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RESUMO

NASCIMENTO, Erika Silva do. Influéncia da Temperatura da dgua na Prevaléncia de
Infeccao por Microsporideos em Populacio Natural de Larvas de Simulium
(Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832 (Diptera: Simuliidae), no Municipio de Magé,
Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 82 p. (Dissertagao, Mestrado
em Biologia Animal).

Este trabalho foi realizado no rio Santo Aleixo, municipio de Magé do estado do
Rio de Janeiro, com coletas semanais de larvas de simulideos no periodo de dois periodos
nao consecutivos (2001 — 2002 e 2003 — 2004), objetivando avaliar a influéncia da
temperatura da dgua do criadouro natural de larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax
(Diptera: Simuliidae), na prevaléncia de infeccdo por Amblyospora sp. (Microsporidia:
Amblyosporidae) e Polydispyrenia sp. (Microsporidia: Duboscgiidae), na populacao natural
destas larvas.

Os resultados obtidos demonstram que as infecgdes nas larvas de S.pertinax por
Amblyospora sp. tem maior prevaléncia, quando comparadas com as infec¢des por
Polydispyrenia sp., e com isso verificou-se que as infeccdes ndo seguem o mesmo padrio,
apresentando enzootias diferentes, onde o género Amblyospora apresentou ocorréncia em
quase todos os meses em que foi realizado o estudo, com excecdo apenas do més de
dezembro de 2001, promovendo alguns picos epizodticos neste periodo. Entdo, as
condic¢des disponiveis para a colonizagdo de larvas de S. pertinax neste criadouro permitem
observar que existe um maior favorecimento ao parasitismo pelo género Amblyospora.

Segundo a tabela de Rugg, os dados observados entre a influéncia da temperatura da
agua do criadouro natural e as infec¢cdes por Amblyospora sp., evidenciam que no primeiro
ano de estudo houve uma forte correlagdo negativa e significativa (r = -0,65), enquanto que
no segundo ano esta correlacdo negativa foi considerada significativa e aprecidvel (r = -
0,43). Ao contrdrio deste, Polydispyrenia sp. apresentou correlacdo desprezivel (r = -0,10)
no primeiro periodo e (r = 0,10) no segundo periodo, ou seja, ndo significativa em ambos os
periodos de desenvolvimento do trabalho. Porém, quando o tamanho da amostra foi
expurgado, observou-se que a correlacdo foi significativa somente entre a temperatura da
agua e o género Amblyospora no primeiro periodo estudado (r = -0,64). Esta constatacao é
importante pelo fato de ndo existirem relatos na literatura deste tipo de estudo em
populacdo de Simulium pertinax.

Infeccdes por Amblyospora sp. e Polydispyrenia sp. tem sido relatadas em diversas
espécies de simulideos na América do Sul, porém pouco se sabe sobre seus aspectos
epizodticos e enzodticos, e os fatores-chave que atuam e regulam as microsporidioses nas
populacdes hospedeiras nestes sistemas.

Palavras chave: Simuliidae, microsporideo, controle bioldgico.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Erika Silva do. The influence of water temperature on prevalence of
microsporidia infections, in a natural larvae population of Simulium (Chirostilbia)
pertinax Kollar, 1832 (Diptera: Simuliidae), in the Magé municipality, Rio de Janeiro
state, Brazil. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 82 p. (Dissertagdo, Mestrado em Biologia
Animal).

This study was developed in the Santo Aleixo river, located at the Magé
municipality, where blackfly larvae were weekly sampled within a two-year period (2001-
2002 & 2003-2004), in order to evaluate the correlation between the water temperature of
the breeding site and the prevalence of Amblyospora sp. (Microsporidia: Amblyosporidae)
and Polydispyrenia sp. (Microsporidia: Duboscqiidae) in the population of Simulium
(Chirostilbia) pertinax (Diptera: Simuliidae).

The archieved results show that Amblyospora sp. infection in S. pertinax larvae is
more prevalent when compared to Polydispyrenia sp. infections, and with that it was
verified that the infections do not follow the same pattern presenting different enzootics
where the genus Amblyospora occurred in almost every month within the duration of this
study, with exception to december 2001, promoting some epizootics highs during this
periods. Therefore, in the conditions in which §. petrtinax larvae live, there is more
possibility to Amblyospora to parasite.

According to Rugg’s table the observed data about the influence of water
temperature from the breeding site and infections by Amblyospora sp., show that in the first
year of the study, there was a strong negative correlation (r = -0,65), while in the second
year, this negative correlation was significant (r = -0,43). Unlikely, on the other hand,
Polydispyrenia sp. showed insignificant correlations in both sampling periods (r = -0,10) in
the first period and (r = 0,10) in the second period. However, when the sample size was
expurged, a significant correlation was observed only for genus Amblyospora and in the
first period of the study (r = -0,64). This observation is important because the literature do
not mention anything about this kind of population study of the Simulium pertinax.

Amblyospora sp. and Polydispyrenia sp. infections have been reported in diverse
South Amercian blackflies species, even though very little is known about their epizootic e
enzootic aspects, as well as the key-factors that regulate microsporidiasis in host
populations in these systems.

Key Words: Simuliidae, microsporidia, biological control.
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1. INTRODUCAO

Segundo Crosskey (2002), existem no mundo 1.787 espécies reconhecidas na
familia Simuliidae (Diptera), sendo que 83 destas espécies pertencem ao género Simulium
Latreille, 1802 e 4 pertencem ao género Lutzsimulium d’ Andreta & d’ Andreta, 1947,
totalizando 87 espécies descritas no Brasil (Crosskey & Howard, 1997; Crosskey, 1999,
2002). Estima-se que apenas 10% destas espécies que ocorrem no Brasil acometem o
homem e animais domésticos, € cerca de 40 sdo de interesse médico ou veterinario, como
vetoras de doengas ou como inseto-incomodo ao homem (Crosskey, 1990).

A importancia desta familia para a saide humana estd baseada no fato das fémeas
de certas espécies do gé€nero Simulium Latreille, 1802 serem vetores de Onchocerca
volvulus (Leuckart, 1893) Railliet & Heney, 1910 (Nematoda: Onchocercidae), um
filarideo que causa a oncocercose humana, encontrado na regido Neotropical das Américas
e na Africa Central e Oeste (Shelley, 2002). No Brasil, a Oncocercose foi evidenciada no
extremo norte de Roraima por Moraes & Chaves (1974); no norte do estado de Goids, onde
foi descrito o primeiro caso autdctone fora da regiao Amazonica (Gerais & Ribeiro, 1986),
e mais recentemente foi descrita no norte do Amazonas (Shelley et al. 1997). Mas, apesar
de ser classificada como uma doenga emergente, a oncocercose ndo se encontra dentro das
prioridades das autoridades sanitdrias brasileiras (Aratjo-Coutinho, 1998).

A oncocercose humana € uma doenca rural provocada pelo nematédeo O. volvulus,
cujas larvas produzem despigmentacdo, perda de elasticidade e coceira na pele, podendo
comprometer a capacidade visual ou até mesmo causar perda de visdo em casos mais
graves, afetando em torno de 17 milhdes de pessoas no mundo, principalmente na Africa
(Shelley et al. 1997).

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, onde nio ocorre transmissdo da Oncocercose, a
importancia dos simulideos esta relacionada ao incomodo, gerada por altas taxas de picada
das espécies hematdfagas, em regido que apresente elevados indices populacionais destas
espécies. Dentre as citadas, tem-se Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832, com

ocorréncia na Argentina, Brasil e Paraguai (Coscarén, 1981, 1987, 1991).



Aratjo-Coutinho et al. (1988), em um levantamento realizado nas espécies do
género Simulium no litoral norte do estado de Sao Paulo, drea compreendida nos
municipios de Caraguatatuba, Ilhabela, Sao Sebastido e Ubatuba, constataram que
Simulium (Chirostilbia) pertinax teve grande representatividade, apresentando maior
amplitude, tanto em distribuicdo quanto em densidade. Este relato permitiu concluir que
esta espécie gera impacto sOcio-econdmico nestes municipios, visto que apresentam como
fonte de renda principal a industria turistica. Tal fato foi verificado devido a expansdo das
areas de infesta¢do de simulideos, uma conseqii€éncia do crescimento urbano desordenado e
desmatamento indiscriminado que gerou na década de 80 uma reducdo no afluxo turistico
nesta drea (Araudjo-Coutinho, 1993). E em relacdo as outras espécies, esta &, portanto, a que
afeta em maior propor¢cdo as populagdes humanas e as criacdes de animais na regiao
neotropical (Coscarén, 1989; Strieder & Corseuil, 1992).

Uma vez considerada praga em diversas regides do Brasil, esta espécie tem recebido
grandes esfor¢os para o seu controle nas ultimas décadas (Andrade, 1989 a, 1989 b; Aradjo-
Coutinho, 1995; Mardini et al. 2000; Regis et al. 2000; Campos & Andrade, 2001). Devido
a desvantagem do caréter disperso dos adultos de simulideos no ambiente e pela ocorréncia
de concentracdo abundante das larvas nos cursos d’ dgua, o controle com larvicidas tem
sido o principal método utilizado.

No Brasil, a primeira iniciativa de controle deu-se na década de 50, no estado de
Sao Paulo, com aplicac¢des de inseticidas quimicos organoclorados (DDT e BHC) de forma
aleatdria nos rios, com a finalidade de diminuir a densidade larvaria (SUCEN, 1977). A
partir de 1971, o controle deste inseto, através do Programa de Controle de Simulideos,
passou a utilizar um inseticida quimico organofosforado (Themephos), de menor impacto

no ambiente (Aratdjo-Coutinho & Lacey,1990).

A resisténcia aos produtos quimicos, e especialmente, ao larvicida organofosforado
Temephos em populagdes de Simulium (Chirostilbia) pertinax e outros simulideos do Sul e
Sudeste do Brasil (Ruas-Neto, 1984; Andrade & Campos, 1995), evidenciada pela
diminui¢do da suscetibilidade a concentracdo operacional, estimulou a busca de método
alternativo ou complementar de controle, o controle biolégico (Ruas-Neto, 1984; Ruas-
Neto er al. 1985). Este foi introduzido no estado de Sao Paulo, no final da década de 80,

utilizando Bacillus thuringiensis sorovar israelensis - Bti (Aratjo-Coutinho, 1995), agente



de alta especificidade e menor acdo sobre organismos ndo-alvo existentes no ambiente
I6tico (Colbo & Undeen, 1980; Merrit et al. 1989). Desde entdo, as formulacdes de Bti
foram melhoradas para aperfeicoar a poténcia, estabilidade, facilidade de aplicacdo de
campo e sua atividade residual (Couch, 2000).

Em se tratando de controle bioldgico, sabe-se que patégenos com uma transmissao
eficiente e viruléncia moderada podem ser agentes mais efetivos (Anderson, 1982 apud
Maddox, 1987). Neste contexto, os microsporideos (Microspora) apresentam, entre 0s
protozodrios patogénicos a invertebrados, o melhor potencial como agentes de controle em
longo prazo (Sweeney & Becnel, 1991). Sdo formadores de esporos com desenvolvimento
exclusivamente intracelular e ciclo de vida extremamente diverso; estio entre o0s
entomopatégenos mais comuns associados a Diptera na natureza (Garcia & Micieli, 1999).

Segundo Sprague et al. (1992), na metade do século XX, o conhecimento deste
grande grupo de organismos era completamente superficial e muito fragmentado,
apontando para a necessidade de estudos com aplicacdo de técnicas modernas de
classificacdo. A classificacdo dos Microsporideos foi proposta primeiramente por Kudo
(1924) e posteriormente por Sprague (1977). J4 a classificacdo com utilizacdo de técnicas
moleculares foi revisada, com detalhes, por Issi (1986), Larsson (1986) e Canning (1990).

Atualmente, a familia Simuliidae tem registro de mais de 60 espécies parasitadas
por microsporideos no mundo, sendo conhecidas cerca de 30 espécies distribuidas em sete
familias. Os microsporideos ocorrem mais freqiientemente nas formas imaturas de
simulideos (Weiser & Prasertphon, 1982; Garcia et al. 1989; Crosskey, 1990) e com menor
freqiiéncia nos adultos (Undeen, 1981). Nas populagdes naturais de larvas, a prevaléncia de
infec¢do por estes protozodrios € menor que 1% (Crosskey, 1990), podendo atingir uma
taxa de prevaléncia de até 2% (Aradjo-Coutinho et al. 2004), embora Adler et al. (2000), ja
tenham relatado uma razao de prevaléncia de 57%, Weiser & Undeen (1981) encontraram
prevaléncia de 30%, e Maddox (1987) relatou taxa de prevaléncia de 50% de infec¢do.

Deve-se destacar que € preciario o conhecimento sobre os mecanismos de
transmissdo e persisténcia de microsporideos parasitos de insetos. A maioria dos trabalhos
estd direcionada para os aspectos abidticos dos sitios de criagdo do hospedeiro.

Becnel e Andreadis (1999), promoveram uma revisdao sobre a relacdo entre a

temperatura da dgua e os esporos de microsporideos, a qual foi fundamentada em estudos



realizados por Kramer (1970, 1976), Maddox (1973, 1977) e Brooks (1980, 1988). A
temperatura da dgua € crucial para o desenvolvimento dos esporos, € existem relatos
mencionando que as faixas extremas diminuem a sua capacidade de sobrevivéncia e
viabilidade, estes limites de temperatura estdo abaixo dos 6 °C, que disponibiliza de dois a
trés meses de sobrevida, e acima dos 35 °C, que reduz a viabilidade do esporo. Com base
nesta revisdo, pode-se afirmar que os esporos de microsporideos encontrados no ambiente,
na maioria das espécies, ndo persistem por mais de um ano no ambiente natural.

De acordo com Kramer (1976), o principal fator limitante para a sobrevivéncia dos
esporos de microsporideos pode ser ocasionado por altas temperaturas. Em climas tropicais
ou subtropicais, a longevidade extra-corpérea dos esporos € de curta duracdo e
conseqiientemente limitada, porque este entomopatdgeno estd mais adaptado para persistir
no hospedeiro do que no ambiente, visto que € intracelular obrigatério (Nasci et al. 1992).

Dentre os poucos estudos encontrados na literatura que enfocam a relagcdo existente
entre os microsporideos e dipteros, sob a influéncia da temperatura, t€m-se relatos apenas
de trabalhos com a familia Culicidae, que consistem de experimentos realizados em
laboratdrio e com temperatura controlada, como os desenvolvidos por Undeen et al. (1993)
e Becnel e Undeen (1992). Por esse motivo, se torna imprescindivel a avaliacdo da
influéncia que a temperatura exerce em Simuliidae (Diptera) no ambiente, e principalmente
no Brasil, onde os estudos que envolvem as relagdes parasito-hospedeiro estdo voltados
unicamente para a questdo da sazonalidade e da determinacdo de ocorréncia de
entomopatogenos em populacdes larvais (Aradjo-Coutinho et al. 2004; Ginarte et al. 2003).

A importancia deste estudo reside na aquisicdo de informacgdes que subsidiardo
trabalhos referentes a biologia e ecologia dos microsporideos encontrados no Brasil, e estes
auxiliardo no estabelecimento de parametros determinantes da relacdo parasito-hospedeiro,
e da ocorréncia dos eventos enzodticos e epizodticos, possibilitando assim, a utilizagao
deste entomopatdgeno em programa de manejo integrado de simulideos.

Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da temperatura da agua do
criadouro natural de larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax (Diptera: Simuliidae), na

prevaléncia de infeccdo pelos géneros de microsporideos Amblyospora (Microsporidia:

Amblyosporidae) e Polydispyrenia (Microsporidia: Duboscqiidae).



2. REVISAO DE LITERATURA

Verdat (1822) e Planchon (1844), realizaram uma das primeiras descri¢des gerais de
simulideos, em trabalhos publicados hd mais de 150 anos, e apesar destes apresentarem
descricdes superficiais do aparelho bucal das larvas, ji constavam as suas adaptacdes a
filtracdo, ainda que a primeira descricao detalhada da morfologia larvar de Simuliidae tenha
vindo a ser publicada somente em 1925 por Puri (Colbo & Wotton, 1981).

Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832 foi a primeira espécie da familia
Simuliidae descrita no Brasil, com base em exemplares coletados no municipio do Rio de
Janeiro, sendo que esta espécie foi precariamente descrita por Kollar (1832) (apud Lutz
1909). A partir dos estudos de Lutz (1909, 1910, 1917 e 1922) e Lutz et al. (1918) mais
informacdes foram obtidas sobre as caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas de S. pertinax.
D'Andretta & d'Andretta (1950) descreveram todos os estdgios de S. pertinax, utilizando
basicamente exemplares provenientes do estado de Sdo Paulo. Coscarén (1981)
caracterizou o subgénero Chirostilbia Enderlein, 1921, designando-a espécie-tipo do
subgénero.

S. (Ch.) pertinax é socioeconomicamente relevante, porque as fémeas apresentam
antropofilia acentuada e suas picadas causam prurido intenso e irritacdo, podendo culminar
em reacOes imunoldgicas severas. Portanto, afetam as atividades turisticas e agropecudrias,
como por exemplo, a fixagdo do homem no campo. Além da antropofilia, apresentam
cibario inerme sugerindo capacidade para vetoragdo de Onchocerca volvulus (Shelley et al.
1997).

Os simulideos sdao insetos holometdbolos, cujas larvas sdo encontradas em
ambientes I6ticos de alta drenagem (Cummins, 1973), associados ao substrato rochoso
(normalmente ao epibentos) e ao folhico represado.

As larvas de Simuliidae sdo um dos mais importantes componentes da fauna de
macroinvertebrados em ambientes 16ticos (Adler & McCreadie, 1997), desempenhando no
meio, um expressivo papel como detritivoros (Cummins, 1987), e normalmente apresentam

comportamento filtrador nao seletivo (Cummins, 1973), alimentando-se de particulas



sestonicas que variam em diametro entre 10 e 100 mm (Chance, 1970), apesar de poderem
apresentar também comportamento raspador. Algumas espécies apresentam somente
comportamento raspador, estando os exemplos mais conhecidos compreendidos nos
géneros Twinnia e Gymnopais (Colbo & Wotton, 1981).

Embora a familia Simuliidae apresente distribuicdo global, tais organismos ficam,
em geral, localmente restritos as dreas nas quais condicdes Idticas apropriadas
proporcionem habitat para o desenvolvimento de imaturos (Lake & Burger, 1983).

Uma das caracteristicas mais notdveis da biologia de larvas de simulideos € seu
enorme potencial colonizador, onde vdrias espécies sdo capazes de colonizar substratos
novos em poucas horas (Kiel ef al. 1998), podendo alcangar densidades de vdrias centenas
de individuos por 100 cm’ em poucos dias (Kiel, 1996; Matthaei et al. 1996).

No entanto, as densidades de larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax geralmente
demonstram grandes flutuacdes, sendo as altas densidades rapidamente seguidas por
decréscimos subitos em um curto periodo de tempo (Kiel, 1996; Matthaei et al. 1996).
Viérios fatores estdo associados a estas flutuacdes numéricas nas abundancias de
simulideos, como a competi¢do, a disponibilidade de alimento, a velocidade da corrente de
agua (Kiel et al. 1998) e a temperatura da dgua, que dependendo da sua variagdo, influencia
na duracdo do ciclo de vida favorecendo ou nido o amadurecimento dos ovos, que
geralmente ocorre em torno de 5 a 6 dias (Viviani & Aradjo -Coutinho, 1999 b). Logo, o
desenvolvimento de larvas e pupas também € dependente da temperatura e requer de uma
semana a seis meses de seu ciclo de vida (Crosskey, 1990).

Deve-se ainda destacar as inundagdes como um fator proeminente na causa de
distirbios naturais em ambientes I6ticos de encosta, que como tal exercem forte influéncia
em toda a comunidade bentdnica de invertebrados, incluindo os simulideos (Stefan, 1965
apud Maier, 2001; Resh et al. 1988; Townsed, 1989). Enchentes de grande intensidade
podem causar perdas substanciais em invertebrados bentonicos (Waters, 1972; Schweder &
Tomski, 1990; Giller et al. 1991; Matthaei er al. 1996), embora normalmente a fauna se
recupere rapidamente (Debrey & Lockwood, 1990; Matthai et al. 1997).

Ainda que sejam considerados todos os fatores abidticos capazes de influenciar no
desenvolvimento do ciclo de vida de Simulium pertinax, é cabivel afirmar que esta espécie

¢ a mais comum e amplamente distribuida no litoral norte do estado de Sdo Paulo, regidao



compreende 893 Km entre a Serra do Mar e o Oceano (Aradjo-Coutinho et al. 1988). Com
isso, tem-se baseado todos os esforcos de controle deste inseto tendendo a utilizacdo do
controle bioldgico, tendo em vista que, no final do século passado foi efetivada a
substitui¢do do controle quimico pelo controle bioldgico para os simulideos.

As larvas de Simulium pertinax apresentam dentre os entomopatdégenos encontrados
na natureza, os microsporideos (Protozoa) com sendo os mais comuns. Segundo Sweeney
& Becnel (1991), este patégeno apresenta grande potencial para o controle de dipteros
aquéticos, especialmente a médio e longo prazo. A dificuldade reside na produciao em larga
escala a custos que permitam colocar um produto de forma competitiva no mercado
mundial, além das condi¢cdes de armazenamento do inseticida biolégico. Todavia, de
acordo com Andreadis (1990), o interesse na utilizagdo dos microsporideos para o controle
de populacdes de mosquitos existe ha décadas. Primeiramente, os esforcos eram
focalizados apenas em duas espécies monomorficas, Nosema algerae e Vavraia culicis,
simplesmente porque estas eram as Unicas espécies de microsporideos que apresentavam
viabilidade para serem transmitidas aos mosquitos através da alimentacdo. Estas
investigacdes demonstraram ao mesmo tempo, que ambas as espécies tinham um amplo
espectro de atuacdo em hospedeiros e foram capazes de reduzir significantemente a
longevidade e fecundidade dos adultos (Canning & Hulls, 1970; Vavra & Undeen, 1970;
Reynolds, 1972; Anthony et al. 1978), porém, elas nao apresentavam um grande potencial
para o controle de mosquitos porque ndo causavam altas taxas de mortalidade nas larvas
hospedeiras e ndo persistiam no ambiente (Hazard, 1975).

Ultimamente, as pesquisas tém girado em torno das formas polimorficas de
microsporideos, especialmente nos membros da familia Amblyosporidae. No entanto, esta
demonstra ter um potencial maior para utilizagdo em controle biolégico do que as espécies
monomorficas, como Nosema algerae e Vavraia culicis, porque infectam uma ampla
variedade de mosquitos na natureza, coerentemente causando alta mortalidade no ambiente
com capacidade de se manter através da via de transmissdo transovariana. De qualquer
modo, sua avaliagio como um agente de controle bioldgico, estd até entdo, sendo
dificultada por dois fatores parcialmente incompreendidos, que sd@o os seus complexos
ciclos de vida e a ndo habilidade para infectar mosquitos hospedeiros em laboratério

(Hazard, 1975; Canning, 1982).



Descobertas recentes a respeito do envolvimento de um hospedeiro intermedidrio
em Amblyospora (Andreadis, 1985; Sweeney et al. 1985), e a elucidacdo completa do ciclo
de vida de outros gé€neros polimérficos que ndo requerem um hospedeiro intermediério,
como por exemplo: Culicospora (Becnel et al. 1987), Culicosporella (Hazard et al. 1984),
Edhazardia (Becnel et al. 1989), Hazardia (Hazard et al. 1985 & Becnel, 1986), tem
proporcionado a primeira oportunidade de examinar criticamente estes microsporideos e
avaliar seu futuro potencial para o controle de mosquitos.

Os protozodrios sdo organismos essencialmente unicelulares e eucaridticos. Na
classificacdo cldssica, Protozoa compreende um filo do reino animal, porém, na
classificacdo moderna, Protozoa pode ser considerado um sub-reino do reino Protista. A
principal linha de evolugao deste grupo tem sido a especializagdo de organelas celulares
quanto as funcdes de alimentagdo, locomogao, regulacdo osmotica e reproducao.

Segundo o Comité de Sistemdtica e Evolu¢do da Sociedade de Protozoologistas, os
microsporideos pertencem ao Filo Microspora (Sprague, 1977), por apresentarem esporos
unicelulares contendo um esporoplasma uninucleado ou binucleado e aparato de extrusao
simples ou complexo sempre incluso, o tubo polar e a cdpsula polar, auséncia de
mitocOndria, e apresenta freqiientemente dimorfismo na seqiiéncia de esporulacdo, sdo
parasitas obrigatoriamente intracelulares.

Os protozodrios identificados em Simuliidae pertencem a Classe Microsporea
(Delphy, 1936), por apresentarem esporos com aparato de extrusdo complexo, originados
do complexo de Golgi, incluindo freqiientemente polaroplasto e vactolo posterior, a
capsula e tubo polar tipicamente filamentoso (que se estende atrds da cdpsula e se enrola na
parede do esporo). A forma do esporo € varidvel e depende da largura do aparato de
extrusdo, a parede do esporo € formada por uma proteina (exosporo), a quitina (endosporo)
e uma camada membranosa. O esporo tem duas camadas externas que variam
consideravelmente em estrutura, com presenca ou auséncia de esporocisto.

Em simulideos, a Classe Microsporea comporta a Ordem Microsporida Balbiani,
1882 e a Sub-Ordem Pansporoblastina Tuzet, Maurand, Fize, Michel & Fenwick, 1971.
Estando estas caracterizadas pela tendéncia, geralmente, ao desenvolvimento maximo e
para a diversificacdo de especializacdes das organelas acessdrias do esporo, nos quais estao

os componentes do aparato de extrusdo e da parede do esporo, com acompanhamento de



esporocisto reduzido (membrana pansporobldstica) presente ou ausente nas células
hospedeiras e presenca de merogonia. A seqiiéncia de esporulacdo ocorre dentro da célula
hospedeira, estando os esporoblastos e os esporos freqiientemente uninucleados, quando ha
presenca de membrana, e binucleados, quando hd auséncia de membrana.

A germinacdo dos esporos de microsporideos aparentemente envolve uma rdpida
perda de trealose que coincide com um aumento da pressdo interna (Undeen, 1990; Undeen
& Frixione, 1990). O decréscimo nesta germinacio estd intimamente ligado a perda gradual
da trealose durante o armazenamento em altas temperaturas, € mesmo a pressiao interna
sendo uma vantagem durante a germinacao, esta é a primeira causa da extrusdo incompleta
do filamento polar e do esporoplasma, mesmo assim, esta seqiiéncia de acontecimentos €
importante para prevenir que a germinac¢ao dos esporos ocorra a0 mesmo tempo. Existem
evidéncias de que ndo sé a temperatura influencia a viabilidade dos esporos de
microsporideos, € como exemplo tém-se os esporos de Nosema algerae, que perdem a
habilidade para germinar apds serem expostos aos mecanismos de irradiacdo gama (Undeen
et al. 1984) ou ultravioleta (Undeen & Vander Meer, 1990).

Estudos realizados em dipteros demonstram que o desenvolvimento de
microsporideos pode ser afetado por uma série de fatores ambientais, sendo que na
literatura os fatores avaliados com mais freqiiéncia sdao a temperatura e as fontes de
alimento do hospedeiro. No entanto, a influéncia de fatores abidticos € mais bem
interpretada no sentido de influenciar o sistema parasito-hospedeiro como um todo (Becnel
& Undeen, 1992).

Microsporideos sdo 0os mais numerosos € importantes protozodrios patogénicos para
insetos, os géneros identificados nas larvas de Simulium (Ch) pertinax apresentam
ocorréncia unicamente em dipteros, podendo acarretar em alguns casos elevadas taxas de
mortalidade, redu¢do de longevidade e fecundidade nos adultos, pelo fato de serem
parasitas intracelulares obrigatdrios (Castello Branco Jr., 1999).

As infecgdes por microsporideos tém como caracteristica principal, em nivel
celular, a presenca de nucleo hipertrofiado com varios nucléolos evidenciando a a¢do do
patégeno em seu metabolismo protéico (Castello Branco Jr., 1994; Castello Branco Jr.&
Habib, 1995). E quanto as alteracdes morfofisiopatoldgicas, estes proporcionam um

aumento no nimero de mitocondrias da célula hospedeira, e em seguida, ha considerdvel



reducdo da quantidade de reticulo endoplasmdtico liso (Liu & Davies, 1972; Maurand,
1975). Como conseqiiéncia do aumento de mitocondrias, ocorre também um aumento de
até 20 % na taxa de respiracao dos individuos infectados (Maurand, 1975).

Em larvas de dipteros hospedeiros, o desenvolvimento do ciclo de vida dos
microsporideos ocorre numa seqii€éncia de acontecimentos que envolvem: a germinacao dos
esporos dentro do limen intestinal, seguido de invasdo de células epiteliais do intestino
médio e cecos gastricos, através da injecao do esporoplasma por meio da invaginacdo do
tubo polar. Depois hd um breve periodo de multiplicagdo por fissdo bindria, e a partir de
entdo, incide a difusd@o dos microsporideos para o tecido muscular e gdnadas, onde serdao
submetidos a fase sexual do desenvolvimento que envolve gametogénese e plasmogamia,
desse modo restabelecendo a sua condi¢do de dipléide (Lucarotti & Andreadis, 1995). Nas
fémeas os microsporideos tém sua multiplicacdo limitada e esporulam somente quando
estas adquirem sangue através do repasto sanguineo. A esporulacdo coincide com a
maturacdo dos ovdrios, e € estimulada pelos eventos de reproducdo do hospedeiro,
provavelmente sob fatores hormonais (Lord & Hal, 1983). Resultando na formagdo de
esporos binucleados que infectam os ovdrios, sendo estes responsdveis pela transmissao
transovariana de infeccio para a geracdo F;. A poténcia ou viabilidade destes esporos estd
condicionada a alguns fatores ambientais, como a temperatura e as fontes de alimentagcdao
do hospedeiro, em todas as fases do periodo de vida (Jamnback, 1973; Lacey & Undeen,
1987).

Becnel & Undeen (1992), avaliaram o sistema parasito-hospedeiro de Edhazardia
aedis parasitando larvas de Aedes aegypti sob a influéncia da temperatura e evidenciaram
particularmente que, a temperatura externa do criadouro a partir dos 36 °C € relevante do
ponto de vista ecoldgico ndo sé para os esporos, mas também para o desenvolvimento das
larvas de Aedes aegypti, que passardo para o estdgio de pupa com tamanho pequeno. Tal
fato, conseqilientemente, proporcionou um decréscimo do nimero de esporos no ambiente e
ainda, reducio no tamanho dos esporos no organismo parasitado, sendo este o resultado da

influéncia da temperatura.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O rio Santo Aleixo encontra-se no bairro Andorinhas, distrito de Santo Aleixo no
municipio de Magé, localizado na provincia biogeografica da Serra do Mar, na regido da
Serra dos Orgﬁos, no estado do Rio de Janeiro (Figura 1 e 2), com latitude S 22° 32',
longitude W 43° 02', a 88m de altitude, pluviosidade média de 1250 a 1500mm anuais
(Parques Nacionais, 1996). Pertence a bacia do Rio Paraiba do Sul e situa-se no dominio
morfoclimatico Tropical Atlantico, numa faixa que varia entre o quente, sub-quente e
super-imido, mas com periodo de sub-seca intermedidrio (IBAMA, 2002).

Este rio apresenta amplas dreas de insolagdo, com substrato predominantemente
pedregoso (Figura 3), sendo esta ultima, uma caracteristica de dobramento remobilizado
formado por escapas e reversos da Serra do mar, também denominada “frente dissecada do
bloco falhado” (Figuerédo, 2004). E considerado rio de alta drenagem (Figura 4), sua
vegetacdo € composta de resquicios de Floresta Tropical Pluvial Atlantica, com poucas
arvores de elevado tamanho, epifitas e cipds (Figuerédo, 2004), isso se da pelo fato de
apresentar freqiiente impacto antropico na maior parte de sua extensdo, o que ocorre em
decorréncia dos dejetos provenientes da urbanizacdo em seu entorno. Essa urbanizagao
ocorreu com a criagdo do parque industrial de Magé na década de 30, onde a populagdo
migrante eram os trabalhadores das fébricas (Figuerédo, 2004).

A elei¢do do rio Santo Aleixo para o estudo de correlagdo da temperatura da 4gua,
com a infeccdo de larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax por protozodarios
entomopatogénicos, prende-se ao fato deste rio apresentar alta densidade de larvas de
Simulium pertinax e taxas de infeccdo por microsporideos dentro dos padrdes de
normalidade (Aradjo-Coutinho et al. 2004).

Os dados abidticos como as temperaturas médias maxima e minima e a precipitacao
pluviométrica, foram obtidos no Instituto Nacional de Meteorologia do Rio de Janeiro — 6°

Distrito, e indicam que a regido apresentou para os Ultimos 10 anos as seguintes médias

11



referentes ao mesoclima: temperatura média da méixima de 25,20 °C (Tabela 1),
temperatura média da minima de 15,69 °C (Tabela 2) e precipitacio pluviométrica
acumulada de 15339,80 mm (Tabela 3). Com a finalidade de averiguar a possivel
ocorréncia de fenomenos acidentais, estes dados abiéticos foram comparados com os dois

periodos em que decorreu o estudo (Figura 5).
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Estado do
Rio de Janeiro

Oceano Atlantico

Figura 1: Mapa de localizacao do municipio de Magé no estado do Rio de Janeiro.
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TERESOPOLIS

PETROPOLIS

Figura 2: Mapa de localizag¢do do rio Santo Aleixo, no municipio de Magé do

estado do Rio de Janeiro.
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Figura 3: Vista do rio Santo Aleixo, no municipio de Magé do estado do

Rio de Janeiro.
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Figura 4: Vista do rio Santo Aleixo, no municipio de Magé do estado do

Rio de Janeiro (fotografia tirada do mesmo angulo da figura 3).
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Tabela 1: Média mensal da temperatura maxima dos udltimos 10 anos (1995 a 2004),

registrada no municipio de Magé.

Média das Temperaturas Maximas (°C)

Ano Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar  Abr

95/96 | 23,90 | 23,70 | 24,00 | 26,70 | 24,10 | 24,40 | 25,00 | 26,10 | 28,90 | 29,60 | 28,40 | 26,10

96/97 | 22,80 | 22,60 | 21,80 | 25,70 | 21,60 | 24,20 | 23,70 | 27,50 | 26,50 | 27,80 | 25,70 | 24,60

97/98 | 22,90 | 23,00 | 23,70 | 24,50 | 24,90 | 25,40 | 27,90 | 28,40 | 29,20 | 29,30 | 28,50 | 26,40

98/99 | 23,00 | 20,50 | 22,40 | 24,40 | 24,00 | 23,40 | 23,60 | 27,40 | 28,40 | 29,50 | 27,10 | 25,00

99/00 | 22,80 | 21,10 | 21,30 | 22,40 | 25,20 | 22,00 | 23,30 | 25,70 | 28,30 | 27,60 | 26,20 | 25,40

00/01 | 22,80 | 23,40 | 20,10 | 22,90 | 22,30 | 27,60 | 25,30 | 27,10 | 29,30 | 30,500 | 28,90 | 27,30

01/02 | 23,20 | 23,50 | 22,90 | 24,50 | 23,10 | 23,90 | 26,10 | 26,20 | 27,50 | 26,60 | 29,10 | 27,40

02/03 | 24,20 | 24,60 | 21,70 | 25,40 | 22,20 | 28,80 | 26,30 | 27,00 | 27,20 | 30,60 | 27,30 | 25,90

03/04 | 23,00 | 24,60 | 22,70 | 21,10 | 22,60 | 24,60 | 25,20 | 26,70 | 25,90 | 26,10 | 25,80 | 25,60

2004 | 22,20

* Dados cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia do estado do Rio de Janeiro — INMET.
[0 Primeiro ano de estudo

[] Segundo ano de estudo

Tabela 2: Média mensal da temperatura minima dos ultimos 10 anos (1995 a 2004),

registrada no municipio de Magé.

Média das Temperaturas Minimas (°C)

Ano Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr

95/96 | 14,60 | 11,10 | 13,00 | 13,40 | 13,60 | 15,80 | 16,40 | 17,90 | 19,40 | 19,40 | 18,90 | 15,80

96/97 | 12,80 | 12,00 | 11,20 | 10,60 | 13,20 | 14,80 | 15,70 | 17,50 | 18,40 | 17,40 | 16,00 | 15,20

97/98 | 12,30 | 11,90 | 11,40 | 11,60 | 14,80 | 15,90 | 18,80 | 19,00 | 19,90 | 19,80 | 19,10 | 17,30

98/99 | 13,70 | 11,30 | 11,60 | 14,90 | 15,60 | 15,50 | 16,00 | 18,90 | 19,50 | 19,40 | 18,30 | 15,80

99/00 | 12,50 | 12,80 | 12,70 | 10,70 | 13,80 | 14,30 | 15,20 | 17,30 | 17,90 | 18,60 | 17,90 | 15,50

00/01 | 13,00 | 11,40 | 11,30 | 12,10 | 14,80 | 17,40 | 17,20 | 18,00 | 18,60 | 19,10 | 17,90 | 16,80

01/02 | 14,20 | 13,00 | 11,20 | 12,30 | 14,10 | 15,40 | 17,90 | 18,40 | 18,90 | 18,70 | 18,60 | 16,40

02/03 | 15,20 | 13,40 | 12,70 | 14,70 | 14,30 | 17,00 | 17,80 | 19,20 | 19,60 | 19,40 | 18,50 | 16,00

03/04 | 13,20 | 12,80 | 11,50 | 11,70 | 14,00 | 15,30 | 17,50 | 18,80 | 18,20 | 18,50 | 16,90 | 17,40

2004 | 14,10

* Dados cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia do estado do Rio de Janeiro — INMET.

[ Primeiro ano de estudo

[] Segundo ano de estudo
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Tabela 3: Total mensal de precipitagdo pluviométrica dos ultimos 10 anos (1995 a 2004),

registrado no municipio de Maggé.

Precipitacao Pluviométrica Acumulada (mm)

Ano  Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar  Abr
95/96 | 494 | 28,5 25,7 6,1 106,6 | 174,5 | 227,8 | 326,1 | 207,8 | 199,6 | 207,5 | 81,0
96/97 | 50,7 33,6 11,8 344 | 199,7 | 1158 | 2529 | 239,5 | 236,0 | 70,6 | 174,3 | 358
97/98 | 65,0 33,0 8,0 222 | 752 | 90,3 | 208,0 | 196,2 | 193,3 | 330,5 | 89,3 81,0
98/99 | 99,5 21,3 15,8 | 442 39,6 | 158,1 | 213,2 | 245,6 | 272,3 | 103,3 | 182,3 | 52,5
99/00 | 39,4 | 64,3 27,9 143 78,7 | 494 | 1923 | 4514 | 416,3 | 114,6 | 1604 | 87,3
00/01 | 40,3 0,2 94,1 | 114,6 | 113,6 | 86,8 | 198,1 | 245,0 | 269,8 | 216,9 | 184,0 | 190,3
01/02 | 73,3 2,3 18,9 7,7 73,4 | 91,5 | 151,6 | 422,2 | 308,3 | 202,0 | 1484 | 116,8
02/03 | 70,4 6,5 350 | 248 | 1248 | 54,8 | 282,1 | 508,0 | 323,5 | 49,5 | 193,8 | 52,2
03/04 | 55,6 35,0 31,6 | 66,3 43,6 | 177,7 | 351,1 | 164,0 | 227,4 | 3404 | 154,8 | 106,8
2004 | 70,8

* Dados cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia do estado do Rio de Janeiro — INMET.

O] Primeiro ano de estudo

[] Segundo ano de estudo
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3.2 Metodologia da amostragem

O presente estudo foi realizado em dois periodos ndo consecutivos, com coletas
semanais de larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax de maio de 2001 a maio de 2002,
no qual foi conferido um total de 36 coletas; e maio de 2003 a maio de 2004, onde foram
efetuadas 34 coletas de larvas, sendo mensurados em ambos os periodos os dados da
temperatura da dgua, temperatura maxima e minima do ambiente e taxa de precipitacdo da
regido, sendo estes dois ultimos obtidos no Departamento de Meteorologia do Instituto
Nacional de Meteorologia, no 6° Distrito de Meteorologia do Rio de Janeiro.

Devido a necessidade de observacdo “in vivo” da sintomatologia externa da
infec¢do por protozodrio, as larvas foram transportadas para o laboratério em recipientes
com 4gua do criadouro sob aeracdo, promovida por bombas de aqudrio, numa caixa de
isopor com gelo bioldgico para manutencdo de temperatura aproximadamente constante e
sobrevivéncia das mesmas (Figura 5).

A coleta de larvas foi realizada em pontos aleatérios do rio, sendo de 2 m a distancia
minima entre cada ponto e o tempo investido foi de 45 minutos. As larvas foram coletadas
em sua maioria no substrato rochoso (Figura 6), onde para tal, passa-se a mao sobre o
substrato num movimento contra o fluxo da correnteza de dgua, com isso, as larvas se
fixardo provisoriamente na extensido dos dedos, e entdo foram depositadas nos recipientes
de transporte. Quando em folhi¢co represado na correnteza onde estavam aderidas, a
remogao para o aparato de transporte foi realizada através de pinca de relojoeiro n° 5.

A temperatura da dgua do criadouro natural foi medida, somente em um ponto, em
todas as coletas com termOmetro de mercurio digital, possibilitando assim, maior exatidao
na aquisic¢ao deste dado abidtico.

As larvas foram transportadas para o Laboratério de Referéncia Nacional em
Simulideos e Oncocercose do Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C / Fiocruz), onde permaneceram vivas em um criadouro artificial (Figura 7) durante o
processo de contagem e identificacdo (Figura 8), baseado nas descricdes de Coscardn

(1981). As larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax que apresentaram sintomatologia de
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infeccdo, ou seja, abdome deformado com corpos gordurosos esbranquicados e em forma
globular (Figura 9), foram dissecadas seguindo o método de Undeen & Vavra (1997), e
coradas com Giemsa como citado por Becnel (1997).

Para a classificacdo dos protozodrios, em microscopio contraste de fase, foi utilizada
a chave de identificacdo proposta por Weiser (1982, 1991). Para a confirmacdo diagndstica,
as laminas identificadas foram enviadas para o Center for Medical, Agricultural and

Veterinary Entomology — U.S. Department of Agriculture Agricultural Research Service.
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Figura 5: Aparato que permite a sobrevivéncia das larvas de simulideos,

transportadas do rio Santo Aleixo — Magé para o laboratdrio (em comunicagdo

pessoal Araidjo-Coutinho).
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Figura 6: Substrato rochoso no rio Santo Aleixo, com larvas de simulideos fixadas.
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Substrato para Larvas

i e Sy
r

Figura 7: Criadouro artificial utilizado para manutencio da sobrevivéncia das

larvas de simulideos em laboratdrio (em comunicagdo pessoal Aradjo-Coutinho).

23



Figura 8: Larva de Simulium pertinax nao infectada por microsporideos em

vista dorsal (1), ventral (2), lateral (3) e o padrdo de mancha cefalica (M)
utilizada na identificac¢do das larvas coletadas no rio Santo Aleixo — Maggé,

Rio de Janeiro.
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\

Tecido Adiposo

Figura 9: Larva de Simulium pertinax apresentando sintomatologia de infec¢cdo

por microsporideo.
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3.3 Analise estatistica dos dados

O perfil sazonal dos microsporideos foi estabelecido a partir da freqiiéncia relativa
dos géneros, em que foram calculados os valores percentuais de larvas S. pertinax para as
varias situacOes: percentual de espécimes infectados em relagdo ao total absoluto;
percentual de espécimes infectados em relacdo ao total mensal; percentual dos géneros de
microsporideos encontrados em relacio ao total absoluto de espécimes infectados.

A partir desta avaliacdo, foi aplicado o teste de similaridade, utilizando o coeficiente
de Soerensen (Serra-Freire, 2002), para os dados semanais de infec¢dao de larvas de
Simulium (Chirostilbia) pertinax, para verificar o padrdo de incidéncia de infec¢ao.

Devido a coexisténcia de mais de um género de microsporideo infectando larvas de
Simulium pertinax no rio onde ocorreu o desenvolvimento do estudo, foi aposto o indice de
afinidade de Fager (1957) com 1% de erro, de grande utilidade no reconhecimento da
ocorréncia de associagdo real interespecifica que se manifesta freqiientemente em conjunto,
independente da variagdo de sua abundancia.

O coeficiente de correlacdo linear entre a temperatura da dgua do criadouro de
larvas de Simulium pertinax, e as infeccdes pelos microsporideos detectados no rio Santo
Aleixo, foi estimada através da utilizacdo da férmula de Pearson tanto para o total de larvas
infectadas em cada periodo de coleta, quanto para o nimero total de larvas infectadas por
géneros de microsporideos encontrados. O Teste “t” de Student com 5 % de erro foi
aplicado para verificar a significancia dos dados obtidos na correlagdo. Como termo de
comparacao, visando a decisdo de aceitar ou ndo a correlacao analisada, com base no valor
absoluto da correlacdo calculada, foi utilizada a Tabela de Rugg (Serra-Freire, 2002) que
adota a seguinte convengao:

r<0,15 relagdo desprezivel
0,15 <r<0,29 correlagdo fraca
0,29 <r<0,49 correlagdo aprecidvel

r>0,50 correlacdo forte
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Foi calculada a taxa de prevaléncia total para o nimero de larvas de Simulium
(Chirostilbia) pertinax infectadas e para as larvas infectadas pelos géneros de
microsporideos, detectados nas 77 semanas envolvidas no trabalho, visando estimar a
ocorréncia do perfil anual das infec¢des.

Visando verificar se o tamanho da amostra influencia na correlacdo entre a
temperatura da dgua do criadouro, e as infeccdes em larvas de Simulium pertinax por
microsporideos, foi aplicado o coeficiente linear de correlagdo (r de Pearson) para a taxa de
infeccdo do total de larvas coletadas, para a taxa de infeccao do total de larvas infectadas e
para as taxas mensais de larvas infectadas para os géneros de microsporideos encontrados,
nos dois periodos de estudo (2001-2002 e 2003-2004).

O coeficiente de Pearson também foi aposto para os dados mensais de precipitacdo
pluviométrica, no periodo 2001-2002 e 2003-2004, com os dados mensais de temperatura
da 4gua do criadouro, com a taxa de infeccao para o total de larvas coletadas e com a taxa

de infeccdo para as larvas infectadas pelos géneros de microsporideos encontrados.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Dados abioticos

O rio Santo Aleixo durante o primeiro periodo de estudo, maio de 2001 a maio de
2002, apresentou temperatura média da dgua de 21,74 °C, variando entre a minima de
19,60 °C no més de setembro e maxima de 24,95 °C no més de dezembro. Ja no segundo
periodo de estudo, que ocorreu de maio de 2003 a maio de 2004, a temperatura média da
agua foi de 21,23 °C oscilando entre a minima de 18,90 °C no més de agosto e mdxima de
23,40 °C no més de janeiro (Figura 10).

Para a regido estudada a temperatura média maxima ambiente variou entre a minima
de 22,90 °C no més de julho de 2001 e maxima de 29,10 °C no més de marco de 2002
(primeiro periodo); e minima de 21,10 °C no més de agosto de 2003 e méxima de 26,70 °C
no més de dezembro de 2003 (segundo periodo). A temperatura média minima ambiente
variou entre a minima de 11,20 °C no més de julho de 2001 e méxima de 18,90 °C no més
de janeiro de 2002, no primeiro periodo; e minima de 11,50 °C no més de julho de 2003 e
méxima de 18,80 °C no més de dezembro de 2003, no segundo periodo (Figura 11 e 12).

A precipitacdo pluviométrica para a regido variou entre a minima de 2,3 mm no més
de junho e a médxima de 422,2 mm no més de dezembro, no primeiro periodo. Durante o
segundo periodo, esta variou entre a minima de 31,6 mm no més de julho e a méxima de

351,1 mm no més de novembro (Figura 13).
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Figura 10: Média mensal da variacdo das temperaturas da 4dgua registradas no rio Santo
Aleixo — municipio de Magé, no periodo de maio de 2001 a maio de 2002 e de maio de

2003 a maio de 2004.
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Figura 11: Média mensal da variacdo da temperatura maxima ambiente registrada para a

regido estudada, e para o periodo de maio de 2001 a maio de 2002 e de maio de 2003 a

maio de 2004.
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Figura 12: Média mensal da variacdo da temperatura minima ambiente registrada para a
regido estudada, e para o periodo de maio de 2001 a maio de 2002 e de maio de 2003 a

maio de 2004.
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Figura 13: Variacdo mensal da precipitacdo pluviométrica acumulada dentro dos limites
méximo e minimo para o decénio registrado na regido estudada, e para o periodo de maio

de 2001 a maio de 2002 e de maio de 2003 a maio de 2004.
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4.2 Dados bioticos

4.2.1 Géneros de microsporideos encontrados infectando larvas de Simulium (Ch.)

pertinax

Os géneros de microsporideos Amblyospora (Hazard & Oldacre, 1975) e
Polydispyrenia (Canning & Hazard, 1982), encontrados infectando o tecido adiposo das
larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax neste estudo, foram identificados a partir de
caracteristicas morfoldgicas do esporo.

Amblyospora sp. foi caracterizado por apresentar como caracteristica morfolégica
principal, a presenga de oito esporos uninucleados amplamente elipticos e delicadamente
robusto nas extremidades, com dimensdes de esporo que variam de 4,2 + 0,6 x 3,8 £ 0,7
um (Figura 14). As dimensdes estruturais que foram medidas a partir das deteccdes neste
estudo, indicam que parte das laminas caracterizadas como sendo deste gé€nero, €
semelhante a espécie Amblyospora bracteata (Strickland, 1913) (Figura 15) e outra parte se
assemelha a espécie Amblyospora varians (Léger, 1910) (Figura 16), descrita em
simulideos na América do Norte e Europa, respectivamente (Vavra e Undeen, 1981).

Foram observados também no tecido adiposo de larvas de Simulium (Chirostilbia)
pertinax, meiosporos uninucleados (Figura 17) e esporos uninucleados e binucleados de
Amblyospora sp. (Figura 18).

Polydispyrenia sp. foi caracterizado morfologicamente por possuir quantidade igual
ou superior a 32 esporos uninucleados por vesicula do esporéforo, com dimensdes de
esporos que variam de 7,0 £ 0,6 x 4,9 £ 0,8 um (Figura 19).

Nas laminas identificadas com Polydispyrenia sp. foram observados eventos que
normalmente ocorrem em seu ciclo de desenvolvimento, como esporogonia diplocariética
multipla do plasmédio (Figura 20), esporoblastos uninucleados e um plasmédio em
esporogonia, que apresenta como produto final esporos uninucleados sem a vesicula do

espordforo (Figura 21).
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Figura 14: Esporos de Amblyospora sp. identificados em larva de

Simulium pertinax.
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Figura 15: Esporos de Amblyospora sp. encontrados em larva de Simulium pertinax

com as dimensdes semelhante as dimensdes descritas de Amblyospora bracteata.
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Figura 16: Esporos de Amblyospora sp. encontrados em larva de Simulium pertinax

com as dimensdes semelhantes as dimensdes descritas de Amblyospora varians.
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Figura 17: Meiosporos uninucleados de Amblyospora sp. encontrados no tecido

adiposo de larvas de Simulium (Ch.) pertinax.
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Figura 18: Esporos binucleados de Amblyospora sp. encontrados em larva de

Simulium (Ch.) pertinax.
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Figura 19: Esporos uninucleados de Polydispyrenia sp. encontrados no tecido

adiposo de larvas de Simulium (Ch.) pertinax.
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Figura 20: Esporo de Polydispyrenia sp. em esporogonia diplocariética

do plasmddio, encontrado em larva de Simulium (Ch.) pertinax.

40



Figura 21: Polydispyrenia sp. com esporoblastos uninucleados (Y) e um

plasmédio em esporogonia (X).
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4.2.2 Distribuicao sazonal dos microsporideos detectados em larvas de Simulium (Ch)

pertinax

Nas 36 coletas de larvas realizadas no periodo de 2001 — 2002, foram obtidos um
total de 10.603 larvas de Simulium pertinax, sendo detectadas 207 larvas infectadas por
microsporideos, dentre as quais 201 estavam infectadas pelo género Amblyospora e 6 larvas
estavam infectadas pelo género Polydispyrenia. Com isso, foi observado que Amblyospora
sp. apresentou freqiiéncia relativa de 1,90 % na populagdo de larvas de Simulium pertinax,
representando 97,10 % da populacdo de microsporideos detectados. Ja Polydispyrenia sp.
apresentou 0,06 % de freqiiéncia relativa, o que representou apenas 2,90 % da populagdo de
microsporideos encontrados (Tabela 4).

Amblyospora sp. apresentou ocorréncia em todo o ano em que foi realizado o
estudo, com exce¢do do més de dezembro de 2001, e foi notado uma prevaléncia maior de
junho a agosto e em outubro de 2001, com picos de infeccao nos meses de junho (1,95 %),
julho (3,88 %), agosto (2,60 %) e outubro (3,30 %) (Figura 22). Entretanto este fato nao foi
observado em Polydispyrenia sp., que teve ocorréncia apenas nos meses de outubro de

2001, fevereiro e maio de 2002, apresentando baixa prevaléncia (Figura 23).
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Tabela 4: Freqiiéncia relativa mensal e anual de larvas de Simulium pertinax infectadas por
microsporideos em relagdo ao total coletado e a distribuicio em valores absolutos dos
géneros identificados no rio Santo Aleixo, Magé, RJ, no periodo de maio de 2001 a maio de

2002.

Rio Santo Aleixo - Magé - Rio de Janeiro - Brasil (2001 / 2002)

Més/ Ano | TLC TLI  FRLI LI Polydispyrenia sp. FR 1 LI Amblyospora sp. FR 2
mai/01 777 2 0,26% 0 0,00% 2 100,00%
jun/01 2304 45  1,95% 0 0,00% 45 100,00%
jul/o1 1854 72 3,88% 0 0,00% 72 100,00%
ago/01 1344 35 2,60% 0 0,00% 35 100,00%
set/01 299 3 1,00% 0 0,00% 3 100,00%
out/01 606 21 347% 1 4,76% 20 95,24%
nov/01 425 7 1,64% 0 0,00% 7 100,00%
dez/01 196 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
jan/02 501 7 1,40% 0 0,00% 7 100,00%
fev/02 292 4 1,37% 3 75,00% 1 25,00%
mar/02 536 3 0,56% 0 0,00% 3 100,00%
abr/02 688 1 0,15% 0 0,00% 1 100,00%
mai/02 781 7 0,90% 2 28,57% 5 71,43%
Anual 10603 207 1,95% 6 2,90% 201 97,10%

Legenda:

TLC - Total de Larvas de Simulium pertinax Coletadas

TLI - Total de Larvas de Simulium pertinax Infectadas

FRLI - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas

LI Polydispyrenia sp. - Nimero de Larvas de Simulium pertinax Infectadas pelo género Polydispyrenia
FR 1 - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas por Polydispyrenia sp.

LI Amblyospora sp. - Numero de Larvas de Simulium pertinax Infectadas pelo género Amblyospora

FR 2 - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas por Amblyospora sp.
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Figura 22: Distribui¢do sazonal de Amblyospora sp. encontrado infectando larvas de

Simulium pertinax no periodo 2001-2002, no rio Santo Aleixo — Magé - RJ.
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Figura 23: Distribuicdo sazonal de Polydispyrenia sp. encontrado infectando larvas de

Simulium pertinax no periodo 2001-2002, no rio Santo Aleixo — Magé - RJ.

45



No periodo de 2003 — 2004, foram executadas 34 coletas com um total de 24.116
larvas de Simulium pertinax, dentre as quais 396 estavam infectadas pelo género
Amblyospora e 42 estavam infectadas pelo género Polydispyrenia. Pode ser observado
durante este periodo que, Amblyospora sp. apresentou freqii€ncia relativa de 1,64 % na
populacdo de larvas de Simulium pertinax, o que representou 90,40 % da populacdo de
microsporideos encontrados. Enquanto Polydispyrenia sp. apresentou 0,17 % de freqiiéncia
relativa na populacdo estudada, representando somente 9,60 % dos microsporideos
detectados no rio Santo Aleixo (Tabela 5).

Igualmente ao evento exposto no primeiro periodo de coleta, foram verificadas
infec¢des por Amblyospora sp. durante todo o ano de estudo, sendo que neste caso, 0s picos
de infecgdes ocorreram de julho a outubro de 2003 e de mar¢co a maio de 2004. Estas
epizootias representaram uma prevaléncia de 1,36 % no més de julho, 1,13 % em agosto,
2,43 9% no més de setembro e 4,08 % em outubro de 2003; e no ano 2004 as prevaléncias
mais representativas foram nos meses de marco com 1,05 %, abril com 1,24 % e maio com
2,44 %. (Figura 22). Contudo, Polydispyrenia sp. que teve ocorréncia em quase todo o
periodo com excecdo apenas dos meses de maio de 2003 e fevereiro de 2004, apresentou

uma baixa prevaléncia em todo o ano de estudo (Figura 23).
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Tabela 5: Freqiiéncia relativa mensal e anual de larvas de Simulium pertinax infectadas por
microsporideos em relacdo ao total coletado e a distribui¢do em valores absolutos dos
géneros identificados no rio Santo Aleixo, Magé, RJ, no periodo de maio de 2003 a maio de

2004.

Rio Santo Aleixo - Magé - Rio de Janeiro - Brasil (2003 / 2004)

Més/Ano | TLC TLI FRLI LI Polydispyrenia sp. FR 1 LI Amblyospora sp. FR 2
mai/03 466 7  1,50% 0 0,00% 7 100,00%
jun/03 2623 4 0,15% 1 25,00% 3 75,00%
jul/03 2355 34 1,44% 2 5,88% 32 94,12%
ago/03 2918 36 1,23% 3 8,33% 33 91,66%
set/03 5976 157 2,63% 12 7,64% 145 92,36%
out/03 1325 56 4,23% 2 3,57% 54 96,43%
nov/03 873 16 1,83% 5 31,25% 11 68,75%
dez/03 721 10 1,39% 5 50,00% 5 50,00%
jan/04 438 9 2,05% 1 11,11% 8 88.,89%
fev/04 274 7 2,55% 0 0,00% 7 100,00%
mar/04 2086 28 1,34% 6 21,43% 22 78,57%
abr/04 2501 32 1,28% 1 3,13% 31 96,87%
mai/04 1560 42 2,70% 4 9,52% 38 90,48%
Anual 24116 438 1,82% 42 9,60% 396 90,40%

Legenda:

TLC - Total de Larvas de Simulium pertinax Coletadas

TLI - Total de Larvas de Simulium pertinax Infectadas

FRLI - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas

LI Polydispyrenia sp. - Numero de Larvas de Simulium pertinax Infectadas pelo género Polydispyrenia
FR 1 - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas por Polydispyrenia sp.

LI Amblyospora sp. - Numero de Larvas de Simulium pertinax Infectadas pelo género Amblyospora
FR 2 - Freqiiéncia Relativa de Larvas de Simulium pertinax Infectadas por Amblyospora sp.
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Figura 24: Distribui¢do sazonal de Amblyospora sp. encontrado infectando larvas de

Simulium pertinax no periodo 2003-2004, no rio Santo Aleixo — Magé - RJ.
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4.3.1 Teste de similaridade para ocorréncia de infec¢ao

Na similaridade de ocorréncia de infec¢do nos dois periodos de estudo, foi conferida
uma similaridade parasitaria de 59,34 %, o que é considerada uma similaridade fraca. Entdo
se pode dizer que as infecgdes pelos géneros de microsporideos encontrados ndo seguem o

mesmo padrao.

4.3.2 Associacao real interespecifica pelo indice de afinidade de Fager

Para os dados bidticos sazonais dos dois periodos de estudo, foi possivel observar
que o Tcalculado = 15,4540 > Ttabelado 1 % = 3,91. Por isso, pode ser concluido que o
indice de afinidade real foi significativo, e entdo, as infec¢cdes por Amblyospora sp. e
Polydispyrenia sp. em larvas de Simulium (Ch.) pertinax ndo sofrem influéncia uma da

outra.

4.3.3 Correlacao entre a temperatura da agua do criadouro natural e as infeccoes por

microsporideos.

Para a correlagdo linear (r de Pearson) entre o total de larvas de Simulium (Ch)
pertinax infectadas por microsporideos com a temperatura da dgua, nos periodos de estudo,
foi obtida uma correlagdo negativa e significativa (r = -0,52 com P < 0,05). A correlacio
entre a temperatura da d4gua com as infecgdes por Amblyospora sp. no primeiro periodo de
estudo (2001-2002) foi negativa, considerada forte e significativa (r = -0,65 com P < 0,05),
e no segundo ano (2003-2004) também verificou-se correlacio negativa (r = -0,43, com P <
0,05), significativa e considerada apreciavel. Polydispyrenia sp. demonstrou auséncia de
correlacdo (r = -0,10 com P < 0,05) no primeiro periodo (2001-2001) e no segundo periodo
de estudo (2003-2004) (r = 0,10 com P < 0,05), uma correlacdo ndo significativa. A

interpretacdo da correlagdo foi segundo a tabela de Rugg.
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Para dirimir possivel influéncia do tamanho da amostra na correlacdo, utilizou-se a
taxa de infeccdo para as 77 semanas envolvidas no estudo, onde foi observada uma taxa de
1,86 % para as infec¢des de larvas de Simulium (Ch.) pertinax por microsporideos, 1,72 %
de taxa de infeccdo para o género Amblyospora e 0,14 % para o gé€nero Polydispyrenia
(Tabela 6).

O primeiro periodo de estudo (2001-2002), na andlise de correlacdo entre a
temperatura da dgua do criadouro e a taxa de infeccdo do total de larvas de S. (Ch.) pertinax
coletadas, a correlag@o ndo foi significativa (r = -0,45 com P < 0,05). J4 entre a temperatura
da dgua e a taxa de infec¢do das larvas infectadas apresentou correlagdo negativa forte e
significativa (r = -0,69 com P < 0,05); assim como para as infec¢des por Amblyospora sp. a
correlacdo também foi negativa, forte e significativa (r = -0,64 com P < 0,05), e foi
observada auséncia de correlacdo para as infec¢des por Polydispyrenia sp. (r =-0,17 com P
< 0,05), e neste caso nao foi verificada significancia para os valores desta correlacao.

Para a precipitagdo pluviométrica mensal no periodo (2001-2002), foram obtidas as
seguintes correlacdes: com a temperatura (r = 0,76 com P < 0,05), uma correlagdo forte e
significativa; com a taxa de infeccdo do total de larvas coletadas (r = -0,66 com P < 0,05),
também uma correlacdo forte e significativa; com a taxa de infec¢do do total de larvas
infectadas (r = -0,48 com P < 0,05), a correlacdo ndo foi significativa; com a taxa de
infeccdo de larvas infectadas por Amblyospora sp. (r = -0,68 com P < 0,05) foi conferida
uma correlacdo significativa forte e com a taxa de infeccdo de larvas infectadas por
Polydispyrenia sp. foi observada auséncia de correlacdo (r = 0,11 com P < 0,05), onde nao
foi conferida significancia para os valores desta correlacdo.

No segundo periodo de estudo (2003-2004), a correlagdo entre a temperatura da
dgua do criadouro e a taxa de infeccao do total de larvas de S. (Ch.) pertinax coletadas nao
foi significativa (r = -0,54 com P < 0,05). J4 a temperatura e a taxa de infeccdo de larvas
infectadas apresentou auséncia de correlagdo (r = -0,01 com P < 0,05); enquanto para as
infec¢des por Amblyospora sp. nao houve uma correlagdo significativa (r = -0,09 com P <
0,05), e para as infec¢des por Polydispyrenia sp. a correlagdo também nao foi significativa

(r=0,37 com P < 0,05).
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Para os dados de precipitacdo pluviométrica mensal no periodo (2003-2004), foram
obtidas as seguintes correlagdes: com a temperatura (r = 0,65 com P < 0,05), uma
correlagc@o forte e significativa; com a taxa de infeccdo do total de larvas coletadas (r = -
0,58 com P < 0,05), também apresentou correlacdo forte e significativa; com a taxa de
infeccdo do total de larvas infectadas (r = 0,31 com P < 0,05), a correlagdo ndo foi
significativa; com a taxa de infec¢do de larvas infectadas por Amblyospora sp. (r = -0,20
com P < 0,05) a correlacdo também ndo foi significativa, assim como para a taxa de
infeccdo de larvas infectadas por Polydispyrenia sp. (r = 0,20 com P < 0,05) onde a
correlacdo ndo foi significativa. Ressaltando que foi utilizada a convencdo adotada na

tabela de Rugg para a discriminagdo das correlacdes, como termo de comparagao.
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Tabela 6: Dados da temperatura do criadouro natural de larvas de Simulium pertinax

distribuidos por classes, e a relagdo destes com o niimero e o percentual de larvas infectadas

pelos géneros de microsporideos encontrados nos dois periodos de desenvolvimento do

trabalho (maio de 2001-2002 e maio 2003-2004).

Estratificacdo dos dados obtidos no rio Santo Aleixo, nos dois periodos de estudo (2001-2002 / 2003-2004).

Classe Temperatura °C Amblyospora Polydispyrenia TLI TLC PA PP PTLI
Cl 17,0 |[—19,0 108 4 112 6043 1,79% 0,07% 1,85%
C2 19,0 |—21,0 113 12 125 8991  126% 0,13% 1,39%
C3 21,0 |—23,0 303 20 323 13858 2,19% 0,14%  2.33%
C4 23,0 |—25,0 71 12 83 5417 1,31% 0,22% 1,53%
C5 25,0 |—27,0 2 0 2 451  044% 0,00% 0,44%

Y 597 48 645 34719 1,72% 0,14% 1,86%
Legenda:

TLI - Total de Larvas de Simulium (Ch.) pertinax Infectadas
TLC - Total de Larvas de Simulium (Ch.) pertinax Coletadas
P A - Percentual de Larvas de Simulium (Ch.) pertinax infectadas por Amblyospora sp.

P P - Percentual de Larvas de Simulium (Ch.) pertinax infectadas por Polydispyrenia sp.

PTLI - Pecentual do Total de Larvas de Simulium (Ch.) pertinax Infectadas
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5.0 DISCUSSAO

A despeito da identificacdo dos microsporideos ter sido baseada nos parametros
morfoldgicos e de medidas de esporos, sO foi possivel a realizagdo desta ao nivel de género,
onde foram observados dois géneros Amblyospora e Polydispyrenia sp.

A identificacdo de Amblyospora sp. apresentou semelhanca com duas espécies,
Amblyospora bracteata e Amblyospora varians, descritas em simulideos na América do
Norte e Europa, respectivamente (Vavra e Undeen, 1981). Com isso, foi constatado que a
identificacdo apenas com as caracteristicas morfologicas ndo foi suficiente para a
identificacdo especifica, entdo este ndo pode ser o unico critério utilizado, fazendo-se
necessdaria além da caracterizacdo morfoldgica a molecular.

Quanto ao género Polydispyrenia, a espécie tipo é Polydispyrenia simulii (Lutz e
Splendor, 1908), que foi descrita no Brasil infectando larvas de Simulium pertinax e
Simulium perflavum (Sprague et al. 1992). Embora Polydispyrenia sp. detectada neste
trabalho em larvas de Simulium pertinax apresente semelhanca com o0s caracteres
morfolégicos da espécie descrita por Lutz & Splendor (1908), existe uma consideravel
diferenca nas dimensdes morfolégicas do esporo relatado, onde os autores citados
descreveram com medidas de 4,5 — 5,5 x 2,5 — 3,5 um, e no presente estudo os mesmos
variam de 7,0 + 0,6 x 4,9 + 0,8 um. Por esta razdo nao foi determinada a espécie presente, e
com isso se pode observar a necessidade da utilizacdo de técnicas moleculares de
caracterizacao aliada a caracterizacdo morfoldgica. Existem estudos realizados por varios
autores que mostram outras espécies do género Polydispyrenia parasitando vérias espécies
de simulideos na Regido neotropical (Marino et al. 1980; Takaoka, 1980; Torres et al.
1991).

Os dados abidticos mensurados para a regido, como temperatura maxima e
temperatura minima ambiente e precipitagdo pluviométrica, enquadram-se dentro dos
limites observados na mesma regidao num periodo de 10 anos. Tal fato demonstra que o

periodo de estudo ndo foi atipico em relag@o aos fatores abidticos.
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A variacdo da abundancia de Simulium pertinax ndo se comportou conforme citado
em literatura, onde em geral, o aumento da populagdo larval ocorre nos meses de outubro a
abril (estagdo timida) (Aratjo-Coutinho, 1993), e neste rio foi observado o oposto, fato que
pode ser justificado por tratar-se de um rio de alta drenagem, onde € notdvel que nos meses
de junho a outubro (estacdo seca) houve aumento na populacdo hospedeira no local de
coleta. Segundo Peterson (1956), que analisou a influéncia da velocidade da 4gua em
populacdes de simulideos em Utha — EUA, constatou preferéncias especificas para este
fator, relacionando-a com a captacdo de alimentos e faléncia dos abanos cefélicos (estrutura
morfoldgica). Com isso, provavelmente este fator pode ser analisado como um agente
influenciador na abundéncia destas larvas.

O género de microsporideo predominante no rio Santo Aleixo foi Amblyospora
apresentando enzootia nos dois periodos em que ocorreu o desenvolvimento do estudo,
persistindo mesmo quando houve alta reducdo na populacdo hospedeira, assim como
observado por Andreadis (1999), em estudo realizado com populagdo natural de culicideos.
No periodo 2001 - 2002 foram notados picos epizodticos de junho a agosto e em outubro de
2001; a incidéncia desta epizootia se comportou de forma diferente no periodo 2003 - 2004,
que aconteceu de julho a outubro de 2003 e de marco a maio de 2004. Esta informacgao
possibilitou verificar que Amblyospora sp. apresenta infeccdo cronica na populacdo de
Simulium pertinax, apesar de promover alguns picos epizodticos nesta ocasido. Estudo
realizado por Micieli et al. (2001), no periodo de maio de 1996 a maio de 1997 em
populacdo natural de Aedes albifasciatus (Diptera: Culicidae), relata um comportamento
enzodtico de Amblyospora albifasciati coincidente com o observado neste trabalho, e os
picos epizodticos ocorreram aproximadamente nos mesmos meses em que foram conferidas
epizootias neste trabalho, ou seja, de julho a outubro.

Infeccdes por Amblyospora sp. e Polydispyrenia sp. tem sido relatadas em diversas
espécies de simulideos na América do Sul (Garcia et al. 1989); apesar disso, pouco se sabe
sobre seus aspectos enzodticos, epizodticos e os fatores-chave que atuam e regulam as

microsporidioses nas populacdes hospedeiras nestes sistemas.
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A despeito dos avangos no conhecimento dos aspectos de transmissdo e da biologia
do género Amblyospora em populagdes naturais, ndo existem relatos em simulideos, por
esse motivo, os resultados sobre a taxa de infec¢do foram discutidos confrontando com
trabalhos acerca de outro hospedeiro.

A razdo da taxa de infec¢do de larvas de Simulium pertinax por microsporideos foi
de 1,86 %, sendo que, esta taxa de infeccdo foi de 1,72 % para as infecgdes por
Amblyospora sp. e 0,14 % para as infec¢des por Polydispyrenia sp. Este € um relato
parecido com os de outros estudos realizados com simulideos, onde a taxa de infec¢do pode
variar de 0,5 % a 2,5 %, e dentre os mais freqiientes, a taxa € menor que 1 % (Crosskey,
1990), ainda que Adler et al. (2000), ja tenham descrito uma razao de prevaléncia de 57 %
desta taxa de infec¢do. Welch (1960), relatou uma taxa de prevaléncia para Amblyospora
sp. (o autor supde que provavelmente a espécie € Amblyospora khaliulini) variando em
entre menos que 1 % até a taxa maxima de 32 % nas populagdes de larvas de Aedes
communis, habitando varios lagos nas florestas, em Manitoba — Canad4, pelo periodo de
dois anos. E o mesmo concluiu que esta espécie de microsporideo foi responsavel pela
reducdo de 3 % a 11 % da populagao larval nesta localidade.

Saba et al. (1984) monitorou mensalmente a prevaléncia de Amblyospora sp. (o
autor supde que provavelmente a espécie € Amblyospora indicola) em populaces de
campo de larvas de Culex sitiens por um ano, em dois lagos na extensao da costa do Kenya,
e observou que a taxa de infecc@o alcancou respectivamente nestes lagos de 2 % a 10 %, e
de2 % al5 %.

A taxa de infecc@o de larvas por Amblyospora sp. encontrada neste trabalho se
assemelha aos dados obtidos por Becnel & Andreadis (1999), em estudos realizados com
populacdes de Culicidae, onde citam que provavelmente a epizootia observada € o
resultado da existéncia de uma via de transmiss@o vertical. Considerando este relato e as
informagdes aqui obtidas, tudo indica que a enzootia verificada € uma conseqiiéncia da
transmissdo horizontal de Amblyospora sp. para Simulium pertinax, que possivelmente
pode ter acontecido em todo o periodo de desenvolvimento deste estudo, inclusive nos
meses de junho — outubro e marco — maio, onde foram observadas epizootias. Esta
informagdo prova a validade dos estudos de investigacdo dos mecanismos de via de

transmissdo horizontal de Amblyospora sp., incluindo em potencial um hospedeiro
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intermedidrio, visto que Becnel & Andreadis (1999) citam a necessidade deste, no ciclo de
vida do género Amblyospora.

Foram observados em algumas larvas com formacdo de histoblasto respiratdrio
maduro, infectadas por Amblyospora sp., meiosporos uninucleados, enquanto que em larvas
sem a formacdo de histoblasto maduro foram observados esporos uninucleados e
binucleados. Segundo White ef al. (1994), larvas de dltimo instar com caracteristicas de
infec¢do do tecido adiposo apresentando meiosporos uninucleados, provavelmente foram
infectadas pela via de transmissdo vertical, e sdo estes meiosporos uninucleados que
infectam os copépodos, e deste modo € iniciada uma nova seqiiéncia de reproducdo
assexuada terminando num outro esporo morfologicamente distinto, o esporo uninucleado
que € a forma infectante para as larvas. Quando o esporo uninucleado atinge o hospedeiro
tém-se inicio a uma outra seqii€éncia de esporulacdo que produz esporos binucleados, que
sdo transmitidos para os ovos e serdo responsdveis pela transmissido vertical. Entdo se
pressupdem que os meiosporos observados em algumas larvas de Simulium pertinax, € um
indicativo da existéncia de um hospedeiro intermediério.

Experimentos em campo com Amblyospora connecticus realizados por Andreadis
(1991), permitiram concluir que Amblyospora provavelmente persiste através da
sobrevivéncia de uma ou duas geragdes de hospedeiro, sendo limitado principalmente por
fatores abidticos, como a temperatura. Nas condi¢des em que as larvas de Simulium (Ch)
pertinax estdo colonizando o rio Santo Aleixo, existe um maior favorecimento ao
parasitismo pelo género Amblyospora.

O motivo de haver diferenca entre o tamanho dos esporos uninucleados do género
Amblyospora descritos no presente estudo, talvez seja causado por influéncia de fatores
ambientais como a temperatura. Pois Becnel (1992), constatou que esporos de Edhazardia
aedis (Microsporida: Amblyosporidae), um microsporideo de mosquito, varia em tamanho
de acordo com a variacdo da temperatura no meio; e também, Maddox & Sprenkel (1978)
j4 haviam observado em Vairimorpha necatrix (Microsporida: Nosematidae), que o
tamanho do esporo pode ser influenciado sob os efeitos da variagdo da temperatura. Ainda
que ndo tenha sido verificada uma expressiva variacdo de temperatura na dgua no rio Santo

Aleixo, e com isso a correlagdo entre a temperatura da dgua e as taxas de infec¢@o por este
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género nao tenham demonstrado significincia, este fator abiético pode ter influenciado no
tamanho dos esporos.

Ao contrario de Amblyospora sp., o género Polydispyrenia Canning & Hazard
(1982) nao teve uma forte proeminéncia, no primeiro periodo de estudo, representando
somente 0,06 % da populaciao de larvas de Simulium (Ch) pertinax, sendo detectado em
apenas trés meses de coleta (outubro, fevereiro e maio). No segundo periodo, este
apresentou taxa de infeccdo de 0,17 % e uma distribuicdo temporal consistente, tendo
presenca infima em quase todo o periodo, com excec¢ao dos meses de maio e de fevereiro.

Segundo Becnel & Andreadis (1999), Polydispyrenia sp. apresenta via de
transmissdo horizontal, e em geral, a seqiiéncia de ocorréncia dos eventos no ciclo de
desenvolvimento, em sua fase de esporulacdo, envolve esporogonia diplocaridtica multipla
do plasmédio, que passa por divisdes pressupostamente envolvendo meiose, onde cada
divisdo produziré oito esporos uninucleados individuais e sem a vesicula do espor6foro. O
nimero de esporos produzidos em cada esporogonia do plasmdédio € oito vezes o nimero de
esporos diplocaridticos existentes. O encadeamento destes fatores conduzird a uma
esporogonia do plasmdédio contendo esporoblastos uninucleados como o produto final desta
esporulagdo.

Considerando os resultados das infec¢des por microsporideos, os dados da
precipitacdo pluviométrica e as temperaturas mensuradas em ambos os periodos, convém
aceitar que as infeccdes ndo seguem o mesmo padrio, e talvez esta similaridade fraca entre
as infec¢des por Amblyospora sp. e Polydispyrenia sp., se deva ao fato de tratarem-se de
géneros de microsporideos diferentes, onde outros fatores podem estar predispondo suas
ocorréncias.

Nos resultados obtidos na andlise de correlagdo, por dados absolutos de larvas
infectadas, entre a temperatura da dgua do rio Santo Aleixo e as infec¢des por Amblyospora
sp. ou por Polydispyrenia sp., sem expurgar o tamanho da amostra, observou-se que
unicamente Amblyospora sp. sofreu influéncia da temperatura da dgua do criadouro,
mostrando uma forte correlagdo negativa no primeiro periodo, embora no segundo ano de

estudo também tenha sido verificada uma correlacido aprecidvel.
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Embora haja significancia entre os dados na correlacdo anterior, a mesma analise foi
realizada utilizando-se as taxas de infec¢do ao invés dos nimeros absolutos, com intuito de
verificar se o tamanho amostral teve influéncia no resultado. Foi observado que nao houve
correlacdo entre a temperatura e a taxa de infeccdo em nenhum dos dois periodos para os
géneros de microsporideos encontrados, entdo provavelmente o tamanho da amostra
influenciou na andlise de correlacdo com os valores absolutos. Além disso, foi aplicado o
coeficiente de correlacdio com a precipitacdo pluviométrica, e somente para o primeiro
periodo houve correlacio forte para Amblyospora sp. Este resultado permitiu observar que
tanto a temperatura da dgua quanto a precipitacdo pluviométrica ndo influenciaram na taxa
de infeccao por microsporideos. Desse modo, € cabivel dizer que as taxas de infec¢do nao
apresentaram correlacdo com os fatores abidticos, no rio Santo Aleixo, pelo fato deste ser
um criadouro de alta drenagem, onde o comportamento do hospedeiro diferenciou daquele
observado em criadouros com drenagem dentro dos parametros da normalidade, e ainda
pelo motivo das temperaturas maxima e minima para o periodo ndo terem variado muito,
estando dentro dos limites observados como 6timo para as infecgdes por microsporideos
(Undeen et al. 1993; Becnel & Undeen, 1992; Fowler & Reeves, 1975). No entanto, estes
resultados de correlagdo vao ao encontro com os relatados por Saba et al. (1984), que
observou em populagdes naturais de larvas de Culex sitiens, que a taxa de infec¢do por
Amblyospora nao apresentou correlacdo significativa com a temperatura, € nem com a
precipitacao pluviométrica.

De acordo com a revisdo realizada por Issi (1986), os fatores ambientais realmente
influenciam o sistema parasito-hospedeiro, em tratando-se de microsporideos. A maioria
dos trabalhos demonstra que os 6timos de temperatura para microsporideos e os seus
hospedeiros sdo similares, e que temperaturas extremas sao deletérias ao desenvolvimento
do parasita, e neste caso, o desenvolvimento foi determinado pela dimensdao dos esporos
identificados a partir de larvas infectadas no campo. Também foi evidenciado em estudos
que embora parasita e hospedeiro compartilhem uma amplitude térmica semelhante para
desenvolvimento 6timo, o parasita aparentemente € mais sensivel a temperaturas extremas
do que o hospedeiro (Becnel & Undeen, 1992). Provavelmente os resultados encontrados

foram influenciados pelo comportamento do hospedeiro que foi contrdrio ao citado em
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literatura, além disso, os valores limitantes da temperatura ndo foram tao varidveis quanto
os relatados como sendo fundamentais para interferir no desenvolvimento de Amblyospora
sp. e Polydispyrenia sp.

A variagdo da temperatura da dgua é ecologicamente relevante para o tamanho
amostral das larvas de Simulium pertinax, e neste criadouro esta variou de 17,0 °C a 27,0
°C. Considerando a andlise dos dados estratificados da temperatura, nota-se que o ponto
6timo da temperatura observado no rio Santo Aleixo estd dentro dos limites de 21,0 °C a
23,0 °C, em que se podem verificar aumento da populacdo hospedeira e picos de infec¢ao
de larvas tanto por Amblyospora sp. como por Polydispyrenia sp., atingindo uma razdo de
prevaléncia de 2,33 %.

Outro estudo que relata os efeitos adversos das altas temperaturas no ciclo de vida
dos microsporideos é o de Reynolds (1970), o qual cita a inibi¢do dos estdgios de
crescimento de Vavraia culicis em Culex pipiens fatigans, com temperatura em torno dos
34,0 °C, embora esta temperatura ndo extermine os esporos. J4 Fowler & Reeves (1975),
revelaram que temperaturas extremamente altas e baixas retardam o desenvolvimento de
Vairimorpha necatrix resultando numa elevada reducdo de esporos nos dois diferentes
hospedeiros que esta espécie apresenta. Tal fato pode ser considerado como sendo a acdo
que a temperatura exerce no estado metabdlico do hospedeiro e do parasita, e por fim, com
respaldo na afirmagdao de Hupin (1968) € ponderado dizer que a temperatura pode ser
considerada como um ativador ou como um depressor do hospedeiro.

Com isso, € aceitdvel concluir que pelo motivo deste criadouro ser de alta
drenagem, este fato pode ter influenciado a coleta de larvas de Simulium pertinax, visto que
nos periodos em que estdo citados na literatura como os de crescimento populacional deste
hospedeiro, houve reducio de larvas capturadas pela dificuldade de coleta dos espécimes, o
que possivelmente influenciou os resultados de correlacdo com a temperatura, pois quando
o tamanho da amostra foi expurgado os resultados de correlagdo ndo foram significativos.
Entdo, a faixa de temperatura 6tima para o desenvolvimento do hospedeiro e do parasito
observada neste estudo, provavelmente foi influenciada pelas peculiaridades do rio, onde
outros fatores podem ter influenciado as infec¢des nas larvas de Simulium pertinax por
Amblyospora sp. e por Polydispyrenia sp., ressaltando que a variacdo da temperatura no rio

Santo Aleixo ndo atingiu nem a temperatura 6tima para a producdo de esporos, nem as
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temperaturas deletérias para os esporos de microsporideos, como os ja relatados em outros

estudos.
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6.0 CONCLUSOES

Diante dos resultados alcancados e da inexisténcia de estudos que correlacionem

fatores abidticos, como a temperatura da dgua do criadouro natural de larvas de simulideos

com a prevaléncia de infeccao por microsporideos, podemos concluir que:

Existem dois géneros de microsporideos parasitando larvas de Simulium (Ch) pertinax,
no rio Santo Aleixo em Santo Aleixo — Magé, Amblyospora sp. e Polydispyrenia sp.
Estudos de caracterizacdo morfolégica e molecular sdo imprescindiveis para a
identificacdo especifica dos microsporideos encontrados em larvas de Simulium
(Chirostilbia) pertinax.

As infecgdes por Amblyospora sp. € Polydispyrenia sp. ndo seguem o mesmo padrao,
apresentando enzootias diferentes para o periodo estudado.

O género Amblyospora foi relatado apresentando dominancia neste sitio de coleta, nos
dois periodos em que ocorreu o desenvolvimento do trabalho.

No primeiro ano de estudo 2001-2002, foram observados picos de infeccdo por
Amblyospora sp. nos meses de junho, julho, agosto e outubro.

No segundo ano de estudo 2003-2004, foram constatadas epizootias de infec¢do por
Amblyospora sp. nos meses de julho, agosto, setembro e outubro de 2003, e em margo,
abril e maio de 2004.

Nas condi¢des em que as larvas de Simulium (Ch) pertinax estao colonizando este
criadouro, existe um maior favorecimento ao parasitismo pelo género Amblyospora.

Foi verficado que a faixa 6tima de temperatura observada no rio Santo Aleixo estd
dentro dos limites de 21 °C a 23 °C, onde foram notados aumento da populagdo
hospedeira, com picos de infec¢des em larvas de Simulium (Ch) pertinax tanto por

Amblyospora sp. quanto por Polydispyrenia sp.
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Na correlagdo entre a temperatura da dgua do criadouro natural com os valores
absolutos de larvas de Simulium (Ch) pertinax infectadas por Amblyospora sp., foi
observada uma correlacio forte para o primeiro periodo e uma correlagdo aprecidvel
para o segundo periodo enquanto Polydispyrenia sp apresentou auséncia de correlacdo
em ambos os periodos. No entanto, quando o tamanho da amostra foi expurgado,
observou-se que a temperatura da dgua do criadouro natural ndo apresentou influéncia
na infeccdo das larvas de Simulium (Ch) pertinax, por Amblyospora sp. e por
Polydispyrenia sp. A correlacdo verificada entre a temperatura da dgua do rio Santo
Aleixo e a taxa de infeccdo por Amblyospora sp. e Polydispyrenia sp. ndo foi

significativa, assim como para os dados de precipitacdo pluviométrica.
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