roraima foi o DEN-1
¢ DEN-4, no Rio de Janeiro & Alagoas o DEN-1 e DEN-2, no Ceara, Minas Gerais, Bahia,
Pernambuco, $80 Paulo e Mato Grosso do Sul o DEN-1 ¢ em Tocanting o DEN-2 (CONSOLI
& OLIVEIRA, 1994). No Brasil, de. gegypti é o vetor principal da dengue e o Ae. albopictus
apesar de ja ter sido incriminado como causador de uma epidemia em Campos Altos, MG
(SERUFO ef al., 1993), pela falta de comprovacdo, ¢ hoje considerado apenas como vetor em
potencial (RAIL, 1991). Os mosquitos das espécies Ae. scuteliaris hebrideus e Ae. scutellaris
polynesiensis também podem transmitir a dengue em outras regides do mundo e devido
principalmente ao fate de nfo haver uma vacina ¢ serem os vetores de dificil controle, o
nimero de casos desta doenca vem crescendo a cada ano.

A malaria € causada por protozoarios do género Plasmodium Marchiafava & Celli,
1885 e ¢ transmitida por mosquitos do género Anopheles. No Brasil, destacam-se varias
espécies como vetores da malana, sendo a principal An. darlingi Root, 1926. Como vetores
em potencial encontram-se An. agquasalis Curry, 1932, An. albitarsis Lynch-Arribalzaga,
1878, An. nuneziovari Galbadon, 1940; An. oswaldoi Pervasst, 1922; An. triannulatus Neiva
& Pinto, 1922, An. strodei; An. evansai; An. cruzii Dyar & Knab, 1908; An. bellator Dyar &
Knab, 1906 e An homunculus Komp, 1937. Outras vérias espécies tém sido ainda
incriminadas como vetores de menor importincia (DEANE, 1986; ARRUDA ef al., 1986). Os
registros desta doenga no Brasil sfo muito antigos ¢ vém aumentando principalmente na
regido amazdnica. Embora os nimeres ndo sejam precisos devido a subnotificacio, estio

seguramente acima dos 500.000 casos anuais no Brasil e 300 milh&es no mundo todo.



Entre as encefalites, algumas das mais importantes s3o as Equina do Oeste e do Leste,
Saint Louis, Equina Venezuelana ¢ Oropouche. Entre as espécies de culicideos vetoras dos
virus das encefalites, estdo de. gegypri; Ae. albopictus; Ae. dorsalis: Ae. taeniorhynchus
Wiedemann, 1821; Cx. pipiens var. pallens Coquillet, 1398; Cx. Jatigans Wiedemann, 1828;
An. neomaculipalpus e Monsonio titilans Walker, 1848 (HARWOOD & JAMES, 1979,
ESTRADA-FRANCO & CRAIG, 1995). Essas viroses podem ocorrer no ambiente silvesire
tanto quanto nos grandes centros urbanos. Recentemente por exemplo ocorreu o registro da
encefalite de Saint Louis pela primeira vez na cidade de Nova York, nos EUA com 48 casos
confirmados em laboratério, destes trés foram a Obito (Internet: www, who int/emc/outbreak-

news/index. htmi, 10/09/99).

Quanto as filarioses, sio estimados aproximadamente 9 milhdes de pessoas parasitadas
por Wuchereria bancrofti {(Cobbold, 1877) nas Américas ¢ 1 milhio por Onchocerca volvulus
{(Leuckart, 1893). Entre os mosquitos envelvides como vetores de flarioses por exempio, Cx.
quinguefasciatus se destaca na transmissfio de W. bancrofti, tendo ainda como vetores
secundarios An. darlingi, An. aquasalis, Ae. scapularis, Ma. titilans ¢ ocasionalmente outras
espécies (CUPP er al., 1994).

Para controlar essa ¢norme gama de mosquitos vetores em todo o mundo, a principal
estratégia ap6s a Il Grande Guerra Mundial tem sido o emprego dos inseticidas quimicos
sintéticos. Esses inseticidas tém como principios ativos organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides. Possuem algumas desvantagens como o fato de atingirem os insetos
benéficos o que pode causar desequilibrio bicldgico. Podem ainda causar toxicidade aos
operadores € também ac longo do tempo podem induzir resisténcia nas espécies de mosquito.
Estes fatores tém levado a procura de alternativas para o controle dos mosquitos vetores, tendo
sido desenvolvidos inimeros trabalhos envolvendo moléculas mais eficientes e seguras bem
como o controle biologico, na forma de um manejo integrado com parasitas, predadores e
patogenos de mosquitos (BROOKE & KING, 1977, AXTELL, 1979, TIETZE ef al., 1994 ¢
ANDRADE, 1995).

De 1960 até meados da década de 70 houve um maior empenho das instituigdes de
pesquisa em estudar agentes naturais biologicos de mortalidade de mosquitos, como consta na
revisdo de ROBERTS & STRAND (1977). Em 1980 novas relagdes de publicacBes sobre

viroses, bacterioses, micoses, protozooses e helmintoses foram compilados pela Organizacio



Mundial da Satde, para artrépodos de importincia médica (ROBERTS & CASTILLO, 1980).
Dentre todos os organismos estudados os agentes microbianos demonstraram grande potencial
para o controle biologico, destacando-se as bactérias e os fingos. Os produtos & base das
bactérias Bacillus sphaericus (B.s} e B. thuringiensis var. israelensis (H-14) (Bti) tém se
constituide os patdgencs mais utilizados para o controle destes dipteros aquéticos. Além de
mosquiios, © use conira simulideos € rotineiro nos Estados do Rio Grande do Sul e S3o Paulo
em areas onde estes ja desenvolveram resisténcia ao organofosforado temephos (RUAS NETO
et al, 1984 ¢ ANDRADE, 198%). Na cidade de Porto Velho, RO j vem sendo empregado um
inseticida biclogico 4 base de B.ti. parz o controle dos mosquitos vetores da malaria
(VILARINHOS er ai., 1998), levando atualmente a Fundagio Nacional de Saide (FNS) a
considerar seu emprego de forma mais ampla no Brasil.

Diante da grande diversidade de ambientes aquéticos e mosquitos alvo no Brasil, é de
grande importdncia a realizacdo de estudos com outros agentes de controle biolégico, que
poderdo ser mais vidveis que os inseticidas quimicos, ou mesmo os inseticidas biologicos B.ti.
e B.sp. em determinadas situagbes. Segundo ANDRADE (1995) existem varios agentes
biologicos que podem ser melhor explorados como os predadores copépodos, planarias,
hidras, sangue-sugas, peixes, insetos aquaticos; os patdgenos come virus e fungos; ou
parasitas como protozoarios e fases evolutivas de trematédeos entre outros. Mais do que
possiveis, alguns desses agentes sfo realmente promissores para o controle bioldgico de
mosquitos vetores de importancia a Satide Publica, pois reproduzem-se nos mesmos habitats
que Os mMOSquitos e nio causam impacto 4 fauna local, entre outras vantagens. Além dos
mosquitos hospedeiros nfio desenvolverem resisténcia, o custo de producio e dispersio no
ambiente pode ser baixo e a produgfio e aplicagdo poderia ter a participagio das comunidades
envolvidas.

Entre os predadores destacam-se como mais vidveis os copépodos, que sdo muito
eficientes no controle de larvas de mosquito nos primeiros estadios. Segundo
VASCONCELOS ez al. (1992) Mesocyclops longisetus (Thiebaud) Dussart proporcionou
controle de 80% de larvas de Ae. aegypti em recipientes usados para armazenamento de agua
na cidade de Fortaleza/CE. Enquanto que SANTOS (1997) obteve 97,3% de controle sobre
larvas de Ae. albopictus em pneus-armaditha no campus da UNICAMP. MELO et al., {1996)

demonstraram que planarias da espécie Dugesia tigrina, quando introduzidas em pneus-



armadilha no campus da UNICAMP proporcionaram controle de 91.6% das larvas de de.
albopictus que colonizaram naturalmente as armadilhas. Os peixes das espécies Gambusia
affinis e Poecilia reticulora (Peters, 1895) também sio eficientes predadores de larvas de
mosquitos, porem seu uso para o controle de dedes por exemplo, € limitado devido a seu
tamanho e relag@c a maioria dos criadourcs. Seriam no entanto adequados contra outras
espécies de mosquitos em outros criadouros. Nos Estados Unidos por exemplo, LACEY &
ORR (1994) utilizaram peixes em programas de controle integrado e comprovaram 2
eficiéncia de predagfo de Gambusia gffinis contra larvas de culicideos em campos de arroz
irrigado.

Entre os patdgenos eficientes para o controle de mosquitos estio os fungos como
Metarhizium anisopliae, Coelomomyces spp., Lagenidium gigameum e Culicinomyces
clavisporus. Quantc aos parasitas temos 0s protozodrios como 0s microsporidecs e os
nematodeos mermitideos como Romaromermis culicivorax Ross & Smith, 1976 ¢ R yengari
que sdo muiio eficientes no controle de Culex quinquefasciatus. Esses Gltimos vem sendo
produzidos e comercializados pelo IPK - Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri em Cuba
(MIJARES & BROCHE, 1987). '

O parasitismo por cercrias entomofilicas de trematddeos digenéticos é o enfoque
principal do presente trabalho. Espécies dos géneros Prosthogonimus Lithe, 1809
(Prosthogonimidae) ou Plagiorchis Liithe, 1809 (Plagiorchiidae), sempre utilizam mosquitos
como 2° hospedeiro intermediario e por isso podem ser eficientes no controle de espécies de
mosquitos de importéncia 4 Sadde Plblica ou pecudria. Algumas espécies de Haematoloechus
Loss, 1899 (Haematoloechidae) também podem utilizar larvas de mosquitos como 2°
hospedeiro intermediario. O ciclo biolégico de algumas espécies desses trematodeos foi

estudado por diversos pesquisadores e uma sinopse pode ser observada na Tabela 1.



Tabela 1 - Relaglo de algumas espécies de trematddeos que podem utilizar larvas de
mosquitos como hospedeiros e autores da descricio de seus ciclos biolégicos.

Familia Espécic Lugar Referéncia
Prosthogonimidae Prosthogonimus ovatus (Rud, 1803)  China QIU & LIU (1984)
Lihe, 1899
P. pellucidus (Linstown, 1873 China QIUELIU (1984
Plagiorchiidae Plagiorchis vespertilionis parorchis  Furopa,  MACY (1960)
{Muelier, 1784) Canada
P. noblei Park, 1936 Canadh WILLIAMS (1964)
DANIELL & ULMER {1964)
BLANKESPOOR (1977)
P. elegans (Rudolphi, 1802) Rassia BOCK (1984)
BUSTA (1985)
F. macuiosus Schulz, 1932 Riissia BOCK & JANSSEN {1987
Haematoloechidae Haematoloechus medioplexus Canadd, KRULL (1930, 1931}
Stafford, 1902 EUA
H. parviplexus (Irwin, 1929) EUA KRULL (1930, 1931}
H. longipiexus Stafford, 1902 EtJa KRULL ¢1932)
H. complexus (Seely, 1906) Canada, KRULL (1933a)
EUA
H. similis (Looss, 1899) Africa GRABDA (1960)
H. breviplexus Stafford, 1902 Canada SCHELL (1965)
H. coloradensis (Cort, 1915) EUA DRONEN (1975)
H. johnsoni Bourgat, 1977 Africa BOURGAT & KULO (1979)
H. variegarus (Rud, 1819 Europa VAN THEIL (1930)

DOLLFUS et al. (1960)

As espécies dos géneros Plagiorchis e Haematoloechus foram revisadas por RICCI
{1995) e KENNEDY (1981), respectivamente.

A fase adulta das espécies do género Prosthogonimus ocorre com grande freqiiéncia
em aves. VATTANODORN et al. (1984) detectaram Prosthogonimus sp. em galinhas (Gallus
domesticus}, enquanto que FARIAS & CANARIS (1986) e ISLAM ez ol {1988) estudaram P.
cuneatus (Rudolphi, 1309) Braun, 1901 no trato gastrointestinal de patos das subespecies Anas

platyrhynchus diazi e A. platyrhynchus domesticus, respectivamente.



O genero Plagiorchis ¢ mais diversificado quanto s classes de seus hospedeiros
vertebrados, incluindo desde anfibios e répteis, até passaros e mamiferos (BAYSSADE-
DUFOUR & GRABDA-KAZUBSKA, 1993). As espécies predominantemente ocorrem em
mamiferos € algumas espécies em aves, pois s§o parasitas principalmente de animais
homeotérmicos. LOWENBERGER & RAU (1993) utilizando meio artificial para
excistamento MBEM 2 base de NaHCO;, NaCl e sais biliares, demonstraram que
metacercarias infectantes de P. elegans foram dependentes da temperatura, havendo um malor

excistamento a 37°C.

MHAISEN et al (1990) detectaram P. elegans em passaros. BOCK & JANSSEN
(1987) estudaram o ciclo de P. macuiosus usando canario como hospedeiro definitivo em
laboratorio, no entanto a infecgiio em galinhas foi negativa.

Os trematddecs do género Haematoloechus sdo parasitas de anfibios. Assim,
SHIELDS (1987) detectou a presenca de H. longiplexus em Rana catesbeiona, coincidindo
com os estudos de KENNEDY (1981) que encontrou este parasita no mesmo anfibic ¢ em R.
clamitans. DRONEN (1977) encontrou H. breviplexus e H. coloradensis parasitando os
anfibios R. catesbeiana e R. pipiens, respectivamente.

Os prostogonimideos, plagiorquideos e os hematolequideos utilizam moluscos como
primeiro hospedeiro intermedidrio, que se contaminam através da ingestio de seus ovos
liberados juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo. O primeiro hospedeiro
intermediario, pode pertencer aos moluscos dos géneros Lymnaea, Stagnicola, Bithyria e
Radix (Lymnaeidae) (BLANKESPOOR, 1977, EKLU-NATEY er al., 1985; RAO ef al,
1985; MANGA-GONZALEZ et al., 1994; TANG ef al., 1986; DEMPSTER ef al, 1986;
WEBBER ef al., 1986 ¢ JACOBS ef al., 1993).

Os moluscos infectados com Plagiorchis elegans apresentam o seu comportamento
alterado. Em exposi¢do a luz, quando a imtensidade luminosa é reduzida, deslocam-se para
cima da coluna d’agua onde permanecem por 2 a 3 horas e nesse periodo se d4 a emergéncia
das cercarias (LOWENBERGER & RAU, 1994). Segundo WEBBER et al. (1986} a
emergéncia de cercarias de P. noblei se da em regime de escuro. O segundo hospedeiro
intermedidric € um inseto aquatico que se infecta quando entra em contato com as
xifidiocercarias. BUSTA & NASINCOVA (1986) demonstraram experimentalmente que o 2°

hospedeiro intermedidrio de P. neomidis pode ser larvas de mosquitos como Culex sp.



(Culicidae} e Dixa sp. (Dixidae) ou ainda de borrachudos (Simuliidae). YODER & COGGINS
(1998) observaram em laboratério que as cercérias de um plagiorquideo, provavelmente do
género Plagiorchis, penetraram e encistaram em larvas de quircnomideo. VAN THEIL {1930)
observou que xifidiocercérias de H. variegarus encistam em larvas de An. maculipennis
(Culicidae) e DOLLFUS ef al (1960) registraram o parasitismo por cercérias dessa mesma
especie de trematddeo em An. maculipermis e Culex sp.

WEBBER ef al (1987a) observaram que o comportamento das espécies de mosquitos
determinarm sua susceptibilidade & infecglo com cercérias de P. nobles, Os autores verificaram
que em experimentos de laboratério, Ae. aegypri (Culicidae) foi significantemente mais
susceptivel a infecc@o com cercarias que larvas de An. quadrimaculatus, devido a grande
atividade das larvas do primeirc na coluna d’agua.

De acordo com DEMPSTER & RAU (1987), o tamanho do hospedeiro também
influencia na infec¢fo por cercarias, sendo que larvas de 4° estidio, por serem maiores
adqlirem mais cercarias. Estes rmnesmos autores indicaram adicionalmente que o©
comportamento alimentar também interfere no sucesso da penetragio de cercarias e a
distribuicBo de metacercérias no corpo do inseto hospedeiro.

JACOBS ef al. (1993) estudaram em laboratdrio a prevaléncia e intensidade de
infecgdio de cercanias de P. noblei em 4 espécies de borrachudo (Simuliidae), e concluiram que
em todas as espécies ocorre variagdo da prevaléncia diretamente relacionada com o tempo de
exposi¢io das larvas as cercérias, aumentando a infegcio em larvas expostas por maior
periodo de tempo. A prevaléncia diminue com o aumento da velocidade da agua e ao contrario
do que ocorre nos mosquitos, aumenta em larvas pequenas. A prevaléncia e a intensidade de
infecgbes experimentais em Ae. aegypti com P. noblei aumentam significantemente com o seu
movimento na dgua onde as larvas estfio expostas as cercdrias (DEMPSTER & RAU, 1991).
WEBBER ef al. (1989) verificaram que larvas de Ae. aegypti deixadas dispersas sfo mais
susceptiveis a infeccfo que larvas confinadas. Larvas de Ae. aegypti quando infectadas com
metacercarias de P. noblei ficam menos ativas e permanecem mais tempo suspensas na
superficie da agua que larvas no infectadas. Esta caracteristica comportamental faz com que
fiquem mais susceptiveis 4 predadores e pode facilitar a transmissio de P. noblei, de acordo
com WEBBER ef al. (1987b). Segundo WEBBER et al. (1987¢) as larvas infectadas com mais

de trés metacercarias ficam mais susceptiveis ao roedor Microfus pennsylvanicus, que ingere



as larvas acidentalmente na superficie da dgua juntamente com a vegetacio. Este roedor atug
como hospedeirc definitivo de P. muris. Segundo os autores ainda, a susceptibilidade nio
aumenta em relagdo a predaglio por peixes P. reficulata que se alimentam em todz a coluna
d’agua.

MNo decorrer do desenvolvimento, as metacercirias incorporam  nutrientes
diferencialmente, absorvidos do inseto hospedeirc (LOWENBERGER er o/, 1994), Assim,
segundo DEMPSTER & RAU (1990) & mortalidade de imaturos de de. aegypi infectados
experimentalmente com metacercarias de P. noblei ¢ determinada pelo estigio de
desenvolvimento do hospedeiro, pelo tempo e pela localizagio do parasita no corpo do inseto.
DEMPSTER ef ai. (1986) verificaram que as metacercarias de P. noblei reduzem a pupacdo e
consequentements a emergéneia de adultos de Ae. aegypti. Nesse sentido, RAU et al (1991)
observaram sob condigbes de campo, que Ae. provocans quando exposto A cercarias de P
noblei, apresenta redugo do numero de pupas formadas devido ao controle sobre as larvas de
1° a 3° estadios. Larvas parasitadas com mais de duas metacercirias raramente sobrevivem.
Morte de larvas de mosquitos devido ao namero elevado de metacercarias de Prosthogonimus
sp. foi tambeém observado por RAO er al (1985).

Alguns desses estudos, ¢ principalmente aqueles desenvolvidos no Canada pela equipe
do Dr. RAU indicam fortes possibilidades de se utilizar xifidiocercarias como agente de
controle bioldgico de mosquitos (e.g. RAO ef i, 1985; DEMPSTER ef al., 1986, WEBBER e¢
al., 1987ab; RAU et al, 1991; RAU, 1992 e ZAKIKHANI & RAU, 1999). Para se conhecer
melhor estas cercérias ¢ necessario primeiramente tentar infectar larvas de mosquitos criadas
em laboratdric com as xifidiocercérias desconhecidas, depois alimentar hospedeiros
definitivos experimentais com estas larvas de mosquito infectadas com as metacercérias (Dr.
MANFRED RAU, McGill University, Canadd, COMUNICACAO PESSQOAL). No Brasil,
pouco se conhece sequer sobre a ocorréncia dessas cercarias, e a possibilidade de sua

utilizag8o poderia ser de grande valia para programas locais de controle.
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1.1, OBJETIVOS

@

Levantamento de cercérias em corpos de agua doce na regifo da cidade de Campinas e nos
municipios de Miracatu e Registro, situados no Vale do Ribeira, Estado de S8o Paulo.
Identifica¢do e caracterizagiio morfoldgica das cercérias em estudos de microscopia Sptica.
Determinacio da susceptibilidade de larvas de Adedes albopictus, Ae. aegypti e Culex
guinguefasciatus a  xifidiocercérias  pertencentes as  familias  Plagiorchiidae,
Prosthogonimidae ou Haematoloechidae através de exposigles experimeniais em

laboratorio.

InfeccBes experimentais em supostos hospedeiros definitivos do tremaiddeo em estude.
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2. AVALIACAQ DO PARASITISMC POR XIFIDIOCERCARIAS (TREMATODA)
EM MOLUSCOS DE AGUA DOCE DE ALGUMAS LOCALIDADES DO ESTADO DE
SAC PAULQ, BRASIL.

2.1. INTRODUCAO

Algumas especies de moluscos da ordem Basommatophora exercem o papel de
hospedeiros intermediarios de fases imaturas de trematdédeos digenéticos de importincia
médico-veterinaria € portanto sécic-econdmica. As familias dessa ordem que ocorrem no Brasil
sdo: Planorbidae, Lymnaeidae, Physidae, Ancylidae e Chilinidae, sendo que as duas primeiras
si0 as mais importantes do ponto de vista epidemiclégico, pois nelas encontram-se géneros
hospedeiros intermediarios de helmintos parasitas do homem e de animais domésticos (LEME,
1995).

Na familia Planorbidae encontra-se o género Biomphalaria que possue espécies como
B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea (Dunker, 1848) que
sdo hospedeiras de Schisiosoma mansoni Sambon, 1907 (Trematoda, Schistosomatidae),
parasita do sistema sanguineo humanc e de outros animais e causador da esquistossomose.
Qutras espécies ainda, como B. peregring (Orbigny, 1835) e B. amazonica Paraense, 1966 sio
também importantes por serem consideradas hospedeiras em potencial deste trematodeo no
Brasil (PARAENSE, 1973; CORREA & PARAENSE, 1971; PARAENSE & CORREA,
1985). A esquistossomose ¢ a segunda doenca tropical humana mais importante, sendo a
primeira a malaria. Estima-se que existem aproximadamente 200 milhdes de pessoas infectadas
em varias regides do mundo. Espécies do género Biomphalaria albergam também outros
trematddeos, entre eles Echinostoma spp. Rud., 1809 (Echinostomatidae), e os pertencentes a
familia Plagiorchiidae, além de cercéarias do tipo furcocercanas caratinguensis.

Espécies do género Lymnaea (Lymnaeidae) sio hospedeiras intermediarias de varios
trematddeos. Um deles, a Fasciola hepatica Linnaeus, 1758 (Fasciolidae) € o mais importante
por ser parasita do figado e ductos biliares de ovinos, bovinos, equinos, caprinos, suinos, cdes &
acidentalmente humanos nas 4reas endémicas. A fasciolose tem importincia veterinaria e

econdmica por causar morte de animais jévens e diminuicBo da producio de leite, além de



iz

tornar 0s produtos contaminados inadequados para o consumo humano (MUIRSON, 1997).
Além de F. hepatica, os limneideos podem albergar helmintos parasitas de mamiferos
silvestres, aves, repteis ¢ anfibios como, por exemplo Echinostoma spp. (Echinostomatidae),
Paramphistomam spp. Fischoeder, 1901 (Paramphistomidae), Haplomemra spp. Loss, 1899
{Plagiorchiidae), Prosthogonimus spp. Lithe, 1899 (Prosthogonimidae), Plagiorchis spp. Liihe,
1899 (Plagiorchiidae) e Haematoloeches spp. Loss, 1899 (Haematoloechidae).

As especies da familia Physidae nfo t8m importdncia como hospedeiras intermediarias
de helmintos parasitas humanos no Brasil. Nos EUA no entanto, SNYDER & ESCH (1993)
detectaram individuos da espécie Plzysa girina parasitados pelos trematédeos Halipegus
eccentricus, Haematoloechus complexus (Seely, 1906), Ghpthelmins quieta (Stafford, 1500),
Echinostoma trivolvis, Megalodiscus temperatus (Stafford, 1905) e por exemplares da familia
Strigeidae na Carolina do Norte.

Os moluscos pertencentes & familia Chilinidae que no Brasil ocorrem somente no Sul do
pais (PARAENSE, 1981) sfo importantes em outros paises, como Chile, Argentina, Uruguai e
Peru. Na Argentina, foram encontradas espécies do género Chilina parasitadas por
trematodeos das familias Notocotylidae, Echinostomidae, Hemiuroidea, Schistosomatidae,
Diplostomidae, Strigeidae e Plagiorchiidae, na Patagbnia (QUAGGIOTTO & VALVERDE,
1995). Segundo esses autores, alguns desses trematodeos (Echinostomidae, Diplostomidae)
podem utilizar peixes como segundo hospedeiro intermedisric ou ainda como hospedeiro
definitivo (Hemiuroidea).

O presente estudo teve por objetivo avaliar moluscos da ordem Basommatophora,
principalmente os pertencentes ao género Lymnaeq, quanto ao parasitismo por trematodeos,
com énfase especial as cercarias pertencentes as familias Prosthogonimidae, Plagiorchiidae e
Haematoloechidae, por utilizarem insetos aquaticos como segundo hospedsiro intermedidrio.
Este estudo, comple um projeto maior que visa avaliar o parasitismo destas cercérias sobre

larvas de culicideos.

2.2. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento deste estudo iniciou-se com a realizagio de coletas de moluscos em

corpos de agua doce em cidades da regifio de Campinas e nos municipios de Registro e
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Miracatu, no Vale do Ribeira, Estado de S3c Paulo. As coletas foram mensais no perfodo abril

de 1996 a fevereiro de 1999. A Tabela 1 apresenta a localizagiio dos criadouros onde os

mohscos foram coletados.

Tabela 1 - Relaglo ¢ identificacio dos locais de coleta de moluscos.

Municipios do Estade  Local Tipo de criadouro Sigla ds Localidade
de Sdo Paulo
Americans Fazenda Saltinho (brage da  Represa SALT
represa de Americana)
Campinas UNICAMP (atrss da Fac. Lagoa UNi-1
Ed Fisica)
Campinas UMICAMP (Eclitors Lagoa UNI-IT
Campinas Pargue Portugal (Recinto Lagea TAQU
das Emas)
Campinas Faz. Sta. Elisa/IAC iagoa ELISA
{Monjolinho}
Campinas Jd. Satélite iris Tangues artificiais de RIS
criagio de peixes
Campi Jd. Santa Rosa Lagoa ROSA
Jaguaritna Hotel Fazenda Duas Marias  Tagoa JAG
Louveira Chacara Bandeirantes Tanqgues artificiais de 1LOouvY
criagio de peixes
Miracaiu Fazenda Banamal Pasto que normalments MIR
alaga com valas laterais
Panlinia Parque Ecologico “Zeca {.agoa PAUL
Malavazzi”
Piracicaba ESALQ/USP Valas de drepagem em ESALG
{Depto. de Genética) campos de arroz
Pirassununga CEPTA/IBAMA Tangues artificiais de CEPTA
criagfio de peixes
Registro Fazenda Dr. Valter Ramos  Lagoa REG
Registro Fazenda Barra do Capinzal  Tanque artificial de CAP
criagfo de peixes

UNICAMP - Universidade Estadual de Campinss, IAC - Instiouto Agrondmico de Campinas, USP - Universidade de S3io Paulo, ESALQ -
Escola Superior de Agricultura “Laiz de Queiroz”, CEPTA - Centro de Pesquisa de Peixes Tropicais, IBAMA - Instinzto Brasiieire do

Medo Ambiente
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Durante as coletas foram registradas as condi¢des fisico-quimicas dos criadouros, tais
como temperatura do ar e da agua, pH ¢ condigdes guimicas da dgua. As temperaturas do ar e
da dgua foram tomadas com termdmetro de mercirio e o pH foi medido com fita Merck codigo
9535, As condiges quimicas da 4gua em relagdio ao teor de Ferro, Suifito, Aleslinidade,
Cloreto e Diureza (CaCO;3) foram medidos utilizando-se o Kit modelo Q 4038, marca Quimis.
Durante as coletas foram feitas observagbes também em relagio a presenca de insetos
aquaticos, aves, anfibios, peixes, répteis e de vegetacBes aguética e marginal nos criadouros,
pois alguns destes animais podem servir de hospedeiros intermedidrios ou definitivos de
trematédeos. J& a vegetacdo, oferece protecio aos moluscos contra tadiaclio solar, altas
temperaturas e correntezas, além de servir de alimento e como substrato para locomocio e
oviposigio.

As coletas foram realizadas manualmente utilizando-se conchas e pingas de bambu,
sendo posteriormente os moluscos levados ao laboraténio, quantificados e separados de acordo
com © género. Em seguida, os mesmos foram expostos a luz para serem avaliados quanto a
infeccBo através de eliminagdo de cercarias ou quanto a presenca de formas imaturas por
compressdo entre duas placas de vidro. A exposicio 4 luz foi realizada usando-se lampada
incandescente de 60W, por um periodo médio de uma hora. Os moluscos foram colocados em
frascos e expostos a luz primeiramente em pequenos grupos e depois os individuos
pertencentes aos frascos positivos para cercérias, foram expostos individualizados,
semanalmente, por um periodo de 3G dias. Os que persistiram sem eliminar cercarias foram
esmagados entre duas placas de vidro, para serem examinados quanto a infecgio. Os
exemplares que eliminaram xifidiocercarias, foram esmagados para observagio de esporocistos
efou rédias, apés um més da exposicio ou apés a morte (quando esta ocorreu antes do
trigésimo dia). Neste periodo, os moluscos foram mantidos em recipientes de vidro medindo 19
cm de didmetro por 12 c¢m de altura, com 2 ltros de agua de torneira declorada, sendo
alimentados com alface fresca oferecida diariamente.

As cercarias eliminadas foram observadas a fresco {vivas), entre 1dmina e laminula, apés
coloragio com vermetho neutro a 5%. Foram também observadas utilizando-se coloraciio com

lugol fraco. Apds a observagfo, as xifidiocercarias foram fotografadas e desenhadas em cémara



clara para posterior medigfo. As xifidiocercérias foram mortas em agua a 85°C e fixadas em
Bles para posterior coloragdo e observagio mais detathada da morfologia.

No presente trabalho, foram utilizadas as terminologias X-LC para as xifidiocercérias
eliminadas por Lymnaea columella e ainda X-DL ¢ X-BT para as eliminadas respectivamente
por Drepanotrema lucidum e Biomphalaria tenagophila.

As especies de moluscos coletadas foram identificadas por Maria Angélica C. R. Guitt],
do Departamento de Parasitoiogia, Instituto de Biologia, UNICAMP. 13 as larvas de culicideos
provenientes de Miracatu, foram identificadas por Aristides Fernandes do Laboratorio de

Culicidologia, Faculdade de Saude Publica, USP.
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PIRIIF 2 w5y
IR RN
iy 52 FLiVis

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO SR Ay o

sete espécies, sendo cinco pertencentes 3 familia Planorbidae, uma espécie pertencente 4 familia
Lymnaeidae e uma a familia Physidae (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de moluscos coletados no periodo de abril de 1996 a fevereiro de 1999,
nas quinze iocahidades do Estado de Sédo Paulo.

Espécies n° de moluscos
Lymnaea columella Say, 1817 (Basom., Lymnaeidae) 5137
Physa marmorata Guilding, 1828 (Basom,, Physidae) 1735
Biomphalaria sp.(Basom., Planorbidae} 1647
Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) (Basom., Planorbidae) 442
Drepanotrema sp. (Basom., Planorbidae) 257
Drepanotrema cimex {Moricand, 1839} (Basom., Planorbidae) 31
Drepanotrema lucidum (Pfeiffer, 1839) (Basom., Planorbidae) 41

Total 9290

O maior numero de moluscos coletados foi de L. columella porque as coletas foram
direcionadas a esta espécie, pelo motivo da mesma ser indicada como hospedeira frequente de
trematodeos das familias Plagiorchiidae, Prosthogonimidae e Haematoloechidae. Assim, todos
os exemplares de L. columella encontrados nos criadouros foram coletados, enquanto das

outras espécies foram tomadas apenas amostras.
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Em todos os criadouros havia vegetacdes aquatica & marginal, além da presenca de aves
silvestres. Em Miracatu, SP também foi observade a presenga de bovinos, anfibios, peixes e
larvas de mosquito pertencentes a familia Culicidae [Culex (Cx.) coronator Dyar e Knab, 1906,
Cx. (Cx) declarator Dyar e Knab, 1906, Cx. (Cx.) fgrus Root, 1927 e Aedes {Gch)
scapularis (Rondars, 1848)]. Estas espécies de mosquitc foram encontradas na mesma colegio
de 4gua onde estavam presentes exemplares de L. columelia em pegadas de bovinos, no pasto
onde foram realizadas as coletas. As larvas de mosquito coletadas foram avaliadas em relagio
a0 parasitismo natural por trematddeos, nematddeos e microsporideos, porém mostraram-se
ndo infectadas.

A Tabela 3 apresenta o resultado da analise fisico-quimica da 4gua dos criadouros que
mostraram as seguintes variacles: pH (5 a 8,2), teor de ferro (0.5 2 3 mg/l), sulfito (6,4 a 100
mg/l), alcalinidade (19 a 82 mg/l), cloreto (8 a 94 mg/1) e dureza (18 2 225 mg/l),

Na localidade MIR a variagiio de Fe foi a2 maior encontrada (0,5 2 3 mg/l), enquanto
que nas outras localidades esta variagio foi menor (0,5 2 1 mg/l) e na localidade PAUL foi
encontrado 2 mg/l de Fe. Também na localidade MIR encontrou-se o maior teor de dureza
(225 mg/l). O valor maximo encontrado para sulfito foi de 100 mg/] e foi obtido nas localidades
ELISA, ESALQ, JAG ¢ LOUV. A maior alcalinidade (82 mg/l) foi obtida na localidade
ESALQ e cloreto de 94 mg/l na localidade IRIS.
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Tabela 3 — Relagio dos valores minimos e maximos das caracteristicas fisico-quirnicas da agua
dos criadouros (temperaturas do ar & da agua, pH, Ferro, Sulfito, Alcalinidade, Cloreto e
Dureza), referentes as coletas realizadas no periodo de abril de 1996 a fevereire de 1999, nas
diversas localidades do Estado de Sio Paulo.

Localidade Temperatura (°C) pH Propriedades quimicas (mg/l)
(Sigla) ar dgua Fg Sulf. Alcal. Cior. Dr.
CAP 26 - 29 24 - 30 5,5-60 1 30-33 3-8  15-25 31-90
CEPTA 23 26 6,0 1 6 20 8 30
ELISA 26 25 6.6 1 100 67 81 42
ESALQ 25-28 2426 5,5 1 92-100  63-82  76-85 3345
RIS 2930 26 - 28 55-60 9,5-1 10-40 22 -39 80-94 22-30
JAG 29 -31 26 - 30 53-60 i 98 - 100 5% -68 79-80 39-43
LOUY 21.5-28 1727 55-872 85-1  44-100 2274 55-90 33-46
MIR 20-35 18 -390 50-60 05-3 12-33 2979 11-34 51-225
PAUL 26 23 5,0 2 95 60 82 39
REG 26-30 25-31 5,5-6,0 1 60— 80 23-51  53-73 18-30
ROSA 24 16 7.0 1 98 60 S0 323
SALT 25 26 6,0 1 29 40 iz 55
TAQU 24 - 28 22-125 6,0-6,5 1 86 -97 39-65 62-78 29-36
UNI-I 27-29 24 -26 55-6,0 i 97-98 40 -74 87-88 37-42
UNI-H b7 i6 6,0 i 99 60 50 39

CAP - Registro; CEPTA - Pirassununga, ELISA - Campinas; ESALQ - Piracicaba; IRIS - Campinas, JAG - Jaguariina;
LOUV - Louveira, MIR - Miracato; PAUL - Paulinia; REG - Registro; ROSA - Campinas, SALT - Americana;, TAQU -
Campinas, UNI-I - Campinas;, UNII - Campinas.

As espécies coletadas demonstraram ter capacidade para colonizar colegdes de agua
com grandes diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas.

Segundo HYMAN (1967) moluscos pulmonados aquéticos em aguas com pH igual ou
menor que 6,0 $80 raros ou ausentes. Porém, neste estudo as espécies foram bem tolerantes as

variagdes de pH, ocorrendo de 5,0 (muito acide) até 8,2 (alcalino).
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Em trés coletas na localidade MIR encontrou-se um pH muito acido (5,0). L. columelia
demonstrou ser mais tolerante ao pH acido que as outras espécies, sendo gue em uma destas
coletas apenas um pequeno numero de limnéias i encontrade.

Na localidade SALT registrou-se um pH 4cido de 6,0 e na localidade TAQU o pH
maximo foi de 6,5, enquanto que UET A (1976) registrou nas mesmas localidades pHde 65 e
7,3, respectivamente.

O maior pH registrado foi de 8,2 na localidade LOUV onde nesta oportunidade foram
encontradas mais Physa, seguidas por Lymngea e poucas Biomphalaria. KRULL {1933b}
verificou a tolerdncia de L. columella a variacio do pH e em laboratério COMpProvou a
capacidade destas sobreviverem em éguas 4cidas. Segundo MALEK (1958) o pH raramente é
um fator hmitante na distribuico de moluscos mas pode no entanto ter esse efeito quando
associado a outros fatores.

WILLIAMS (1870} estudou a distribuiclio e densidade de mohiscos aquéticos na
Rodésia em relag@o a0 teor de bicarbonato de caleio na agua. De acordo com a concentracio
de célcio ¢ bicarbonato ele classificou os pontos de estudo da seguinte forma:

agua mole - menos de 5 mg/l de Ca e menos que 20 mg/l de bicarbonato em CaCOQs.

agua media — 5 a 40 mg/l Ca e 20 a 200 mg/l de bicarbonato em CaCO;.

Agua dura — acima de 40 mg/i de Ca e acima de 200 mg/l de bicarbonato em CaCO;.

De acordo com a classificagio de WILLIAMS (1970) a 4gua de todos os criadouros
observados neste estudo foram do tipo 4gua média com valores variando de 19 a 82 mg/l de
CaCQs. L. columella ocorreu em todas as faixas de sgua média e em maior quantidade em
aguas com alcalinidade entre 20 a 42 mg/l. WILLIAMS (1970) encontrou B. pfeifferi em aguas
médias e duras e esta espécie foi menos tolerante a dgua mole. UETA (1976) registrou a
presenca de L. columella em criadouros do tipo 4gua mole e 4gua média, havendo
predominancia para o tipo dgua média.

Segundo MALEK (1958) o conteiido de cilcio na agua poderia ser tomado como
medida de dureza, para fins praticos, uma vez que os sais de calcio juntamente com os de

magnésio s30 os principais responséaveis pela dureza da agua.
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Em relacBo a dureza encontrou-se neste estudo valores muito varidveis e as espécies
toleraram bem estas vanacdes. Segundo UETA (1976) a dureza da agua parece estar
relacionada com a resisténcia das conchas dos moluscos.

De acordo com WILLIAMS (1970} os fosfatos influenciam no crescimento de algas
que constitiem parte dz dieta alimentar dos moluscos. Para este mesmo autor sulfitos e
cloretos em baixas concentracfes tem eferto hmitante 3 ocorréncia dos moluscos. No presente
estudo no entanto, moluscos ocorreram nas faixas de 6,4 a 100 ¢ 8 a 94 mg/l de sulfito ¢
cloreto, respectivamente.

Quanto a quantidade de ions ferro, na localidade MIR ocorrew a maior concentragio
apresentando um valor de 3,0 mg/l e nesta ocasio observou-se que L. columella foi mais
iolerante gue as oulras especies.

HARRY eof ai {1957, POINTIER er ol (1977) ¢ REY & PESSOA (1953)
encontraram valores também de certa forma discrepantes em relag8o a alguns fatores quimicos
da 4gua como alcalinidade de 415 mg/1, ou 5,4 mg/l de ferro e 3500 mg/l de cloreto em habitats
colonizados por Biomphalaria glabrata. Apesar da composicio quimica da 4agua dos
criadouros em estude apresentarem wvalores variaveis nas mesmas localidades em coletas
distintas, acredita-se que a Intolerincia a variagdes fisico-quimicas da agua nio deva ter sido
motivo para algumas espécies de molusco ndo estarem presentes ou abundantes nos criadouros
em determinadas €pocas. Mais provaveimente, o padrfo encontrade poderia estar sendo
definido por fatores bidticos, tais como a competigiic entre as espécies por recursos ou ainda
pela propria capacidade de dispers8o. As alteragbes das caracteristicas fisico-quimicas
observadas em Miracatu, como por exemplo as variactes de ferro de 0,5 a 3 mg/l e dureza de
51 a 225 mg/l podem ser atribuidas a influéncia humana e interferéncias pluviométricas que
ocasionam a mistura de fezes do gado na agua dos criadouros.

Os resultados da exposicdo dos moluscos 4 luz para pesquisa de cercérias estdo
expressos na Tabela 4 e na Tabela 5 pode ser observada a prevaléncia mensal (incidéncia) do

parasitismo na localidade MIR.
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Tabela 4 — Dados referentes ao némero de moluscos coletados nas diversas localidades do
Estado de S#o Paulo, no periodo de setembro de 1996 a feversiro de 1999 e 3 eliminacio de
cercarias quando expostos 4 luz incandescente de 60W, por um periodo médio de 1 hora,

Zigla das Localidades
Moluscos positivos & = e - .
cercdrias ¢ total soletado & 1 = > — < & - " B
bt [« o -z o ,rs s jas e w — -4 - -
< R A wm L O < < ot < Z Z
[ Ll oAl oA fe— oy ] o =41 oA ] bl o -
n° de coletas 2 i 1 3 2 2 g i 2 i i 2 2 i
Biomphalaria spp.
Furco. 1 1
Total coletado 12 122 2 59 481 0 681 O 4 13 2 43 (4] 5
P. marmorata
et
Total coletade 11 1 49 93 61 0§ TR 3 55 115 3 3z 43 0
L. columella
Furco. 1
Echin. H
Total coletado 712 563 © i37 48 95 898 O 214 66 G 79 &5 5
Drepanoctrema spp.
Cerc.
Totalcoletado 0O O O 0 { 17 0 0 0 G 0 1 0 0

CAP - Registro, CEFPTA - Pirassununga; ELISA - Campinas, ESALQ - Piracicaba; IRTS - Campinas; JAG - Jaguarifina,
LOUV - Louvewra, PAUL - Paulinia; REG - Registro; ROSA - Campinas;, SALT - Americana; TAQU - Campinas, UNEI -
Campinas;, UNI-II — Campinas, Furco. - furcocercérias; Cerc. — cercarias, Echin. — cercarias de equinostomatideos.
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Tabela 5 — Incidéncia mensal do parasitismo no municipio de Miracatu, SP (MIR), no perfodo
de setembro de 1996 a fevereirc de 1999,

%e de posttividade pera o parasitismo

Meses Espécies Total : . - L+ .
de co- coleta- o —;5 . s e O Le L
leta . L2 a aa § AE S _ =5 =F
= = = o B =
= oo R W oMm o ME xR em
Set/$6  Biompholariaspp, D g it g g g 4 0 g g 4]
P, marmorala 17 i it 4] 0 g ] G g 1 1]
L. columelia 45 0 g 44 0O O G ¢ 44 O 0
Drepanotremaspp. 0 g g 0 0 0 g g 0 0 0
Ou/96  Biomphalaria spp.  § g 0 0 0 0 o o th & 0
P. marmoraic g 0 ¢ ¢ 0 G G g i 1] G
L. columella 24 ¢ 0 83 0 0 0 O 0 0 0
Drepoanotrema spp, 0 g o 0 O ] G g i g G
AgolS7 Biomphaloriaspp. 2% g 0 g g t Y 0 g 0 t
P. marmorats 8 th O it 4 0 0 0 g i 0
L. cofumelln &7 4 0 ] 0 0 g 4 0 3.2 ¢
Drepoanofrema spp. 4 0 O O 0 8 i Q 0 0 0
Out/97  Biomphalaria spp. 50 0 g 0 0 0 iy ) 0 0 0
P. marmoraia 2 0 0 G 6 0 0 0 8 & g
L. eolumelia 330 0 0 Hj 0 0 G ¢ 0 0 0
Drepanoirema spp. 22 i ¢ 0 0 0 0 ¢ 0 ¢ 0
Dez/97 Biomphalariaspp. 80 0 3 0 0 0 ¢ ¢ ] 0 0
P. marmorata 12 0 0 i 0 G o ¢ 0 0 G
L. columelia 101 g 0 0 0 0 0 0 0 0 ¢
Drepanotrema spp. 71 0 O ) 0 & G 0 0 0 O
Jan/98 Biomphalaria spp. 7 0 0 0 G 0 0 0 G 0 0
P. marmorate 0 0 0 0 G 9 g 4 G g 0
L. columella 27 G 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Drepanotremaspp. 15 0 0 0 0 0 0 0 & 0 0
Ago/98 Biomphalariaspp. 62 0 0 it 0 0 0 0 0 0 0
P. marmorata I ¢ o 0 8 0 8 O o 0 ]
L. columella 164 0 t 0 G 0 ] ¢ it 1,2 0
Drepanotrema spp. 19 0 0 G 0 0 0 0 0 & 0
Set/98  Biomphalaria spp. 208 O 0 0 G tH G 0 0 0 O
P. marmorata 175 0 g G th G 0 O 0 0 G
L. columella 252 0 G 04 O 08 O ] G 0 0
Drepanotrema spp. 108 0 O 0 G 0 0 0 0 0 0
Out/98 Biomphalaria spp. 47 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0
P. marmoraia 64 0 g 0 0 G G 0 0 o G
L. columella 413 0 G 0 0 ,0 0O 0 0 0 g
Drepanotrema spp. 33 0 & 0 3.0 0 0 ) 0 0 0

Fur ~ furcovercarias; Fur ¢/ + s/ ocelo — infecgdo dupla por furcocercérias com ocele e furcocercarias sem ocelo, X-LC ~
xifidiocercarias eliminadas por L. cofumella, X-DL e X-BT ~ xifidiocercérias eliminadas por D. lucidum ¢ B. tenagophiia,
Fh ~ cercaria de F. hepatica, Ech ~ cercéria de equinostomatideo; X-BT + Ech - infecfio dupla por xifidiocercarias
eliminadas por X-BT e cercérias de equinostomatideo; X-LC + Fh — infecgfio dupla por xifidiocercérias eliminadas por L.
columella & cercérias de F. hepatica, X-LC -+ rédias - infecsdio dupla por xifidiocercrias eliminadas por L. columella ¢
rédias; X-LC + Ech. - mfeccio dupla por xifidiccercérias eliminadas por L. columefla © cercarias de equinostomatidec
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Continuacio da Tabela 05

% de positividade para o parasitismo

Meses Espécies Total

’ ~ + + + +
de co- coleta- 5= o oA . 0 G o
feta o 452 A% 5 @sa_ 23 2%
mo omewm o x %M @ om o Mm MR X E xHE
Nov/98 Biomphalaria spp. 59 it 0 o 136 © 0 1] O 0 0
P, mormorata 21 & & 0 0 i & g 4 0 G
L. columelia 635 O 8 g 0 8,2 ¢ 0 £ G g
Drepanolrema spp. 3 2 o 0 0 it iy 0 & & g
Tez/98 Bicomphalaria spp. 66 1,5 0 0 L5 0 0 0 g tH g
P. marmoraia 3 g 0 ¢ O 0 0 a 0 1] g
L. columella 180G G g 22 0 Y tH 0 ¢ ] ]
Drepanotrema spp. 36 0 O 0 0 0 g 0 0 0 g
1an/99  Biomphalaria spp. 11 0 O g 0 0 g G g i i
P. maormoraia 44 0 G G 0 iy O 0 O 0 4]
L. columelia 113 O 0 0 O 02 o O G ) tt
Drepanoirema spp. 58 L7 0 O 0 ] G 0 G 0 0
Fev/98 Biomphalaria spp. 141 g 0 o 156 © 4,1 43 ¢ g g
P. marmorata 43 0 4] U 0 g 0 O 0 g i
L. columelin 60 0 0 0 O it 3300 0 3 L7
Drepanocivema spp. 150 0 O O 0 0 o 0 0 O 0

Fur - furcocercérias; Fur of + s/ ocglo — infecglo dupla por fuzcocercérias com ocelo e furcocercarias sem ocelo; X-LC ~
xifidiocercérias eliminadas por L. columella, X-D1. e X-BT - xifidiccercarias eliminadas por [0, lucidum € B. tenagophila,
Fh — cercaria de F. hepatica, Ech - cercaria de equinostomatideo, X-BT + Ech — infeglio dupla por xifidiocercarias
eliminadas por X-BT e cercirias de equinostomatideo; X-LC + Fh - infecgfio dupla por xifidiccercérias eliminadas por L.
columella e cercarias de F. hepatica, X-1.C + rédias - infecofio dupla por xifidiocercarias eliminadas por L. columella e
rédias; X-LC + Ech. - infecgdo dupla por xifidiccercarias eliminadas por L. columella ¢ cercérias de equinostomatideo

Como pode ser observado na Tabela 4, foram encontrados moluscos parasitados por
cercarias as quais foi possivel identificar como sendo de Fasciola hepatica pela sua morfologia.
Com relagdc as demais cercarias, foi possivel identificar duas familias: Echinostomatidae e
Haematoloechidae (xifidiocercarias) e un tipo morfolégico (furcocercaria).

Quanto a morfologia das xifidiccercarias, duas variagdes foram encontradas. A primeira
(X-1.C) eliminadas por L. columella, foram identificadas como xifidiocercarias com uma
membrana terminal na cauda. A segunda variagio encontrada parasitando D. lucidum e B.
tenagophila (X-DL/X-BT) possuiam o corpo muito semethante as eliminadas por L. columella,
porém, a cauda ndo apresentava a membrana terminal. Tanto as xifidiocercarias eliminadas por

limneideos como as de planorbideos, originaram-se de esporocistos. Baseando-se em estudos

" Duas espécies de Drepanotrema foram coletadas, D. Jucidum ¢ D. cimex, porém a eliminacio

de cercarias ocorreu apenas por D. fucidum.
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morfologicos, as xifidiocercarias obtidas foram classificadas como pertencentes a subordem
Plagiorchiata. Comparando-se as X-LC com as estudadas por KRULL (1930, 1931, 1932,
1933a e 1934), DUOLLFUS ef gl (1960), DRONEN (1975) e BOURGAT & KULO (1979), as
semelhancas observadas, fornecem indicios de que as mesmas possam pertencer a0 género
Haematoloechus.

Em uma das coletas realizadas em Louveira, SP (LOUV - 27/05/96) foi encontrado um
exemplar do geénerc Biomphalaria eliminando furcocercérias do tipo “caratinguensis”
representando 1,9% de parasitismo, sem ocelo e com faringe bem visivel ao microscdpio
dptico, provavelmente originarias de esporocisto. Apos a morte do exemplar positive, 0 mesmo
foi comprimido entre duas placas de vidro e detectou-se um esporocisto ramificado (filetes) ¢
dentro do mesmo {01 encontrada uma metacercéaria.

Nas coletas realizadas em Campinas, SP, na localidade UNI-I um exemplar de L.
columella estava positive & infecgBio eliminando furcocercarias (prevaléncia de 2,3%).
Enquanto que na localidade ROSA, um molusco do género Biomphalaria e outro L. columelia
estavam positivos & infecgfo eliminando furcocercarias, representando 7,6% de moluscos
parasitados por este tipo de cercaria. Também houve 1,5% de parasitismo por cercaria com
duas ventosas ¢ colar de espinhos pertencente 4 familia Echinostomatidae.

Exemplares da espécie L. columella coletados em Miracatu, SP (MIR) apresentaram
uma prevaléncia 2 X-LC que variou de 0,4 a 8,3%, ja para F. hepatica esta variacio foi de 0,2
a 1,0 e 3,3% a cercarias de equinostomatideos (Fig. 1). O parasitismo por X-LC em L.
columella foi observado principalmente nos meses de agosto e setembro, ocorrendo também
em outubro, dezembro e fevereiro, sendo que a maior ocorréncia de parasitismo por X-LC foi
obtida no més de setembro/96. Observou-se que a variacio da prevaléncia esteve relacionada
com as precipitagdes, pois nos meses de verfic quando aumentava o indice pluviométrico
ocorria inundagio dos criadouros ocasionando o deslocamento de grande nimero de moluscos
para outros locais. O ciclo de vida do molusce hospedeiro também pode ter influenciado o
parasitismo, pois enquanto em uma coleta havia um grande nimero de adultos de L. columella
por exemplo, ja no més seguinte somente jOvens eram encontrados. Isso fez com que ocorresse

provavelmente uma diluicio na prevaléncia dos trematodeos. Fendmeno similar foi observado
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por YODER & COGGINS (1998) onde 2 prevaléncia de plagiorquideos diminuiu com a

mortalidade de adultos de L. stagnalis e com aumento de moluscos idvens ndo infectados.
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Figura 1 - Prevaléncia (%) de trematédeos parasitando Lymnaea columella em pasto de
criagdo de bovinos em Miracatu, SP, entre setembro de 1996 z fevereiro de 1999,

Infeccdes duplas por X-LC e cercérias de equinostomatideo ocorreram em um molusco
representando 1,7% de parasitismo e de X-LC e rédias (ndo foi possivel a confirmagio do
trematbdeo) em quatro moluscos que variou entre 1,2 a 3,2% de parasitismo. Outros dois
moluscos estavam duplamente infectados com cercarias de F. hepatica e X-LC em formacio, o
que representou 4,4%. Apds dissecgiio de 15 exemplares de L. columella foi detectada a
presenca de varios Chaetogaster (Nematoda) além de outro nematédeo niio identificado. B,
tenagophila desta localidade apresentaram uma prevaléncia que variou de 1,5 a 15,6% a X-BT,
14,1% 2 cercérias de equinostomatideo e 1,5% de parasitismo por furcocercarias (Fig.2). O

parasitismo por X-BT em moluscos planorbideos foi observada nos meses de novembro,

dezembro e fevereiro.
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Trés moluscos (3,8%) apresentaram infecgio dupla a dois tipos de furcocercarias, uma
com ocelo e outra sem esta estrutura. Seis moluscos ainda (4,3%) apresentaram-se duplamente
infectados com X-BT e cerciria de equinostomatideo. MANGA-GONZALEZ ef ol {1994)
também detectaram infecglio dupla por F. hepatica e Plagiorchis elegans (xifidiocercérias) em
moluscos da espécie L. fruncatulo coletados em diferentes épocas do ano em Redipoilos,
Espanha. De acordo com 0s autores, a presenga de uma espécie de trematddeo no molusco
dificulta o esiabelecimentc de outras, por este motive enconira-se um mimerc baixc de
moluscos com parasitismo multiplo por trematédecs. Quando ocorre infecgfio dupla no
entanto, costuma haver predominincia de uma espécie sobre a outra. FERNANDEZ & ESCH
(1991} observaram que em moluscos duplamente infectados por cercérias de Echinostoma
wivolvis e xifidiocercarias de Haematoloechus longiplexus, ocorren uma domindncia do
primeiro trematédec sobre o segundo, sendo encontradas muitas rédias do equinostomatideo e
apenas um pequenc nimero de esporocistos do hematolequideo.

Em nenhuma das localidades foram coletadas Physa marmorata infectadas.
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Figura 2 Prevaléneia (%) de trematddeos parasitando Biomphalaria tenagophila em pasto de
criacio de bovinos em Miracatu, SP, entre dezembro de 1997 2 fevereiro de 1999,
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Pode-se observar na Jocalidade MIR (Miracaty, SP), gque mesmo em pequena

porcentagem, a predominéncia do parasitismo tanto em limneideos como em planorbideos foi

por xifidiocercarias.
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3. ASPECTOS MORFOLOGICOS DE XIFIDIOCERCARIAS PROVENIENTES DE
INFECCAQ NATURAL DE Lymreaea columella SAY, 1817 (BASOMMATOPHORA,
LYMNAFEIDAE) E DE Biomphalaria tenagophila ORBIGNY, 1835
(BASOMMATOPHORA, PLANORBIDAE) COLETADAS EM MIRACATU, SP

3.1, INTRODUCAQ

As cercérias corresponder a fase imatura de vida livre dos trematodeos digeneéticos e
sdo classificadas através de caracteres morfologicos peculiares. O nimero e arranio das
ventosas, presen¢a cu auséncia de colar de espinhos ou de estiletes na ventosa oral e 2
morfologia da cauda s&o as principais caracteristicas utilizadas na classificagiic {(OLSEN,
1974). Os tipos morfolégicos mais cormuns pelos quais as cercarias sio caracterizadas sio:
furcocercéria, xifidiocercéria, oftalmocercaria e microcercaria. Porém, existemm grandes
variagbes morfologicas entre as cercarias de diferentes espécies,

As xifidiocercéarias t8m como caracteristicas basicas a presenca de um estilete na
margem anterior da ventosa oral e cauda longa, que as distinguem das microcercarias.
Caracterizam-se também, por desenvolver-se em esporocistos e encistar em mvertebrados,
raramente em peixes, podendo encistar em esporocistos de outros trematodeos (ROBERTS &
TANOVY, 1996). As espécies de trematddeos digenéticos que possuem xifidiocercarias,
pertencem a ordem Plagiorchiformes. BROOKS & McLENNAN (1993) classificam esta
ordem em seis subordens, sendo que em Plagiorchiata, encontram-se as familias
Dicrocoeliidae, Prosthogonimidae, Plagiorchiidae ¢ Haematoloechidae. Os dicrocoelideos sio
parasitas do figado de vérios vertebrados, porém raramente ocorrern em humanos. Os
prostogonimideos sdo parasitas de oviduto, bursa de Fabricius e intestino de aves. J& os
plagiorquideos parasitam o intestino de todas as classes de vertebrados, tendo poucos registros
da ocorréncia natural de Plagiorchis muris Tanabe, 1922 em humanos (ASADA er al, 1962,
RADOMYOS ez al., 1989 ¢ HONG e? al., 1996), enquanto que os hematolequideos parasitam
somente pulmbes de anfibios, portanto, nfio tendo importincia médica nem econdmica.

No presente trabalho foram realizados estudos morfologicos comparativos de
xifidiocercérias armadas de duas espécies ¢ das metacercérias obtidas do encistamento de uma

delas. Com a finalidade de estudar algumas fases do ciclo biologico desses trematddeos
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avaliou-se experimentalmente a infectividade dessas cercarias em larvas de mosquito e

posteriormente de suas metacercérias em anfibios.

32. MATERIAL £ METODOS

As xifidiocercarias utilizadas neste estudo foram obtidas de infecgio natural de
exernplares de moluscos de dgua doce das espécies Lymmaea columella Say, 1817 e
Biomphalaria tenagophila Orbigny, 1835 coletados na Fazenda Bananal, em Miracatu, SP. O
local da coleta foi um pasto de criagSio de bovinos, com valas laterais e que normalmente
alagam nos periodos de alto indice pluviomsétrico. As coletas mensais foram realizadas em
setembro e outubro de 1996, agosto, outubro e dezembre de 1997, janeiro e de agosto a
dezembro de 1998 ejaneiro e fevereiro de 1999,

Para obtengfio das cercirias os moluscos foram expostos 3 luz de lampada
incandescente de 60 W por um periodo médic de uma hora. Os exemplares gue nio
eliminaram cercarias foram comprimidos entre duas placas de vidro para detectar infecgio
imatura (esporocistos e/ou rédias). As xifidiocercarias eliminadas foram observadas quanto ao
comportamento natatorio na agua onde emergiram.

No presente trabalho adotou-se a terminologia X-LC para as xifidiocercérias
eliminadas por L. columelia ¢ X-BT para as eliminadas por B. tenagophila. Para ¢ estudo
microscopico, as xifidiocercarias X-LC e X-BT foram montadas entre limina e laminuls em
uma gota de agua e coradas com vermelho neutro a 5% para serem observadas e fotografadas
a fresco (vivas} ou coradas com lugol fraco para a2 mesma finalidade, porém com as cercarias
recem-mortas. Apos a observagio, as mesmas foram desenhadas em camara clara no aumento
de 200 vezes e posteriormente medidas por comparagic com escala de lAmina de micrometria.
Para medi¢do e observacio de detalhes da morfologia, 300 X-LC foram mortas em agua
aquecida a 85°C, fixadas em Bles e posteriormente coradas com Giemsa. Trinta X-LC e cinco
X-BT a fresco (vivas) foram coradas com vermetho neutro a 5%, desenhadas e medidas por
comparacdo com escala de ldmina de micrometria. Posteriormente, o material foi comparado
com desenhos, medidas ¢ as descricdes de KRUL (1930, 1931, 1932, 1933a), DOLLFUS ef dal.
(1960), DRONEN (1975) e BOURGAT & KUJLO (1579).
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Para obtengdio de metacercarias (cercarias encistadas), 20 larvas de Gltimo estadio (La)
de Aedes aegypri Linnaeus, 1762 foram expostas agrupadas & X-LC e 20 L; de Aedes
albopictus Skuse, 1894, foram expostas agrupadas & X-BT. Utilizou-se 5,2 cerc /larva (2,6
cerc/ml) no primeiro caso e 6,0 cerc./larva (3,0 cerc./m!) no altimo caso. Posteriormente, as
larvas dos mosquitos foram dissecadas para isolar as metacercérias e observadas a fresco
(vivas) utilizando-se lupa e microscépio optico no aumento de 200 vezes e desenhadas a
seguir em cé@mara clara para posterior medicio. Dez metacercarias encistadas sem laminula,
para evitar © excistamento, e sete excistadas artificialments por compressio entre lAmina e
laminula foram desenhadas ¢ medidas através de comparacio com escala de limina de
micrometria.

Com o objetivo de confirmar © género das xifidiocercarias em estudo, foram feitas
infecgbes experimentais de metacercirias com idade de cinco dias em dois anfibios visando
obter o trematOdeo adulto nestes possiveis hospedeiros definitivos. Foram utilizadas f8meas
adultas de Rana cafesbeiana (Ranidae) oriundas de um ranério da regifio de Campinas, SP,
que foram mantidas no laboratoric ¢ examinadas previamente quanto a eliminagio de ovos de
trematodeos pelo Método de Hoffman. Optou-se pela utilizacio de ras oriundas de cativeiro
devido a maior facilidade desses animais aceitarem dietas artificiais, manuseio, enfim
adaptacio mais facil a essas condigdes. Posteriormente, cada 13 recebeu oralmente trés larvas
de Ae. albopictus infectadas experimentalmente com um nimero de metacercérias que variou
entre uma a quatro completando um total de sete e oito metacercarias, respectivamente.
Aproximadamente dez dias apOs a infeccgdio, essas duas ris foram reinfectadas com 13 e 20
metacercarias respectivamente. Durante quatro meses, as fezes das r3s foram examinadas
quinzenalmente para deteccio de ovos de trematédeo. Posteriormente, as ris foram

necropsiadas para pesquisar os vermes jovens e adultos em seus orgios.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAC

As X-LC eliminadas de moluscos da familia Lymnaeidae ¢ as X-BT de Planorbidae

desenvolveram-se em esporocistos.

3.3.1. Xifidiocercaria X-LC
3.3.1.1. Morfologia dos esporocistos

Os esporocistos que originaram as X-LC foram encontrados dispostos lado a lado na
gléndula digestiva de L. columella. Apresentaram variagBes de tamanho, morfologia oval
alongada e oclulas germinativas em vérios estagios de desenvolvimento de cercarias. Nos
esporocistos maduros foram encontradas xifidiocercarias maduras, zlém de xifidiccercarias

imaturas em varias fases de desenvolvimento (Fig. 1).

3.3.1.2. Morfologia da cercaria

As cercarias obtidas (Fig. 2), foram classificadas como xifidiocercérias armadas,
segundo OLSEN (1974). Apresentavam corpe oval com uma depressdo na parte posterior
(acnde insere-se 2 cauda) e eram incolores. A cauda quando extendida era longa e apresentava
uma membrana terminal densamente pregueada. Tal membrana localizava-se dorso-
ventralmente na extremidade da cauda, sendo que na parte dorsal tinha o dobro da extensio
ventral. As cercarias mostraram possuir ventosa oral com um estilete longo, um pouco
achatado com espessamento na base da limina e parte posterior um pouco dilatada. Dois
grupos de glandulas de penetragdo situavam-se anterolateralmente i ventosa acetabular com
cinco células quase sempre visiveis de cada lado, porém, esta contagem ndo foi precisa devido
a opacicidade da cercaria em observagio “in vivo”. Tais células apresentavam niicleos bem
nitidos. Os ductos das glindulas de penetragiio seguiam lateralmente e abriam-se na regifo
anterior da cercaria ao lado da extremidade do estilete. A faringe apresentava-se bem visivel
em contraste de fase. O sistema excretor (canal e vesicula) em forma de Y. Células flama e
glindulas cistOgenas ndio ficaram visiveis 3 observagio em microscopia éptica, nem em

contraste de fase. Os valores das dimens&es minimas, méximas & médias das xifidiocercarias
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estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios, minimos e maximos {um) referentes a morfologia de X-LC
obtidas de infecgdo natural de L. cofimella.

Xifidiocercarias (n = 30) Média (DP) Minimo Maximo
Comprimento do corpo 236,8 (18,8} 208 276
Largura do corpoe 1204 (5,6} 112 132
Comprimento da cauda 1936 (15,6) 160 220
Largura da cauda 37,46 (4,03 32 44
Diametro v. o. 58,8 (4,8) 48 64
Didm. v. a. 46,5 (5,6) 40 60
Didmetro faringe 18,4 (3,6) 16 28
Distdncia v.0. - v.a. 74,53 (14.8) 48 108
Distdncia v.o. - far. 14,044 8 24
Distéancia v.a. - far. 42.0(13,6) 20 80
Comprimento do estilete 23,73 (3,6) 20 32
Largura do estilete 4.0 {0) 4 4

v.0. - ventosa oral; v.a. - ventosa acetabular, far. - faringe
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Fig. 1 - Esporocisto que originou as X-LC, obtido de infecglio natural de L. celumella
proveniente de Miracatu, SP.
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Fig. 2 — X-LC originada de esporocisto obtido de infecgfo natural de L. columella proveniente
de Miracatu, SP.
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3.3.1.3. Emergéncia e comportamento

As cercarias emergiram dos moluscos com o uso do estimulo luminoso. As mesmas
permaneceram nadando por toda a coluna d’4gua utilizando a cauda e algumas vezes fixando-
se com as veniosas no fundo do frasco para deslocar-se através de alongamento do corpo e
contracio da cauda. Segundo HAAS (1992}, o comportamento das cercarias pode ter
diferentes aspectos mas s8o compativeis com as relagles parasita-hospedeito, & com a
fisiologia, bioguimica, ecologia e evolucio do hospedeiro.

O comportamento apresentado pelas xifidiocercarias obtidas neste estudo parecer ter
relagio com o© comportamentio de larvas de mosquito e outros insetos aquaticos, como
odonatas, por exemplo, que constantemente nadam para o fundo do criadourc e para a
superficie da agua O fato das xifidiocercérias nadarem por toda a coluna d’4gua facilita o

contato com ¢ hospedeiro intermedidrio,

3.3.1.4. Infectividade

As xifidiocercarias apresentaram-se altamente infectantes ao segundo hospedeiro
experimental na primeira hora apos a emergéncia. Depois deste periodo, houve diminuigdo de
atividade, provavelmente devido a perda de reservas de energia. Apos seis horas da
emergéncia, a majoria das cercarias ja estavam depositadas no fundo do frasco e estavam
mortas apos 24 h. DEMPSTER & RAU (1989) obtiveram infecgdes experimentais de Ae.
aegypti pelo trematddeo Plagiorchis noblei Park, 1936, sendo que a infecgio méxima ocorreu
nos primeiros 30 minutos, ap6s este tempo, a infectividade diminuiu chegandoe a ser quatro

vezes menor ermn duas horas.

3.3.1.5. Metacercdrias

Apos 19 h de contato entre as xifidiocercérias e as larvas de de. aegypti, observou-se a
ocorréncia de infecgdo pela penetrag@io das cercarias no interior das larvas. A penetragio e ¢
encistamento das xifidiocercarias nas larvas de mosquito variou quanto z localizacio. Foram
encontrados cistos na cabega, cérvix, torax, segmentos abdominais, lobo anal e sifio
respiratorio {detalhes no item 4 - pag. 76). As metacercarias encistadas apresentaram-se como
estruturas esféricas transparentes quando visualizadas em Iupa. Quando examinadas em

microscopio Optico, foi possivel observar ainda o estilete da ventosa oral ¢ uma movimentagio
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muito grande dentro do cisto. A parede deste ainda mostrava-se muito elastica e os Grglos
internos das metacercarias ainda apresentavam-se semelhantes aos das cercarias. Ap6s 24 h, os
cistos escureceram tornando-se marrons, devido a formac8o da segunda camada da parede.
Perderam © estilete e pOde-se observar as ventosas oral e acetabular, faringes, sistemas
excretores {canal ¢ vesicula) em forma de Y e uma grande movimentagiio destas deniro dos
cistos (Fig. 3). FRIED (1994) menciona que para o encistamenic a cercdria demonstra
aumentar a atividade, as ventosas se fixam no tecido do hospedeiro intermediario, a cauda se
destaca do corpo e o material cistégeno £ liberado das glindulas cistdgenas para formar parte
ou toda a parede do cisto £ que secrecdes e/ou tecidos do hospedsiro podem contribuir para a
formaciio da parede do cisto. Segundo TAFT (1990) a terceira camada da parede do cisto se
forma em decorréneia de reages de defesa do hospedeiro. Quando excistadas as metacercarias
apresentarar morfologia oval (Fig. 4). Os valores referentes as dimensGes minimas, méximas

e médias dos cistos e das metacercarias excistadas est3o apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios, minimos e maximos (um) de metacercarias encistadas e
excistadas, obtidas de infecgiio experimental através de exposicdo de larvas de de. aegypti a4
X-LC.

Metacercarias Média (DP) Minime Maximo

Encistadas {(n = 10) Didmetro do cisto 134,8 (15,5} 100 152

Excistadas (n =7} Comprimento 330,83 {21.6) 31z 376
Largura 137,1 (15,9) 112 156
Didmetro v.0. 58,3 {4,5) 52 64
Difmetro v.a. 41,1 (3,0) 36 44
Digmetro faringe 29.1{1,9} 28 32
Distncia v.0. - v.2. 134.8 (11,9) 120 152
Disténcia v.o. - far. 10,0 (5.1) 6 1%
Disténcia v.a. - far. 95,7 (13,5 73 114

v.0. - ventosa oral; v.a. - ventosa acetabular; far. - faringe



Fig. 3 - Metacercaria encistada com idade de 24 h, obtida de infec¢fio experimental através de
exposicio de larvas de de. aegypri a X-LC.
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Fig. 4 - Metacercéria excistada com idade de 24 h, obtida de infecgfio experimental atraves
de exposicio de larvas de de. aegypri a X-LC.



Os estudos morfologicos das xifidiocercarias ¢ metacercarias do presente trabalho
permitiram concluir que o trematoda pertence a subordem Plagiorchiata e mais provavelmente
3 familia Haematoloechidae As X-LC e suas metacercarias apresentaram caracteristicas
morfologicamente similares as descritas por KRULL (1930, 1931, 1932, 1933a), DOLLFUS
et al. {19603, DRONEN (1975} e BOURGAT & KULO (1979), por este motivo acredita-se
que as mesImas possain pertencer ac género Haematoloechus. Embora estes autores tenham
descrito o ciclo destes trematodeos na América do Norte, Europa e Africa, hé a ocorréncia de
espécies de [Haematoloechus em paises da América do Sul, como Uruguai, Venezuels,
Colombia e Brasil (YAMAGUTI, 1958). Em 1927, TRAVASSOS & ARTIGAS registraram
nos Estados de 830 Paulo e Rio de Janeiro, Brasil, a ocorréncia de H. neivai nos anfibios
Leptodactylus ocellatus e L. penmiadactylus e mais tarde em 1930, TRAVASSOS &
DARRIBA, registraram ¢ encontro de uma outra especie no Estado de Sdo Paulo, A
fuelleborni parasitando os pulmdes de Bufo marinus.

A comparagio dos valores morfoméiricos do presente estudo com outros da
bibliografia, reforca 2 idéia de que as X-LC pertencam a uma espécie de Haematoloechus.
Assim, as cercarias de H. coloradensis estudadas por DRONEN (1975) séo xifidiocercarias e
tem valores das medidas minimas ¢ maximas em micrometros do comprimento do corpe que
se enquadram na faixa de valores encontrados no presente estude. O mesmo foi observado em
relacio as medidas do dimetro das ventosas oral e acetabular e comprimento da cauda que
apresentava tambem uma membrana terminal. O estilete das cercarias estudadas pelo referido
autor apresentaram comprimento (32 a 35 um) e largura (6 a 7 um) maiores que os do presente
estudo (comprimento de 20 a 32 um e largura de 4 um). As xifidiocercarias descritas por
DRONEN (1975) possuiam dez a guinze glindulas cistdgenas concentradas na metade
posterior do corpo. Apresentavam da mesma forma que neste trabalho, cinco pares de
glandulas de penetragio localizadas lateralmente ac acetdbulo com ductos passando
anterodorsalmente a ventosa oral. OO sistema excretor também era em forma de Y e 18 pares de
células flama arranjadas em grupos de trés. O autor obteve metacercarias do encistamento das
xifidiocercarias em ninfas de Odonata ¢ a metamorfose dos odonatas nfo afetaram a
viabilidade das metacercérias. Os cistos metacercariais com idade de duas horas mediam 160 a
188 um de didmetro. Doze dias apds, estas dimensbes nfo apresentaram diferengas

significativas. Trés dias apds o encistamento, as metacercarias perderam o estileie da ventosa
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oral. A vesicula excretora apresentou-se escurecida e apds doze dias todo o cisto estava
escurecido. Metacercarias excistadas de A jofmsoni mensuradas por BOURGAT & KULO
{1979} apresentaram valores em um de comprimento ¢ largura do corpo, ventosas e faringe
também préximos a0s encontrados neste estudo. A vesicula excretora se extendeu aié a altura

da faringe e esta apresentava grinulos refringentes. O tubo digestivo estava invisivel.

3.3.1.6. InfeccBo experimental em anfibios

A infecdo experimental em Rana catesbeiana tendo como premissa que s3o anfibios os
possiveis hospedeiros definitivos, n3o teve resultado positivo. Uma das rds infectada
experimentalmente, morreu 15 dias apds a ingestfio de metacercérias e em sua dissecgio
observou-se hemorragia interna. O figado, intestino e pulmbes estavam necrosados. Nos
pulmbes, apds fragmentagfio, ndic foram encontrados trematédeos e no sangue havia
tripanossomatideos. A outra 18 gue também fol exposta as metacercarias, foi mantida no
laboratério per quatro meses, periodo em que suas fezes foram examinadas periodicamente,
porém apresentaram-se negativas a presenca de ovos de trematodeos.

Acredita-se que estas infecgSes experimentais em R cafesbeiana nio tiveram éxito
devido a fatores como: uma especificidade do parasita em relacBo a outro hospedeiro
definitivo, que a idade do anfibio utilizado poderia nédo estar compativel aquela necessaria &
aquisicio dos parasitas; as metacercdrias ainda nfo estarem infectantes; ac numerc de
metacercarias ser insuficiente para a infecgBo ou ainda devido a respostas fisiologicas do
hospedeiro {fémea adulta}, que pode ter impedido o desenvolvimento do parasita, eliminando-
o. O trematddeo em estudo pode ser especifico a uma das espécies de anfibios encontradas no
local de coleta, por isso ndic se desenvolveu em R. catesbeiana que € uma espécie que ndo
ocorre naturalmente no Brasil. No ambiente de estudo foram coletados Bufo paracnemis e
Leptodactylus sp., além de uma espécie observada, porém néc coletada. Segundo DRONEN
(1975) Haematoloechus coloradensis (Cort, 1915) tem especificidade para seu hospedeiro
definitivo K. pipiens, demonstrando em infecgbes experimentais um desenvolvimento tardic
em salamandras da espécie Ambystoma tigrinum, e ndo se desenvolve também em R

catesbeiana.
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DRONEN (1977) utilizando R catesbeiona de vérios tamanhos em infecgdes
experimentais com H. breviplexus Stafford, 1902, observou também que ris adultas com pesos
maiores que 460g foram refratérias & infecgfio e que mecanismos fisiolégicos podem causar
diminuigio da intensidade da infecgfo. SHIELDS (1987) observou que A longiplexus
Stafford, 1902 morreram em rés infectadas quando estas atingiram a maturidade sexual & quea
senescéncia do parasita e/ou caracteristicas fisiologicas do hospedeire podem ser Tesponsaveis
pela morte dos parasitas no inicio da maturidade sexual de R, catesbeiana.

A hipotese de que nfo ocoireu a infecgdo nos anfibios devido as metacercarias ndo
estarem infectantes apos cinco dias do encistamento ¢ discutivel, pois enquanto OLSEN
(1974} menciona que ¢ necesséria a ingestio de larvas apos seis dias do encistamento das
cercarias, para KRULL (1933a) bastaram dois dias para as metacercarias de 4. complexus

estarem infectantes.

3.3.2, Xifidiocercaria X-BT
3.3.2.1. Morfologia dos esporocistos

Foram econtrados varios esporocistos dispostos lado a lado na glandula digestiva de B.
tenagophila. Os mesmos apresentaram variagdes de tamanho, porém a morfologia e outras

caracteristicas foram semethantes as observadas para as X-LC.

3.3.2.2, Morfologia da cerciria

A morfologia interna e externa das X-DL/BT era bastante semelhante as X-LC. A
unica diferenga observada foi a auséncia da membrana terminal na cauda (Fig. 5). Os valores
referentes as dimensBes estdo apresentados na Tabela 3. Quanto ao tamanho, as X-BT eram

maiores que as X-LC, porém o tamanho das ventosas e faringe apresentaram pouca diferenca.
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Tabela 3 — Valores medios, minimos e maximos {(um) referentes 2 morfologia de X-BT
obtidas de infecgdio natural de B. fenagophila.

Xifidiocercarias (n = 3} Meédia (DP) Minimo Maximo
Comprimento do corpo 3184 (14.0) 304 340
Largura do corpo 147.2 (7.2 140 156
Comprimento da cauda 2344 (11.6) 220 252
Largura da cauda 36,8 (1,6) 36 40
Digmetrov. o, 52,0 (4,8} 48 60
Digdm. v. a. 60,8 (5,2) 56 68
Diametro faringe 20,8 {6,0) 1z Z8
Distincia v.o - v.a, 92,8 (7,6) 84 104
Dhasténcia v.o. - far. 16,0 (2,8) 12 20
Distancia v.a. - far. 54,4 (7,2) 48 64
Comprimento do estilete 18,4 (2,0) 16 20
Largura do estilete 4,4 {0.8) 4 &

v.0. - ventosa oral, v.a - ventosa acetabular, far. - faringe
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3.3.2.3. Emergéncia, comportamento e infectividade

A emergéncia e comportamento das cercérias na agua foram parecidos com os
apresentados pelas X-LC.

Embora com menor seguranga do que para as X-LC sugere-se que as X-BT possam
pertencer 2 familia Haematoloechidae.

As X-BT nfo encistaram nas larvas de mosquitc, pois nic foram encontradas
metacercarias nio inferior das mesmas. Provavelmente, isto ocorreu devido a especificidade
destas cercarias ao segundo hospedeiro intermediario ou aos fatores discutidos anteriormente.

SNYDER & JANOVY (1996) estudaram as diferencas no comportamento das
cercarias de quatro especies de Haemafoloechus quanto ao segundo hospedeiro intermediario
e observaram que as cercérias de M. Jomgiplexus penetram somente em ninfas de libélulas
pertencentes a subordem Anysoptera © somente na base das brinquias caudais de ninfas de
libélulas da subordem Zygoptera. J& H. medioplexus Stafford, 1902 e H. varioplexus,
desenvolvem-se apenas em ninfas de libélulas da subordem Zygoptera e que suas cercirias
nunca penetram em hospedeiros experimentais. A. complexus por outro lado sio generalistas
quanto ao segundo hospedeiro intermedidrio e penetram nas membranas intersegmentais de
varias espécies de artropodos. Em 1994, SNYDER & JANOVY registraram o
desenvolvimento de H. complexus em trés ordens de insetos (Coleoptera, Ephemeroptera e
Odonata) e em trés espécies de crustaceos de agua doce (Amphipoda). Os autores ainda citam
que VAN THEIL {1930) e DOLLFUS er al (1960) obtiveram ¢ desenvolvimento de

xifidiocercarias de . variegatus (Rud., 1819) em larvas de insetos da ordem Diptera.
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4. EXPOSICAQ EXPERIMENTAL DE LARVAS DE MOSQUITOS (DIPTERA:
CULICIDAE) A XIFIDIOCERCARIAS (TREMATODA)

4.1, INTRODUCAQC

Na familia Culicidae encontram-se vérias espécies de mosquitos de importincia a
saude publica, por serem transmissoras de arboviroses como a febre amarela, dengue e
encefalites, protozooses como a malaria ¢ helmintoses como as flarioses. Além de
transmitirem doengas, as picadas das fSmeas hematofagas podem ainda causar reacBes
alérgicas, desconforto ao sono, e incdmodo as atividades diurnas, que pode ocasionar redugio
da produtividade e consequentes perdas econdmicas no trabalho e em &reas turisticas e
recreacionais.

As larvas de mosquito t3m grande nimero de predadores tais como copepodos,
plandrias, hidras, diversos tipos de insetos aquéticos e pequenos peixes entre outros. Também
sdo conhecidos varios parasitas metazoarios das larvas de mosquitos que inclusive podem ser
utilizados no controle biolégico. Segundo HOMINICK & TINGLEY (1984) os parasitas mais
amplamente utilizados no controle sdo os nematédeos mermitideos. Ainda entre os parasitas,
podem ser relacionados como agente de controle bioldgico as xifidiocercarias entomofilicas de
trematodeos digenéticos como: FProsthogonimus spp. Lithe, 1899 ¢ Plagiorchis spp. Lihe,
1899. Tais cercarias ja foram apontadas como eficientes no controle de larvas de mMOosquitos
como Culex quinguefasciatus Say, 1823, Aedes aegypti Linnaeus, 1762 e Anopheles
quadrimaculatus Say (RAO ef al., 1985; WEBBER ¢¢ al.,1987ab,c; DEMPSTER & RALU,
1991 e ZAKIKHANI & RAU, 1999). Sio produzidas assexuadamente por esporocistos no
hepatopancreas de moluscos do género Lymnaea, que participam do ciclo destes trematddeos
como primeiro hospedeiro intermediarioc (BLANKESPOOR, 1977). Apoés serem eliminadas
pelos moluscos, penetram e encistam em larvas ou ninfas de insetos aquaticos, que participam
do ciclo como segundo hospedeiro intermediario.

BUSTA & NASINCOVA (1986) demonstraram experimentalmente que o 2°
hospedeiro intermediario de Plagiorchis neomidis pode ser larvas de mosquitos como Culex e
Dixa ocu ainda de simulideos. YODER & COGGINS (1998} observaram que cercarias de
plagiorquideos penetraram e encistaram em larvas de quironomideos. Segundo VAN THEIL

(1930) e DOLFFUS ef al. (1960), xifidiocercarias pertencentes a trematddess da familia



Haematoloechidae também encistam em larvas de mosquito.

Como uma caracteristica da espécie hospedeira, o comportamento dos mosquitos
determina a susceptibilidade & infecgfio por cercarias de P. noblei (WEBBER ef al, 19872},
Esses autores verificaram em experimentos de laboratério, que Ade. asgypri fol
significativamente mais susceptivel a infecglio por cercaras do que larvas de 4n
quadrimaculatus e attibuiram esse fato 4 grande atividade na coluna d’agua das larvas da
primeira espécie.

RAU et al (1991) observaram que quando larvas de Ade. provocars (Walker) eram
exposias a cercanas de P. noblei sob condices de campo, o¢orria uma reduciio do nimero de
pupas devido ac controle exercido pelas xifidiocercarias sobre as larvas de 1° g 3° estadios,
que larvas parasitadas com mais de duas metacercarias raramente sobreviviam.

Nos capitulos anteriores do presente trabalho foram avaliadss algumas espécies de
moluscos quanto ao parasitismo por xifidiocercarias. Também foram realizados estudos
morfolégicos destas cercarias e metacercarias obtidas do encistamento das mesmas. O
presente estudo teve por objetivo avaliar experimentalmente o parasitismo de xifidiocercarias
sobre larvas de culicideos, com destaque para a susceptibilidade de Ae. albopictus, Ae. aegypti
e Cx. quinquefasciatus em diferentes estadios. Também foi acompanhado o desenvolvimento
das larvas infectadas, observando-se o atraso ou o avango do ciclo e localizacio de

encistamentc das metacercarias,

4.2. MATERIAL E METODOS

As xifidiocercarias utilizadas nestes experimentos foram obtidas de infeccdo natural de
exemplares de moluscos das espécies Lymmaea columella Say, 1817, Biomphalaria
tenagophila Orbigny, 1835 e Drepanotrema lucidum Pfeiffer, 1839 coletados em um pasto de
criago de bovinos na Fazenda Bananal, em Miracatu, SP, no Vale do Ribeira. O pasto possuia
valas laterais que normalmente alagavam nos periodos de alto indice pluviométrico. As coletas
foram realizadas nos meses de setembro e outubro de 1996, agosto, outubro ¢ dezembro de
1997, janeiro, agosto a dezembro de 1998 e janeiro e fevereiro de 1999

No presente trabalho utilizou-se a terminologia X-LC para as xifidiocercarias
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eliminadas por L. columella e X-DL/BT para as eliminadas por 1. Jucidum e B. fenagophila.
Como foi discutido no capitulo anterior, acredita-se que as cercérias X-LC sejam pertencentes
a trematodeos da familia Haematoloechidae.

Nos experimentos utilizou-se larvas de mosquito das espécies Ae. albopictus Skuse,
1894, de. aegypti ¢ Cx. quinguefasciatus, obtidas de criagbes estabelecidas no Departamento
de Zoologia, Instituto de Biologla, UNICAMP. As criagdes foram mantidas em caixas de 93
por 60 por 75 om em sala climatizada a 25 + 2°C e umidade relativa de 75 + 5%, sendo que os
experimentos foram também realizados nestas condigBes. Os mosquitos foram alimentados
periodicamente com solugdo de mel a 10% e duas vezes por semana filhotes de ratos Wistar
com aproximadamente quatro dias de idade (“baby”) foram deixados por 24 h na caixa para
repasio sanguineo das fémeas.

Durante os experimentos as larvas de mosquito foram mantidas em frascos de pléstico
coletores de 4,5 cm de difmetro por 8 cm de altura, contendo 40 ml de agua de tomneira
declorada (nos experimentos com larvas agrupadas). Quando individualizadas, foram mantidas
em frascos de vidro de 3 cm de difimetro por 3 cm de altura, com 6 ml de agua de tomneira
declorada e alimentadas com ragio a base de pé de figado, levedo de cerveja e agucar (1,5 5:
1), duas vezes por semana. Quando necessario, foi feita a reposicio da agua evaporada dos
frascos para manter o volume inicial.

Os experimentos foram realizados de duas maneiras. Nos experimentos 1 a 4,
verificou-s¢ 0s tempos de desenvolvimento e de mortalidade das larvas, gquando expostas
agrupadas as cercarias e mantidas assirn. Nos experimentos 5 a 10, também foram observados
os tempos de mortalidade e de emergéncia de adultos, sendo adicionalmente as larvas, pupas €
adultos analisados em observagbes sob lupa e microscéopio épticos quanto a intensidade e
conseqii€ncias da infecg@io (nmimero e localizagiio de metacercarias no interior dos individuos,
ma formacSes de adulios e quantidade de metacercarias necessarias para causar mortalidade).
As metacercarias foram localizadas e quantificadas 24 h apés a exposicio das larvas de
mosquito as cercarias e também ap6s a morte das larvas pupas. Nos experimentos 5,6, 8 e 9,
as larvas foram expostas individualizadas s xifidiocercarias, enquanto que nos experimentos
7 e 10 as larvas foram expostas agrupadas e entdo individualizadas 24 h apos, para facilitar as
observaces.

As exposicBes das larvas de culicideos foram realizadas de acordo com a
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disponibilidade de xifidiocercarias determinando em alguns casos diferentes concentragles
por larva e por volume de 4gua. ApGs a exposigio dos moluscos & luz, as cercdrias recém-
emergidas eram quantificadas sob lupa estereoscépica para a utilizac8o do maior niimero
possivel destas. Em algumas ocasies © nimero de cercérias obtidas nio foi suficiente para a
montagemn  de experimenios com  concentracdes iguals, mas de qualquer forma, ¢
considerando-~-se que seu modo de agio € indicado por WEBBER ef 4l {1987b) como
essencialmente densidade independente, procurou-se sempre estabelecer uma relacfo cerc./mi

entre 0,83 e 3 e uma relaglo cerc./larva entre 3,5 ¢ 10 { Tabela i)
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Tabela 1 - Relac@o dos experimentos com larvas de culicideos em diferentes estidios I:2
L) expostas as xifidiocercarias (X-LC = xifidiocercérias eliminadas por L. columeila, X.-DL =
eliminadas por D. Jucidum e X-BT = eliminadas por B. tenagophila).

Experimentos Tipode — Espécie de mosquito  n°de larvas e Concentraces de  xifidiocercirias

xifidiccer- exposta / tipe de estadios larvais  cercérigs/larva  cercériag/mi
caria SXPOSICAT
Exp. 1 XKLL Ae albopicius/ 8L, 8.75 1,758
{Preliminar) larvas sempre 171, 411 1,75
agrupadas 141, 500 1,73
By 873 1,75
Exp 2 X-LC  Ae albopictus/ 0L, 3,65 1,82
larvas sempre 20 L, 3,50 1,75
agrupadas 20 Ly 5,20 2,60
20 L, 5,20 2,60
Exp. 3 XLC de cempti/ 20 L, 3,20 2,60
larvas sempre 20 L,y 5,20 2,60
agrupadas
Exp 4 X-LC Cx guinguefosciatusi 0L, 4,00 2,00
farvas sempre 20 L, 5,40 2,70
agrupadas
Exp. 5 X-LC  Ae albopictus/ 70,60e20 L, 16,6 1,66
3 repeticbes larvas individuafizadas
Exp. 6 X-LC  Ae. albopictus/ 60 L. 5,60 0,83
larvas individualizadas
Exp. 7 X-LC  de albopictus/ 40 L, cada 10,0 10,0
2 repetighes larvas agrupadas por
24h
Exp. 8 X-DL  Ae. albopictus/ 183L, 3,00 0.83
iarvas individuatizadas
Exp. ¢ X-DL  Ae albopictus/ 201, 10,0 1,66
farvas individualizadas
Exp. 10 X-BT  Ae. albopictus/ 20L, 6,00 3,00
larvas agrupadas por
24 h

Os resultados quanto ao tempo de desenvolvimento e mortalidade do grupo testemunha
do experimento 2 foram utilizados para os demais experimentos com larvas de Ae. albopictus.
As avaliacBes em larvas de de. aegypii e Cx. quinguefasciatus tiveram seus proprios grupos
testemunha.

Nos experimentos 5 a 10 acompanhou-se as infecgBes diariamente pela contagem do
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numero de metacercérias (xifidiocercarias encistadas) formadas e desenvolvidas,
caracterizando-se a localizagdo das mesmas no interior de cada larva e/ou pupa, anotando-se o
tempo de desenvolvimento ¢ de mortalidade das larvas ou o tempo para emergéncia de
adultos.

O atrasoc ou o avango do ciclo biolégice dos mosquitos nos experimentos foram
comparados & testemunha utilizando-se o Teste “t” de Student com o nivel de significincia p=
0,05. Corrigiu-se a mortalidade dos tratamentos utilizando-se a formula de Abbott! quando

esta ocorreu entre as larvas mantidas como testemunha (ALVES e al., 1998).

1

% de mortalidade corrigida= (% mortalidade tratam. - % mortalidade testemunha) x 100
100 - % mortalidade testemunha
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4.3, RESUL TADOS E DISCUSSAD

4.3.1. Exposicio de larvas de culicidees as xifidiocercdrias eliminadas por L. cofumella
(X-L.C). — Experimentos 1 a 7.

4.3.1.1. Ezxperimento 1 (Preliminar) — Larvas agrupadas de Ae. albopictus (1; a Ls)

As mortalidades finais para as larvas de 1° a 4° estadios expostas &s X-LC foram de
87,5%, 93,4%, 92,4% ¢ 72,2% respectivamente. A Fig. | mostra de forma acumulada quando
essas mortalidades ocorreram (linhas) e as barras indicam a fase de desenvolvimenio dos
individuos vivos nos diferentes dias.

Entre as larvas de de. albopictus expostas no 1° estddio, uma demorou 39 dias para
desenvolver-se até 4° estadio, permanecendo neste até 54 dias quando morreu. Somente uma
larva alcancou o estagio adulio, também em 54 dias.

Para as larvas expostas & xifidiocercarias no 2° estddio de desenvolvimento a
mortalidade se expressou quando atingiram o 4° estadio, entre o 18° e 39° dia apds a
exposicio. Da mesma forma que as L; expostas, apenas um adulto se formou apés 54 dias.

A maioria das L; morreu até o 21° dia (84,9%), na forma de: 5 Ls, 6 Ls e uma pupa, e
apenas uma alcangou o estagio adulto aos 34 dias apds a exposico as cercarias. Uma larva
empupou aos 67 dias e morreu no dia seguinte.

A maioria das L4 expostas as xifidiocercarias morreu até o 21° dia (58,3%), no mesmo

estédio, e apenas duas larvas chegaram ao estagio adulto, ap6s 27 € 39 dias.
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Fig. 1 - Namero de individuos vivos mas fases de desenvolvimento alcangado (colunas) e
porcentagem de mortalidade acumulada (linhas) para larvas de de. albopictus de 1° a 4°
estadios, expostas agrupadas as concentracbes de 8,75, 4,11, 5,0 e 8,75 cerc./larva (=175

cerc./mi).



E fato conhecido que guando sujeitos 4 infecglio ou ao parasitismo, as formas imaturas
dos insetos podem avangar ou atrasar seu desenvolvimento. De maneira geral, pode-se entender
esses dois fendmenos com base em distintos fatores adaptativos. O atraso do desenvolvimento
como sendo provocado pelo parasita, no sentido de aumentar seu tempo de permanéneia no
hospedeire, € © avango como sendo uma tentativa do hospedeiro de escapar do parasita, ao
mudar de fase.

Varios pesquisadores relataram o parasitismo atrasando o crescimento e
desenvolvimento dos insetos. WULKER (1961) e WELCH (1960} citados por WELCH (1963)
relataram o atraso no desenvolvimento de larvas de quironomideos e culicideos parasitados por
nematédeos mermitideos. O oposto também pode acontecer, e um avanco no desenvolvimento
do inseto hospedeiro ser desencadeado VARLEY & BUTLER (1933}

O atraso no desenvolvimento larval chamado de metatetelia por STRICKLAND em
1911, pode ser explicade considerando-se que a a¢do do parasita sobre o tecido de reserva
provavelmente ¢ comprometa de modo que este nfo exerca plenamente as suas fungSes
metabolicas, incluindo a sintese e o armazenamento de lipoproteinas e glicogénio. Assim, as
células cerebrais possivelmente fiquem sem receber estimulo responsavel pelo desencadeamento
do processo neuro-endécrino da ecdise, ou entfio que o limiar de estimule cerebral demore 2
ser atingido (GORDON et al,, 1973; CUPP, 1981; WEISER & UNDEEN, 1981; PETERSEN,
1985).

Observou-se neste primeiro experimento (preliminar) que as larvas de 4e. albopictus
infectadas com xifidiocercdrias tiveram de maneira geral seu desenvolvimento muito atrasado e
na maioria das vezes chegaram a morte. CASTELLO BRANCO Jr. (1991 e 1994) relata em
larvas de simulideos fendmeno semelhante ao observado no presente estudo, isto €, o atraso no
desenvolvimento de larvas parasitadas. O autor citado, diagnosticou um atraso no
desenvolvimento larval de Simulium pertince parasitados pelos microsporideos Polvdispyrenia
simulii ¢ pelos nematodeos Gastromermis viridis. Além do atraso no desenvolvimento larval,
os individuos parasitados por G. viridis apresentaram também modificagbes comportamentais

como menor resposta a estimulos, por exemplo, ac serem tocados ou quando o fluxo da lamina



d’agua era diminuido. Uma das consequéncias imediatas deste comporiamento € que larvas
parasitadas por mermitideos posssivelmente tornam-se mais susceptiveis ac ataque de

predadores e outros parasitas.

Neste experimento foi comparado ¢ tempo médio para um estadio atingir os estadios ou
estagios seguintes. A Tabela 2 mostra que guando significativo {p < 0,03), o atraso no
desenvolvimento de de. albopictus foi entre 2,0 a 6,4 vezes maior quando comparado ao grupo
testemuntha. Pode-se observar assim, que 0s atrasos mais expressivos foram para as Ls se

transformarem em Ly (6,4X) ¢ estas em pupas (5,2X).

Tabela 2 — Variacio no tempo de desenvolvimento { A = avango; T = atraso) de larvas de de.
albopictus de diferentes estadios expostas a diferentes concentrages de X-LC, probabilidade
para ¢ Teste “t” quando comparadas & testemunha nfo exposta e porcentagem final de
mortalidade.

Fase Variagio Mortalidade final

Exposta  Alcancada A/T  n° de vezes p %o
L, L, - - >0,05 NS

Ls T 3,3 0,00 **

Ly T 2.0 0,00 **

P ou Ad - -- >0,05 NS 87,5
L, Ls - - >0,05 NS

Le T 2.4 0,00 **

P ou Ad - - >0,05 NS 93.4
L L T 6,4 0,00 **

P T 32 0,00 **

Ad T 1.7 0,00 ** 92.4
Ls P T 52 0,00 **

Ad T 3.9 0,00 ** 72.2

L.~ estadios larvais; P - pupa; Ad - adulto



4.3.1.2. Experimento 2 — Larvas agrupadas de Ae. albopictus (L; a Ly)

Apbs o expenmento preliminar 1, novo experimento com larvas de de. albopictus e X-
LC foi estabelecido, utilizando-se um namero maior e padronizado de larvas por estadio (n =
20}, e concentragBes de cercarias (por larva ou por ml) em geral distintas daquelas do
experimento anterior.

Somente uma das L, de de. albopictus expostas a xifidiocercarias alcangou o estagio
adulto 43 dias apds a exposigBo, enguanto todas as larvas mantidas como testermunha
atingiram o estagio adulto 20 dias ap6s ¢ inicio do experimento. Uma larva com maior atraso
mudou para © 4° estddic no 37° dia e permaneceu assim até o 56° dia quande morreu,
totalizando para o grupo 95% de mortalidade acumulada (Fig. 2). Apesar de ter sido usada
uma concentragdo de cercarias por larva equivalente a metade do 1° experimento, o efeito da
exposigdo pode ser considerado semelhante. Deve-se considerar entretanto, que como foi
mencionado, o parasitismo por €ssas cercarias é essencialmente densidade independente, e de
qualquer forma as concentra¢Ses foram préximas em termos de cercarias por ml.

Nenhuma das larvas de 2° estadio, alcangou o estigio adulto, sendo que & ultima
morreu ne 4° estadio 38 dias apds a exposigio (100% de mortalidade). As larvas testemunhas
L, tiveram 10% de mortalidade, com a emergéncia dos adultos apos 20 dias do inicio do
experimento (Fig. 3).

As larvas expostas no 3° estadio também tiveram alta mortalidade (94,7%), sendo que
apenas uma originou adulto. As mortes iniciaram-se seis dias apés a exposigio ¢ a Gltima (uma
pupa), ocorreu 37 dias apos. Entre as larvas testemunhas houve 5% de mortalidade e os
adultos se formaram entre 19 e 20 dias ap6s a exposigio (Fig. 4).

Das larvas expostas 2 X-LC no 4° estadio emergiram sete adultos seis dias apos a
exposi¢do. As ultimas mortes ocorreram até 9 dias apés a exposicdo, cinco no estagio de pupa
e um aduito mal formado, totalizando 61,1% de mortalidade. Entre as larvas testemunhas
ocorreu 10% de mortalidade ¢ entre seis a nove dias apés o inicio do experimento emergiram

adultos normais (Fig. 5).
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Neste segundo experimento confirmou-se que as larvas de Ae. afbopictus expostas a X-
LC realmente t€m seu tempo de desenvolvimento atrasado {(nesse caso entre cerca de 1,3 2 5,3
vezes) € sofrem elevada mortalidade. A Tabela 3 permite, ainda, verificar que os maiores
atrasos no desenvolvimento, ocorreram gquando as larvas foram expostas nos primeiros
estadios (1.1 € L) e ndo nos finais (L3 e Ly), como parece sugerir ¢ experimento preliminar. Ao
contraric das larvas expostas no 4° estadio ne experimento preliminar, que sofreram um atraso
no desenvolvimento de até 52 vezes, as L. deste segundo experimento avangaram
significativamente ¢ seu tempo de desenvolvimento para pups e desta para adultc. Esse
resultado aparentemente discrepante seré melhor discutido frente 20s dos experimentos a

seguir.

Tabela 3 — Variacio no tempo de desenvolvimenio (A = avange; T = atraso) de larvas de de.
albopictus de diferentes estadios expostas a diferentes concentragBes de X-LC, probabilidade
para 0 Teste “t” quando comparadas & testemunha nfo exposta e porcentagem final de
mortalidade.

Fase Variagio Mortalidade final
Exposta  Alcancada A/T  n° de vezes p %o
i, L2 T 1,3 0,01 **
1s T 1.9 0,006 **
L, T 30 0.00 **
Pou Ad - - >0,05 NS 95,0
I, s T 53 0.00 **
14 T 1,7 0,00 ** ico
i i, T 23 0,00 **
P T 1.7 000 **
Ad T 1.5 0,00 ** 94,7
Is P A 1.6 0,00 **
Ad A 1.4 0.00 ** 611

L, — estadios larvais; P — pupa; Ad - adalto

Os experimentos a seguir (3 e 4) foram realizados de forma semelhante (larvas

agrupadas), mas com duas outras espécies de culicideos; de. aegypti ¢ Cx. quinquefasciatus.
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4.3.1.3. Experimento 3 ~ Larvas agrupadas de de. aegypti (Ls e Lj)

As larvas de de. aegypti expostas as X-LC no 3° estadio sofreram 95% de mortalidade
sendo que um adulto emergiu scs 19 dias e a Gltima morte ocorreu em 29 dias apls 2
exposicio. O grupo mantido como testemunha teve 100% de sobrevivéncia e a emergéncia dos
adultos iniciou~se no 7° dia ¢ extendeu-se até o 21° dia (Fig. 6).

As L., expostas apresentaram baixa mortalidade (40%), mas ainda assim, bastante
significativa quando comparada a testemunha (0%). A mortalidade das L, infectadas extendeu-

se ate 19 dias apds a exposicio (Fig. 7).
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Neste terceiro experimento observou-se que as larvas de de. gegypti expostas 2
infecgio por X-LC, quando no 3° estadio, tiveram seu tempo de desenvolvimento atrasado em
até 1,3 vezes efou chegaram a morte. Quanto as larvas expostas em 4° estadio no entanto, da
mesma forma que no experimento anterior com Ae. albopictus, também ocorreu avango do
desenvolvimento (ate 3,2 vezes). Tanto o afraso quanto esse avango foram estatisticamente

significativos (p < 0,03) quando comparados 2o grupo testemunha (Tabela 4).

Tabela 4 — Variagfo no tempo de desenvolvimento {A = avango, T = atraso) de larvas de de.
aegypti de diferentes estadios expostas a diferentes concentragdes de X-L.C, probabilidade para
o Teste “t” quando comparadas a testemunha ndc exposta e porcentagem final de mortalidade.

Fase Variaglo Mortalidade final
Exposta  Alcangada A/T  o° de vezes p Yo
I La T 1.3 001 *%
P - - > 0,05 NS
Ad - - > 0,05 NS 95,0
1 P A 3, 000 **
Ad A 1.6 0,02 * 40,0

L, — estadios larvais; P - pupa; Ad - aduito

Considerando-se que a quantidade de cercérias/ml ou cerc./larva foi a mesma gue 2z do
experimento anterior (2), variando apenas a espécie de mosquito, observa-se que as L de de.
aegypti expostas as X-LC demonstraram um atraso no desenvolvimento ndo significative ou
bem menor quando comparadc com larvas de Ade. albopictus, sugerindc uma menor
susceptibilidade. De fato, essa menor susceptibilidade de Ade. aegypti parece se confirmar no
experimento com Ls, uma vez que as larvas tiveram um avango maior no seu tempeo de
desenvolvimento quando comparade & testemunba e sofreram menor mortalidade final (40%)

quando comparada a outra espécie (61,1%).
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4.3.1.4. Experimento 4 — Larvas agrupadas de Cx. quinguefasciatus (L e Ly}

O presente experimento permitiv uma exposicio das larvas de 1° estadio de Cx
quinquefasciaius semelhante aquela feita no experimento 2 com de. albopictys, e das larvas de
4° estadio, semelhante ac experimento 2 e ac experimento 3, com de. aegypti (cf, Tabela 1).

Somente cinco Ly de Cx. guinguefasciatus expostas a X-LC alcancaram o estigio
adulto entre o 21° dia ¢ o 32° dia apds a exposigio representando 72,2% de mortalidade final,
enquanto 18 larvas testemunha alcancaram o estdgio aduito a partir de 11 dias (10% de
mortalidade). Uma larva exposta desenvolveu-se de forma acelerada até o 4° estadio em nove
dias, mas morreu 31 dias ap6s, nesse mesmo estadio. A mortalidade nesse grupo iniciou-se
com uma larva que atingiu o 3° estadio oito dias apds a exposigio & extendeu-se até 31 dias
(Fig. 8).

Das larvas de 4° estadio infectadas com xifidiocercérias emergiram 75% de adultos.
Uma larva de 4° estadio e quatro pupas morreram no quarto dia apds a exposicio, totalizando
uma mortalidade de apenas 6,2% (Fig. 9). A emergéncia dos aduitos iniciou-se sete dias apés 2
exposi¢o, enquanto que a metade das larvas testerunhas alcancaram o estigio adulto trés
dias ap6s o inicio do experimento. As larvas testemunhas desse grupo tiveram mortalidade alta
(20%).

No presente estudo os valores obtidos para L; de Cx. gquinguefasciatus sio melbor
comparaveis aos obtidos para o mesmo estadio de de. albopicius, uma vez que a concentragio
de cercarias por ml (2 e 1,82 respectivamente) ou por larva (4 e 3,65 respectivamente) sio
proximos. A mortalidade final das larvas de Cx. quinguefasciatus foi de 75%, enquanto que as
L; de Ae. albopictus tiveram uma mortalidade de 95%, indicando que esta tltima espécie foi
mais susceptivel a infeccio.

Ainda, os valores para as Ls de Cx. quinquefasciatus sdo comparaveis aos de Ae.
albopictus € Ae. aegypti, uma vez que a concentracio de cercarias utilizadas foram muito
proximas (2,7, 2,6 e 2,6 cerc/ml e 5,4, 52 e 5,2 cerc/larva respectivamente). O total de
mortalidade obtido para Cx. quinquefasciatus no entanto (6,2%), foi muito inferior ac obtido

para as larvas de de. albopictus e Ae. aegypti (61,1% & 40%, respectivamente).
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As larvas infectadas em 1° estadio tiveram variagSes significativas no tempo de
desenvolvimento com um avango até o 3° estadio (1,8 vezes), apds 1880 ocorreu atraso de até
1,3 vezes na continuagio do desenvolvimento até adulto (Tabela 5). Porém, quando

comparado com as larvas do género Aedes, foram muito menos susceptiveis a infecgdo.

Tabela S — Variagio no tempo de desenvolvimento (A = avango, T = atraso) de larvas de Cx.
quinguefasciatus de 1° e 4° estidios expostas a duas concentragbes de X-LC, probabilidade
parz o Teste "t” quando comparadas i testemunha ndo exposta e porcentagem final de
mortalidade.

Fase “Variagio Mortalidade final
Exposta  Alcancada A/T  1° de vezes D Yo
L L A 1,1 0,00 **
Ls A 1,8 0,00 *#
Ly T 12 004 *
P - — >0,05 NS
Ad T 1,3 003 * 722
s P T 18 0,00 =
Ad T 1,7 0,00 ** 6,2

L, — estadios larvais; P - pupa; Ad - adalto

Os experimentos 1 a 4 demonstraram que larvas de Ade. albopictus foram mais
susceptiveis ao parasitismo por xifidiocercarias que as de Ae. aegypti, e ambas mais
susceptiveis que (x. quinguefasciatus. A ocorréncia dessa relacdo, como foi mencionado,
poderia estar relacionada 4 atividade das larvas na coluna d’4gua, entre outros fatores. Pode-se
propor assim que Cx. quingquefasciatus seja mais resistente 2 infecgdo por essas
xifidiocercarias devido & mecanismos intrinsecos de defesa. Larvas de Cx. guinguefasciatus
poderiam adquirir menos parasitas que Ade. albopictus e Ae. aegypti pelo fato de possuirem
mais cerdas, o que dificultaria a fixag8o e penetracio das cercarias e também POT apresentarem
comportamento mais lento na coluna d”4gua. Nesse sentido, KAVELAARS (1965) citado por
WEBBER e7 al. (1987a) indicou que a atividade reduzida na coluna d’agua das larvas de Cx.
pipiens (Linn.} torna-as menos susceptiveis 3 infecgio por cercarias de F. noblei que as larvas
de Ae. aegypti. De fato, segundo ainda DEMPSTER & RAU (1991) a atividade larval € o
maior fator de aquisicdo desses parasitas, e portanto quante maior a atividade, maior a

prevaléncia e intensidade da infecgio.
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Nos quatro experimentos apresentados observou-se de maneira geral atraso no
desenvolvimento dos mosquitos. Fendmeno similar foi descrito por DEMPSTER ef o, {1986}
para o estagio larval de Ae. aegypri durando além do tempo normal e em muitas vezes
levando as larvas 4 morte a0 empuparem. GALLOWAY & BRUST {1985} observaram efeito
similar e larvas de Ae. vexans infectadas pelo nematédeo Romanomermis culicivorax e
CASTELLO BRANCO Jr. (1994) em larvas de Simulium pertinox parasitadas pelo nematddeo
Gastromermis viridis. O aumento no tempo de desenvolvimento das larvas de mosquitos ndo
parece ser de todo detrimental porque continuam alimentando-se, porém, muitas vezes acabam
morrendo quando passam ao estagio de pupa. A emergéncia de adultos malformados {que ndo
podem voar por exemplo), facilitaria muito a transmiss3o do parasita ao hospedeiro definitivo,
s¢ este realmente for um anfibio como foi sugerido. e a2 maior permanéneia nos estagios de
larva ¢ pupa, ao contrario, teria menor importincia uma vez que a maioria dos anfibios tem
comportamento predatorio somente acima da superficie da dgua. Porém, Rana catesbeiong e
algumas espécies de Bufo e Leptodactylus podem predar girinos de outras espécies {P.
MANZANI, Depto. de Zoologia/IB/UNICAMP, COMUNICACAQ PESSQAL), sendo
possivel assim, que alguns anfibios predem imaturos de mosquito e adquiram a infec¢do pelo
trematodeo. WEBBER ef al. (1986} indicaram que quando os imaturos dos culicideos
infectados permanecem por mais tempo na superficie da dgua, sdo predados mais facilmente

por aves.
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4.3.1.5. Experimente 5 — Larvas individualizadas de Ade albopictus {Ls} com trés

repeticdes

A sobrevivéncia média para as trés repeticBes com larvas de Ae. albopictus expostas a
X-LC foi de 42% (DP = 25,6), com emergéncia de adultos ocorrendo em média entre 95e
12,5 dias apGs a exposigio. A mortalidade extendeu-se até o 65° dia apos 2 infecglio e totalizou
58% (DP = 25).

Neste experimento houve 100% de infecgfio e a porcentagem média de penetracio de
cercarias nas larvas de mosquito foi de 24,2 (DP = 4,0).

C nGmero de metacercarias encontradas nas larvas de de. albopictus variou de 1 a 8
(Tabela 6) podendo maté-las ou originar adultos infectados. A mesma tabela ainda mostra que
houve variagdo quanto a localizacfio das metacercarias nas larvas de mosquito, ocorrends um
maior numero no tbrax, seguido por abdome, cabeca, Iobo anal e cérvix. A emergéncia de
adultos infectados ocorreu em individuos com até 4 metacercarias. Desses adultos (total de 63)
apenas cinco emergiram malformados, dos quais trés nio conseguiram se desprender da
ex(via, um possuia apenas uma asa normal e o outro apresentava-se com as duas asas
atrofiadas. Os trés adultos que emergiram presos 4 exavia e o adulto que apresentou uma asa
atrofiada, originaram-se de larvas com apenas uma metacercaria no térax. J4 o mosquitc que
emergiu com as duas asas atrofiadas, desenvolveu-se de uma larva infectada com trés
metacercarias, sendo duas no térax e uma no terceiro segmento abdominal. Percebe-se assim,
que a localizagBo das metacercarias na larva, pode ser também relevante, além da quantidade

destas.
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Tabela 6 — Porcentagem média e desvio padrio (DP) do parasitismo resultante da exposicio
individual de larvas de de. albopictus de 4° estadio 2 X-LC n2 concentracio de dez cerc./larva

(= 1,66 cerc./ml) para 3 repeticies.

n°de  ocor- % média
metac  réncia Localizac8o na larva % % de morios em aduit  diasp/
pot Yo gmer-  emer
larva oS ca 0 ab ia L PP P gidos  gir
1 350 25 82 4.3 0,2 7.9 3. 10 223 9,5
(8,63 07 @8 (14 03 86 (42 16 (119 (B0
2 27.6 4.4 9.0 8.8 1,1 11,8 4.3 g LS 125
2,93 GO e 09 0D ©.8 (1% 83 29
3 15,1 0,2 2.3 7.8 8,7 6,6 50 3,1 14,0 5,0 i2.3
4y 03y @ Q2L 29 0% GO 27D 09 @3 G35
4 12,5 0,2 20 7.1 9.8 0.6 8,2 .7 05 2,2 11,7
84y 03 ©4 G G4 05 43 28 ©8 @35 J3y
3 4,7 1.0 4,1 3,2 14 4,7 0
(1,2} .3 @26 29 (LD (1,2}
& i6 36 Z8 1,5 0,8 2.6 1.0
{(L.73 37 e (19 4n 2.5 09
7 1.0 4.3 0,9 i,2 1.0
(1.63 ©3 (L3 (a1 {1.6)
8 0.5 0,5 0.2 03,7 0.5
0.8) @5 ©3 (1.2) 0.3)
Soma 100 0.4 16,6 40,1 382 4.7 417 138 125 42

ce - cérvix; ca - cabega; 1o - torax; 2b - segm. abdominais; la - lobo anal; metac - metacercaras; L, - larvas; PP -
pré-pupa; P - pupa.

Como nos experimentos com larvas agrupadas, as larvas de de. albopictus infectadas

neste quinto experimento tiveram seu desenvolvimento atrasado e na maioriz das vezes

morreram nesse estadio (41,7%), como pré-pupa (13,8%) ou como pupa (2,5%). As larvas que

chegaram ateé o estagio adulto tiveram seu tempc de desenvolvimento significantemente

atrasado em 1,67 e 1,42 vezes na primeira e segunda repeticdes, sendo que o tempo de

desenvolvimento das larvas da terceira repeticio nio diferiu em relagio ao tempo necessario

para o desenvolvimento das larvas testemunhas (Tabela 7).
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Tabela 7 — Variacdo no tempo de desenvolvimento (A = avanco; T = atraso) de larvas de Ae.
albopictus de 4° estadio expostas & X-L.C na concentragio de dez cerc./larva (= 1,66 cerc./ml)
e probabilidade para o Teste “t”.

Repetiches Fase VYariacio
Exposta Alcangada AT n° de vezes e
Rep. 1 Ls P - - >0,05 NS
Ad T 1,67 0,00 =#==
Rep. 2 La P - - >005 NS§
Ad T 1,35 0,06 **
Rep. 3 La P e - >0,05 NS
Ad -- -- >0,05 NS

Ls — larvas de 4° estadio; P — pupa; Ad - adkulto

Os resultados desse experimento além de permitirem uma avaliag@o da localizacio das
metacercarias na larva hospedeira confirmam os obtidos no experimento 2, quanio & mesma
porcentagem de larvas infectadas (100%), porcentagem de mortalidade final proximas (61,1 e
58%) e atraso (quando significativo) das larvas L. em tornarem-se adultas {1,4 vezes e entre
1,67 a 1,35 vezes respectivamente). Convém salientar que o presente experimento difere do 2°
pela forma como as larvas foram expostas, nesse caso isoladas cada uma em um frasco, e

naquele, em grupos de 20 individuos.
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4.3.1.6. Experimento 6 — Larvas individualizadas de de. albopictus (L)

Neste experimento onde foi utilizada a metade da concentracio de cercarias por larva e
de cercarias por mi do experimento anterior, também houve 100% de infecgfio entre as larvas e
emergéneia de 34 adultos entre O € 23 dias apos 2 exposigio (Tabela 8). A mortalidade final
foi de 43,4%, tendo inicio trés dias apds a infecclio e extendendo-se até o 35° dia,

O namero de metacercarias encontradas nas larvas de Ae. albopicius variou de uma a

quatro (Tabela 8), sendo que a maioria dos adultos infectados {46,5%) surgiu de larvas com

uIna meiacercaria.

Tabela 8- Porcentagem do parasitistno resultante da exposicio individual de larvas de Ae.
albopicius de 4° estadio a X-LC na concentracio de cinco cerc /larva {= 0,83 cerc./mi).

n°de oCoT- % Média
metac  répcia localizacdio na larva % Yo de mortos em adult diasp/
por Yo emer-  emer-
larva cg ca to ab iz La PP P gidos  gir

1 61,7 49 117 12,8 13,3 0 L7 46,5 120
4.9

2 25,0 1,7 106 7.4 2,1 16,6 1,7 0 6,7 9.0
(6,0

3 8.3 85 2,1 53 6,7 0 0 1.7 20

0

4 5,0 3,2 43 4.3 1,1 L7 17 G 1,7 23

@)

Soma 160 38,3 28,7 29.8 3,2 38.3 3,4 17 56,6

ce - cérvix; ¢a - cabega; 10 - torax; ab - segm. abdominais; 1a - lobo anal;, metac - metacercarias; Ly - larvas; PP -
pré-pupa; P - pupa.

Como nos experimentos com larvas agrupadas e também nos experimentos com larvas
individualizadas expostas & concentracfo de dez cerc./larva ou 1,66 cerc./mi, as larvas de Ae.
albopictus infectadas neste experimento tiveram seu desenvolvimento atrasade e uma
mortalidade acentuada (43,4%). As larvas que chegaram ao estdgio adulto tiveram seu tempo

de desenvolvimento significantemente atrasado em até 1,42 vezes como pode ser observado na
Tabela 9.
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Tabela 9 — Variacio no tempo de desenvolvimento (A = avango; T = atraso) de larvas de de.

albopictus de 4° estédic expostas & X-LC na concentragio de cinco cerc./larva (=0,83
cerc./ml} e probabilidade para o Teste “t”.

Hase Variacio
Exposta Alcangada AST n° de vezes P
La P - - >0,05 NS
Ad T 1,42 0,00 **

Ly~ larvas de 4° estddio; P - pupa; Ad - adulio

Comparando-se este experimento com ¢ anterior observa-se que a infegfio por X-LC
nas concentracdes de cinco ou dez cercérias por larva (que corresponde a 0,83 ou 1,66 cerc./
ml) produzem essencialmente resultados semelhantes para concentragées gue diferem da

ordem de duas vezes, como pode ser observado na Tabela 10

Tabela 10 — Comparacio dos resultados das exposigBes de larvas de de. albopictus a duas
concentragBes de X-LC.

%o infeccdo % penetragic de % mortalidade
cercarias
5 cerc./larva {0,83 cerc./ml) 160 31,3 43,4

10 cerc./larva (1,66 cerc /ml) 100 242 58,0
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4.3.1.7. Experimento 7 ~ Larvas de Ae albopictus (La) expostas agrupadas e

individualizadas 24 h apés a exposicfio, com duas repeticbes

Tanto quanto nos outros experimentos com larvas de Ade. albopictus expostas a X-
LC houve neste experimento uma mortalidade acentuada. Pouco mais que 60% das larvas
morreram entre o 1° ¢ 0 16° dia apds a exposicho, enquanto que os adultos emergiram (total de
49) em media com 3,5 dias ¢ cerca de 7 dias dependendo da quantidade de cercérias gue
penetraram.

Apés a exposigio agrupada por 24 h, as larvas foram examinadas quanto 4 presenca e
localizagdo de metacercarias e entfo acompanhadas individualmente. Todas estavam
parasitadas {100%;), portando entre 1 a 4 cercarias, resultando que no total, 15,75% (DP = £.0)
das xifidiocercarias penetraram nas larvas de de. albopictus. A distribuigdo das metacercarias
no interior das larvas foi predominante no térax, seguido da localizagdo nos segmentos
abdominais, cabeca, lobo anal e cérvix (Tabela 11). A presenca de uma ou até quatro
metacercarias no corpo das larvas, dependendo da localizagio, causaram-lhes a morte,
enquanto que a emergéncia de adultos ocorreu a partir de larvas infectadas com no maximo
trés metacercarias. Porém, dos adultos emergidos trés estavam malformados, um com asas
deformadas e os outros dois presos a exuvia pupal. Dos adultos que apds a emergéncia nio
conseguiram se desprender da exiivia, um originou-se de uma larva infectada com uma
metacercaria no toOrax e o outro desenvolveu-se de uma larva com trés metacercarias, sendo
uma no torax e duas nos segmentos abdominais (terceiro e sétimo). Esses dados reforcam a
observagio feita no experimento 5 que a localizacio das metacercarias na larva de MOSqUIts
pode causar distirbios no metabolismo do hospedeiro levando a morte ou causando anomalias,

Ocorreu um avango estatisticamente significativo (1,2 vezes) no tempo de
desenvolvimento das L, até adulto, em relagio ao tempo necessério para as larvas testemunha

atingirem O MESMO estagio.
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Tabela 13 —Porcentagem média ¢ desvio padrio (DP) do parasitismo resultante da exposiciio
agrupada de larvas de Ae. albopictus de 4° estadic 2 X-LC na concentracio de dez cerc./larva
{= 10cerc./ml) e individualizadas 24 h apds, para 2 repeticBes.

" de  ocor- Yo medig
metac  réncia tocalizaciio na larva % % ¢& mortos e adult diasy/
BoY B emer-  Simer-
larva ce B 0 b ia Ly PP P gidos  gir
1 62,5 3.8 284 8.3 8.3 350 138 35,0 6.8
(16,6) 28 (G4 (56 L7 O (L7 (08 (1.2
2 22.5 2,1 133 130 2.1 7.5 23 1o 2.5 4,5
(10.6; 30 G8  #2y G0 G353y G5 T8 G5 6%
3 16,0 18 6,4 11,5 7.5 1,2 0 1.2 3,5
(3.5 24 08 (60 3.5y (L7 1.7 49
4 5.0 0.8 1.5 2,1 7.9 38 0 2
(3.5 ©8 @& GO 1LY (3.3 (1,7
Soma 100 0.8 9.2 50,2 377 2,1 27.6 8.7 23 38,7

g - CETVIX; G4 - Cabega; 1o - torax; ab - segm. abdominais, 1a - lobo anal, metac - metacercinias; L, - larvas; PP -
pré-pupa; P - pupa.

Comparado aos experimentos anteriores com larvas de de. albopictus expostas
individualizadas, este experimentc apresentou uma mortalidade um pouco mais elevada
[61,3% (DP = 5,3)] que os experimentos 5 e 6 [58% (DP = 25) ¢ 43,4%], e praticamente igual
a obtida no experimento 2 (61,1%), mas de qualquer forma ndo diferindo pelo Teste “t” (p >
0,05).

Confirma-se assim nesse experimento uma aparente independéncia da densidade de
cercarias {por volume) na taxa de larvas parasitadas (sempre 100%), e na mortalidade final.

Comparando-se entretanto a2 porcentagem de xifidiocercérias que penetraram nas larvas
de Ae. albopictus no experimento com larvas individualizadas [24,2% (DP = 4,0)], com 2 do
experimento 7 onde as larvas foram expostas agrupadas [15,75% (DP = 6,0) de penetracio de
xifidiocercarias] nota-se uma diferencga significativa (p < 0,05). Apesar da quantidade de
cercarias por larvas ser a mesma (10), no 5° experimento cada larva estava dispersa em 6 ml
de agua, enquanto no 7° experimento, 40 larvas foram agrupadas em 40 mi de 4gua,
confirmando as observagdes de WEBBER et al. (1989) de que larvas confinadas sio realmente

menos susceptiveis.
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4.3.1.1.8. Mietacercarias

Nos experimentos 5 a 7 observou-se as metacercirias no interior das larvas dos
mosquitos, sendo que a variagiio da sua localizagho nas larvas de Ae. albopictus
provavelmente pode ser atribuida a diferenca nos locais de penetragdo das cercarias (Fig. 10).
Nos experimentos como um todo, encontrou-se maior porcentagem meédia de metacercarias
encistadas no tOrax com 39,7 (DP = 10,7), nos segmentos abdominais com 352{(DP =47 e
cabega com 21,4 (DP = 15,1), um pequenc niimero foi encontrado no lobo anal com 33(Dp=
1,3} ecérvix com 0,4 (DP =0,4).

Mesmo em pequeno numero, dependendo da localizago no interior das larvas de Ae.
albopictus, as metacercarias podem causar mortalidade, Assim, acredita-se que do ponto de
vista patologico 2 localizagdio das metacercarias possa ser algumas vezes mais importante gue
a quantidade, pois além da absorcio de nutrientes, elas também impdem uma agdo mecinica
devido & compressio de 6rgos e estruturas essenciais a sobrevivéncia das larvas,

Observou-se que mosquitos adultos originados de larvas infectadas tinham
metacercirias vivas e muitc ativas quando esmagados. Experimentalmente portanto, adultos

sugerem ter papel importante na disseminacio do parasita.



B — metacercdria encistada no torax.

Fig. 10 — Larva de Ae. albopictus parasitada por X-LC, mostrando metacercarias encistadas.
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Os resultados dos estudos descritos no presente trabalho estio de acordo com estudos
realizados por outros pesquisadores, que indicam ser as cercérias entomofilicas, como por
exemplo as pertencentes aos trematodeos dos géneros Plagiorchis, Prosthogonimus e
Haematoloechus, de elevado potencial como agentes de controle biolégico de mosquitos.

Do ponto de vista ecologico, um parasita para ser bem sucedido contra determinada
espécie alvo ndo pode ser tdo patogénico a ponto de causar rapidamente a mortalidade do
hospedeiro de forma a inviabilizar sua multiplicacio (ANDERSON, 1982). Um bom
equilibric entre patogenicidade ¢ habilidade para reciclar ocorre freqiientemente nos
trematodeos. Os Digenea entomofilicos promovem uma patogenicidade acentuada e periodica,
com a liberacio de cercarias em guantidade, onde moluscos uma vez infectados nas
populagbes naturais dos criadouros podem ser infectadas com ovos do parasita. As
xifidiocercarias sdo essencialmente densidade independente em sua acfio, podendo ser
facilmente integradas com outros agentes como os inseticidas quimicos, B.ti. ou peixes
predadores (WEBBER er al., 1987). Porém, segundo HAMON (1981), poderiam atuar como
os inseticidas biologicos, que necessitam de repetigdes freqiientes das aplicagdes.

Os trematodeos necessitam como pré-requisito que exista no ambiente os hospedeiros
intermediarios e definitivos para que completem o ciclo. A introducio de moluscos infectados
ou a infecgdo natural de populagdes locais com ovos do parasita garantem a manutencio do
ciclo por longo periodo de tempo. Devido 2 esses requisitos, as xifidiocercérias entomofilicas
devem proporcionar naturalmente algum controle sobre as populagdes de mosquitos em
criadouros onde ocorrem. Criadouros como os de Anopheles e Culex sio mais provaveis para a
manutengdo do ciclo desses trematodeos. J4 para mosquitos das espécies de. aegypti e Ae.
albopictus € pouco viavel a utilizagdo dessas cercarias, por terem como criadouros pequenas
colecBes de 4gua e principalmente dentro das habitacdes humanas. Mesmo porque, o controle
mais eficiente para estas especies deve vir da mudanca de habito das pessoas ¢ eliminagio de
criadouros. Porém, Ae. albopictus cada vez mais tem sido encontrado no Brasil em criadouros
incomuns para a especie. Ja foi relatado seu encontro em ocos de bambus (NEVES & SILVA,
1989), em bromélias (FORATTINI er al, 1998a) e em um buraco no solo provocado pela

queda de uma arvore em mata residual. Juntamente com Ae. albopictus foram encontrados Cx.
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declarator, Cx. quinguefasciaius ¢ espécies de Culex do grupo Coronator {FORATTINI ef
al.,1998b). Para criadouros como este wiitime, a possibilidade de utilizagio de agentes naturais
como as xifidiocercarias torna-se bastante tentadora,

Os mosquitos de. scapuiaris (Rondani, 1848}, Cx. coronator Dyar e Knab, 1906 e Cx.
declarator Dyar e Knab, 1906, que térn como criadouros locais silvestres, foram encontrados
durante a execugdo desse trabalho. Ocorreram sintopicamente com os moluscos infectados DOr
xifidiocercarias na 4gua acumulada em pegadas de bovinos e poderiam perfeitamente estar
sendo infectados naturaimente embora tenham sido avaliados e nfo apresentavam infecciio. A
importéneia medica de Ae. scapularis € que em condigdes experimentais se mostrou vetor
eficiente do virus da febre amarela, encefalite de Saint Louis em Trinidad e da encefalite
venezuelana, além de em Florianépolis, SC, Rrasil, ter sido incriminado como transmissor de
Wauchereria bancrofti (FORATTINL 1965). O mesmo autor relata gue Cx. coronator e (x.
declaraior por sua vez podem transmitir os virus da encefalite de Saint Louis, no Brasil e em
Trinidad e encefalite venezuelana, no Miéxico.

Do ponto de vista da seguranca do emprego de xifidiocercarias, o impacto da
mtrodugio desses parasitas sobre espécies nic alvo necessita ainda de alguns estudos,
principalmente quando se refere a algumas espécies de trematédeos do género Plagiorchis que
possuem mamiferos como hospedeiro definitivo. Estes, poderiam infectar o homem
acidentalmente. J4 no caso de espécies de Haematoloechus que tem anfibios como
hospedeiros definitivos, esse risco seria provavelmente desprezivel.

Além do controle natural que xifidiocercarias realizam sobre as larvas de mosquitos
que infectam, poderiam também ser utilizadas em programas de controle integrado de
mosquitos onde comunidades locais, por exemplo na Amazdnia, ou mesmo no Vale do
Ribeira, fartam a manutengio do ciclo desses trematédeos em tanques semi-naturais com
superviso e treinamento de agentes de saide, e introduziriam moluscos infectados com
xifidiocercérias nos criadourcs de Anopheles ou outros mosquitos alvo. Qutra possibilidade de
utilizagdo de xifidiocercérias no comntrole biolégico também, seria para o controle de
mosquitos e 4reas recreacionais como pesqueiros (pesque & pague). Esses ambientes
frequentemente estdo circundados por regifes alagadas que tornam-se importantes criadouros

de mosquitos e 0bvio incdmodo ao lazer. Como alternativa ao controle quimico, poderiam ser
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mantidos viveiros com o ciclo dos digenéticos ¢ 2 liberagio de moluscos infectados com

xifidiocercanas.
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4.3.2. Exposicio as xifidiocercarias eliminadas por D. lucidum e B. tenagophila

4.3.2.1. Experimentos 8 e 9 ~ Larvas individuslizadas de de. albopictus (Ls)

Quando as larvas de de. albopictus foram expostas 4 conceniracio de cinco
xifidiocercanas eliminadas por 1. Jucidum por individuo, apresentaram 61,1% de mortalidade,
iniciada cinco dias apés a exposicio e prolongando-se até o 35° dia. JA a exposicdo & dez
xifidiocercanas por larva, resultou em 90% de mortalidade, iniciando-se quatro dias apds 2
exposi¢do e prolongando-se até o 34° dia. Apesar da alta mortalidade nas exposicdes as duas
concentragOes de cercarias, ndo foi possivel confirmar a presenca de nenhuma metacercaria no
interior das larvas. Observou-se em sete larvas apenas estruturas gque sugeriam ser
metacercarias, mas como nio havia movimento e érgios definidos dentro dessas estruturas,

néo se pdde afirmar a formagdo desta fase evolutiva do parasita.

4.3.2.2. Experimento 10 - Larvas agrupadas de de albopictus (L4)

Neste experimento onde as larvas foram expostas a xifidiocercarias eliminadas por B.
tenagophila houve mortalidade de 40%, sendo duas larvas de 4° estiadio de Ae. albopictus 22
dias apos a infecgdo e seis pré-pupas {quatro, seis dias apos e duas, oito dias apos a infecglo).
A sobrevivéncia foi representada por adultos que emergiram (total de 12) entre ¢ sexto e
sétimo dia apés a infecgéo.

Nas larvas e pré-pupas mortas também observou-se somente estruturas que sugeriam
ser metacercarias, porém nio houve constatacio de movimentos nem de érgdos definidos no
interior das mesmas. Por esse motivo ndo foi possivel também confirmar a presenca de

metacercarias em nenhum dos individuos,

Nos experimentos 8 a 10 acredita-se que tenha ocorrido penetracfio de xifidiocercérias
nas larvas de Ae. albopictus, porém talvez por especificidade do hospedeiro estas ndo tenham

se desenvolvido, mas sendo de qualquer forma suficiente para causar mortalidade.
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5. CONCLUSOES

1) Os moluscos coletados nas localidades estudadas foram: Lymnaea columella, Physa
marmorata, Biomphalaria tenagophila, Drepanofrema lucidum e D. cimer. Também
foram coletados exemplares de Biomphalaria e Drepanotrema, dos quais no foram

identificadas as espécies, podendo pertencer 35 acima mencionadas.

2) A maior prevaléncia de parasitismo em moluscos foi observada em exemplares coletados
em Miracatu, SP, sendo que B. fenagophila apresentou 1,5% de parasitismo por
furcocercarias, 1,5 a 15,6% por xifidiocercarias e 14,1% por cercanias de equinostomatideo.
Enquanto que em L. columella o parasitismo por xifidiccercérias teve uma ocorréncia que
variou de 0.4 a 8,3%, cercarias de Fasciolg hepatica ocorreram na faixa de 02 2 1.0% e ¢

parasitismo por cercarias de equinostomatideo foi de 3,3%.

3) As xifidiocercarias eliminadas por L. columelia possuiam uma membrana terminal na cauda
e as xifidiocercarias que foram eliminadas por moluscos das espécies B. tenagophila e D.
lucidum tinham morfologia similar, porém ndo tinham a referida membrana. Estudos
morfolégicos comparativos as descrigles da literatura, indicam que as xifidiocercarias
eliminadas por L. columelia pertencem a um trematédeo da familia Haematoloechidae, mais

provavelmente pertencente ao género Haematoloechus.

4) As xifidiocercarias eliminadas por L. columella sio seguramente entomopatogénicas, pois
observou-se nos experimentos que penetraram e encistaram nas larvas de mosquito das
espécies Aedes albopicius, Ae. aegypti e Culex quinguefasciatus formando metacercarias. O
cargter entomopatogénico das xifidiocercéarias eliminadas por B, tenagophila e D. lucidum nio

pdde ser comprovado.

5) O parasitismo causou na maioria das vezes grande atraso no desenvolvimento do ciclo efou

mortalidade dos imaturos de mosquitos.
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6) Larvas de Ae. aegypti (95% de mortalidade méxima) e de. albopictus {100%) foram mais

susceptiveis ao parasitismo por X-LC que Cx. guinguefasciatus {72,2%) nas avaliacBes.
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