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I. INTRODUCAO

Ao lado da importédncia médico-veterindria e econbmica des-
pertada pelo estudo de Fasciola hepdtica L., 1758, mencionada pela
primeira vez no Brasil por LUTZ (1921), salienta-se também o gran-
de interesse médico, por se tratar de uma zoonose observada nos cin-
co continentes.

No Brasil, as maiores atengbes estdo voltadas para o conhe-
cimento dos prejuizos oriundos do parasitismo por F.  hepatica em
ovinos e bovinos, especialmente na Regido Sul do Pais, apesar de al-
guns casos de fasciolose humana terem sido descritos por REY (1958),
SANTOS & VIEIRA (1965/67) e BARANSKI et al. (1978).

Durante o desenrolar dos trabalhos que constituiram o pro-
jeto "Epidemiologia dos nematddeos gastro-intestinais de bovinos"
desenvolvido no Instituto de ©Pesquisa e Experimentacdo Agropecudria
do Centro-Sul - IPEACS, foram encontrados ovos de F.  hepatica em
animais nascidos e criados em fazendas no municipio de Trés Rios, Es-
tado do Rio de Janeiro. A partir desta observacdo, dedicou-se maior
atencdo aos exames, passando-se a utilizar técnica de sedimentacéo
a fim de ampliar o conhecimento sobre este trematdédeo no Estado do

Rio de Janeiro.

Constatada na Regido Sudeste do Brasil a elevada incidén-



cia de fasciolose bovina em determinadas fazendas, 0s pesquisado-
res da secdo de parasitologia do IPEACS, da Area de Parasitologia
do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (AP/DBA/IB/UFRRJ) e
do laboratério de Biologia Animal da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro (LBA/SAA-RJ), delinea-
ram um projeto de pesquisa sobre esta parasitose.

No desenvolver deste projeto, teve-se a oportunidade de

assinalar no mesmo habitat duas espécies de moluscos do género Ly-

mnaea Lamarck, 1799 como provaveis hospedeiros intermedidrios de
F. hepatica. Posteriormente, o grupo responsavel pela pesquisa
comprovou qu e L. columella (Say, 1817) é hospedeiro intermedid-

rio deste trematédeo no Estado do Rio de Janeiro, bem como eluci-

dou varios aspectos da biologia destes moluscos em condigbes de

laboratério. Em etapa subsequente, procurou-se estudar a segunda
espécie do géner o Lymnaea identificada como L. cubensis Pfeiffer,
1839 (REZEND E et al., 1973). Esta espécie constitui o) assunto

escolhido para esta Tese, visando esclarecer como ponto de parti-
da, em condi¢bes de laboratério, aspectos bioldégicos e o comporta-

mento do molusco em infeccgdes experimentais com F. hepatica.



II. REVISAO DA LITERATURA

Em material proveniente do Peru, d'ORBIGNY (1835) descre-
veu Lymnaea viator (Lymnaea viatrix). Em trabalho ©posterior, 0 mes-
mo autor (1837) fez descrigdo mais detalhada da especie, utilizando

material coletado na Argentina e no Chile.

PFEIFFER (1839) descreveu pela primeira vez L. cubensis.
PILSBRY (1911) afirmou ser impossivel separar L. cuben-
sis Pfeiffer 1839, das Antilhas, de espécimes colhidos nas proximi-

dades de Montevidéu, no Uruguai, e de Lima, no Peru, baseando-se
apenas nos caracteres das conchas.

LUTZ (1918), em trabalho que trata das espécies de Pla-
norbis observadas no Brasil, «cita a ©presengca de duas ou trés espé-
cies de Lymnaeidae, destacando apena s L. viatrix d'Orbigny, 1835 (L.
viator), sem indicar a ©procedéncia do material correspondente a espé-
cie identificada.

LUTZ (1921) referiu a ocorréncia de F. hepatica, pela
primeira vez, no Estado do Rio de Janeiro. Examinou exemplares cole-
tados em Santa Moénica de Massambard, perto da Estagcdo de Comércio e
da Fazenda da Floresta, préximo a Entre Rios. Acreditando ter cole-

tado duas espécies, propds L. ocrhostigma para uma delas, deixando



sem determinacéo os espécimes de molusco que acreditou pertence-
rem a outra espécie, uma vez que ndo coincidiam com a descrigdo de
d’ ORBIGNY para Lymnaeas  viator. "Pareceu-me todavia dificil con-
ciliar a nossa espécie <com a descrigdo de d'Orbigny e tdo pouco
com as espécies europeas; serd provavelmente necessdrio dar um no-
me novo", declarou o autor.

LUTZ (1928) achou 10 exemplares de L. cubensis infecta-
das com rédias de F. hepatica em Caracas, Venezuela.

VAN VOLKENBERG (1929) destacou a importancia da fasciolo-
se hepédtica em Dbovinos e caprinos em Porto Rico, responsavel por
grandes perdas econdmicas dos rebanhos. Indicou a presengca de mo-
luscos e locais ideais de <criacdo, bem como a necessidade de iden-
tificacdo da espécie. Aconselhou ainda métodos de controle <com uti-
lizagdo de drenagem e de substancias quimicas.

BACIGALUPO (1930), em nota prévia, apresentou L. viatrix,
como hospedeiro intermedidrio de F. hepatica na Argentina. Obser-
vou que em diversas provincias, em regides montanhosas, as cabras
sdo o0s animais mais afetados pela fasciolose. O0Os moluscos, por sua

vez, foram coletados em 4dgua corrente principalmente em vertentes,

mas também nos remansos formados por estas vertentes. Destacou a
distribuig¢do geogrdfica de F.  hepatica em coincidéncia com a de
Lymnaea spp. nas provincias estudadas, bem como o alto indice de

z

infecgdo de suinos, caprinos e bovinos com percentuais de até 96

o°

para animais provenientes da serra, onde acreditava existirem os

maiores focos. Teve ainda oportunidade de <constatar dois —casos de



fasciolose humana.

HOFFMAN (1930) citou a importancia da fasciolose bovina
em determinadas regides de Porto Rico, depreciando carcagcas de ani-
mais nos matadouros. Em outras Areas endémicas destacou que a cria-
cao de caprinos era impossivel devido ao trematddeo.

Coletou alguns exemplares de L. cubensis naturalmente
infectadas e eliminando cercédrias idénticas as de F.  hepatica, as
quais apdés o enquistamento, foram dadas a cinco cobaias, em numero,
varidvel de 25 a 130. Dos animais necropsiados obteve jovens adul-
tos de F.  hepatica, confirmando os achados de VAN' VOLKENBERG. Iden-
tificou aind a L. cubensis como hospedeiro intermedidrio de F. he-
patica em Porto Rico.

BAILY (1931) estudou varios aspectos da biologia de L.
colunalella, no entanto ndo fez referéncias ao comportamento bioldgi-
co do molusco em relacédo as variaveis do meio ambiente.

BACIGALUPO (1932a) coleto u L. viatrix naturalmente in-
fectadas com cercéarias de F. hepatica. Obteve grande quantidade
de metacercérias que foram utilizadas na infecgdo de quatro co-
baias. A primeira morreu apds 27 dias e a necropsia observou =zonas
de necrose no figado, hemorragia peritoneal e sete pequenas fascio-
las no peritdénio, na regido hepdtica. A segunda morreu apds um més,
a terceira aos 36 dias e a quarta aos 45 dias da infeccdo, todas a-
presentando lesdes hepéaticas intensas e numero varidvel de peque-

nos trematédeos, alguns no peritdnio e outros penetrando no tecido

hepético.



BACIGALUPO (1932b) citou a ocorréncia de dois casos de
distomatose hepédtica humana na Argentina, descritos anteriormente
(1927 e 1930), em colaboragdo. Apresentou resultados gque mostram a
superposicgao da distribuicéo geografica do parasito e dos hospe-
deiros intermedidrios. Salientou o fato de que em muitas regides
foi muito dificil encontrar os moluscos apesar da presengca do pa-
rasito nos animais, mesmo em Areas restritas. Assinalou ainda a
presenca de L. viatrix na Argentina em muitas ©provincias, amplian-
do a distribuicédo original de d'ORBIGNY.

VAN VOLKENBERG (1934) descreveu, em linhas gerais, o ci-

clo de F. hepatica, indicando como hospedeiro intermedidrio L.
cubensis. Destacou a importédncia do ©parasito para animais e para
o homem e a necessidade de se combater os moluscos. Para i1sto in-

dicou o sulfato de cobre, com resultados eficientes quando aplica-
do anualmente em épocas certas, enquanto ndo se adotassem outras
medidas de erradicacéao do molusco.

BACIGALUPO (1937) obteve sucesso na infeccéao de co-

baias a ©partir de m etacercdrias obtidas de L. viatrix, repetindo,

os resultados de 1932 (a).

BACIGALUPO (1938a) fez a descricao detalhada do ciclo
evolutivo d e F.  hepatica em L. viatrix, enfatizando as passagens,

tanto no hospedeiro invertebrado como vertebrado.
BACIGALUPO (1938b) em conferéncia proferida no Mont Si-

nay Hospital, reportou-se aos trabalhos anteriores que publicou,



sobre F. hepatica e seu desenvolvimento em L. viatrix.

VIGUERAS & MORENO (1938), em Cuba, procederam a disseca-
¢do de moluscos coletados em regibdes onde os bovinos apresentavam
fasciolose e observaram a presenca de rédias e cercdrias de F. he-
patica em L. cubensis e em Physa cubensis Pfeiffer, 1830, destacan-
do esta como novo hospedeiro do ©parasito. Confirmaram em seguida a
infeccdo de L. cubensis e P. cubensis, trabalhando com moluscos co-
letados de regides livres de doencgas.

VIGUERAS (1938) apresentou, em conferéncia na Academia
de Ciéncias de Cuba, a confirmacdo dos resultados obtidos no traba-
lho anterior. De cerca de 4.000 moluscos entre P. cubensis e L. cu-
bensis encontrou até 30% de moluscos infectados em regides onde a

concentracdo de bovinos era maior a de 4 a 8%, em locais com baixo

nimero de animais. Observou ainda esporocistos e rédias em ambas
as espécies, porém apenas em espécimes adultos ditos grandes, resul-
tando negativos os exames de moluscos médios e pequenos. A infec-

¢do experimental <com F. cubensis com 8 a 20 dias de nascidos néo

logrou éxito.

BACIGALUP O et al. (1941), no Uruguai, observaram que
12,07% de L. viatrix na cidade de Montevidéu estavam naturalmente
infectadas por F.  hepatica, concluindo ser esta a espécie em que

se passa o ciclo do trematdédeo naquele pais.

BACIGALUPO (1942) reuniu neste trabalho 0s resultados

de suas ©pesquisas sobre F. hepatica na Argentina e no Uruguai, an-



teriormente publicados. Apresentou, no entanto, dados sobre a infec-
cdo d e L. viatrix em laboratdério, relatando ser de 57 a 80 dias o
periodo para emergéncia de cercdrias. Utilizou ainda dois cobaios e
dois coelhos para infeccgdo experimental com metacercdrias obtidas
de L. viatrix naturalmente parasitadas. Em um dos cobaios conseguiu
observar ovos nas fezes decorridos 97 dias da infecgdo, e para coe-
lhos o periodo pré-patente foi d e 54 a 65 dias. Reportou-se ainda,
com dados mais precisos, a distribuigcdo de F. hepatica e de L. via-
trix na Argentina, confirmando a sua superposicéo geografica.

Das pesquisas executadas no Uruguai, salientou a ©presenga
de L. viatrix nos arredores de Montevidéu e a infeccdo natural dos
moluscos no percentual de 12,07%.

TAGLE (1943) reportou-se ao trabalho de GERMAN & NERVEU

LAMAIRE (1926), que <citam a presenga de L. viatrix (L. viator) para

o Peru, Uruguai, Argentina e Chile até a Patagbnia. Identificou L.
viatrix (L. viator) como hospedeiro intermedidrio de F. hepatica,
no Chile, com achados de moluscos naturalmente infectados. Partindo

ainda de metacercdrias provenientes de moluscos criados e infecta-
dos em laboratdério obteve trematdédeos adultos em coelho com perio-
do pré-patente de 54 a 56 dias.

RAMIRES VILLAMEDIANA & VERGANI (1942), trabalhando em Z0—
nas de cultivo de hortalicas nos arredores de Caracas, Venezuela,
descreveram os criadouros e as condigbes ambientes onde 50% dos mo-

luscos pertenciam a espécie L. cubensis. De moluscos coletados de



ambientes naturais, e apds exames de amostras que resultaram nega-

vos pela microscopia, procederam a infecgdo experimental obtendo
rédias com cercdrias aos 41 dias. Utilizaram, para completar o ci-
clo do trematddeo, 10 coelhos dos quais 2 morreram (aos 27 e 45
dias) e 8 foram necropsiados (aos 60, 65 e 70 dias). Todos apresen-

tara m lesdes hepéaticas caracteristicas, bem como jovens e adultos,
de F.  hepatica.

GAJARDO et al. (1950) inicialmente apresentaram dados es—
tatisticos dando a incidéncia da fasciolose em bovinos, ovinos, ca-
prinos e suinos no matadouro de Portalos, Chile, compreendendo 0os
anos de 1930 a 1949. Correlacionaram ainda os ©percentuais de disto-
matose bovina com indices de precipitacéo pluviométrica no mesmo,
periodo e mensalmente para o ano de 1942, no mesmo matadouro. Fize-
ram também um estudo sobre a patogenia de F.  hepatica e sobre a
profilaxia e tratamento da fasciolose, descrevendo com detalhe nu-
merosos casos de doencga na espécie humana.

BRICENO ROSSI (1950), em trabalho experimental realizado
na Venezuela, verificou a eclodibilidade de ovos de F. hepatica co-
lhidos em figado de bovinos procedentes de matadouro e de ovos ob-
tidos de fezes humanas, de quatro casos constatados pelo autor. Ob-
servou que o periodo de incubag¢do para o desenvolvimento e eclo-
sdo do miracidio wvariou de 11 a 13 dias e que o percentual de e-
clodibilidade foi muito maior (82 a 86%) para ovos de F.  hepatica

de bovinos do que aquele observado para os ovos de fezes humanas,



10

Infectou experimentalmente L. cubensis com miracidios
de F. hepatica, verificando a presengca de esporocistos com 7 a 9

dias, primeiras rédias com 14, rédias com cercdrias aos 27 dias e

cercdrias livres um pouco mais tarde.
VERGANI (1955) divulgou dados bioldgicos experimentais,
sobre L. cubensis, até entédo o Gnico hospedeiro intermedidrio de

F. hepatica conhecido na Venezuela. Neste estudo, apresentou resul-
tados de longevidade com sobrevivéncia méxima de 212 dias, alcan-
cando a concha 1l6mm de comprimento e 8mm de largura; de ovopostura
com postura de 5 por 3mm, ovdide, com numero de ovos variadvel com
o tamanho e a alimentacao, tendo ainda constatado o maximo de
1.530 ovos por molusco em quatro meses de vida; de resisténcia a
dessecacao, constatado a fragilidade dos ovos e a resisténcia de
moluscos de tamanho médio até 235 dias, tempo que acreditou ser su-
ficiente para ultrapassar todo veréo. Testou a resisténcia de ovos
e adultos as Dbaixas temperaturas (7°C e 7°C), que resultou em tem-
po de eclosdo dos ovos em periodo trés vezes maior gque o normal e
cinco meses de sobrevivéncia, sem postura, para os adultos. Finalmen-

te estudou a eficdcia do pantaclorofenato de sédio, como molusci-

cida no controle de L. cubensis.
TAGLE (1956) reportou o ciclo evolutivo de F. hepatica,
tendo L. viatrix como hospedeiro intermedidrio natural. Salientou

a maneira pela qual o homem se infecta, e indicou o tetracloreto
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de carbono e a hexacloretana para o treinamento da fasciolose ovi-
na e bovina.

REY (1957) nao comprovou a ocorréncia de casos humanos
de infecgdo por F. hepatica no Estado do Rio Grande do Sul. Um ano
depois, este mesmo autor, assinalou o ©primeiro caso de fasciolose

humana no Brasil.

LEE (1962) completou o ciclo bioldgico de Heterobilhar-
zia americana Price 1929, parasita de mamiferos, indicando como
hospedeiro intermedidrio L. cubensis e L. columella.

MALDONADO (1965), estudando diferentes helmintoses nas

Américas, fez comentdrios sobre as espécies hospedeiros intermediéd-
rios de F. hepatica, destacando as j& <conhecidas para a América do
Norte, Cuba, Porto Rico, Venezuela e Coldmbia. Entre os moluscos que
incluiu como hospedeiros intermedidrios de F. hepatica, figuram
L. viatrix seguramente ocorrendo na Argentina e Chile e provavel-
mente no Rio Grande do Sul, Brasi 1, L. cubensis em Luisiana, Cuba,
Porto Rico e Venezuela, L. columella em Porto Rico e L. bogoten-

sis na Coloémbia.

PANTELOURIS (1965) descreveu uma nova técnica para a ob-
tencgdo de miracidios de F. hepatica.
SANTOS & VIEIRA (1965/67) elevaram para oito as cita-

¢cbes de ocorréncia de fasciolose humana no Brasil ao divulgarem o
achado de sete novos casos no Val e do Rio Paraiba. Salientaram ain-

da a alta incidéncia de F. hepatica no gado bovino (10%) de S&o Paulo
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neste Vale.

GRETILLAT (1966), ao constatar a presengca de F.  hepati-
ta em figados de Dbovinos em matadouros na Ilha de Martinica, assi-
nalou pela primeira vez a presengca de L. cubensis, relacionando-a
como hospedeiro intermediario, e descreveu ainda alguns ambientes
propicios ao seu desenvolvimento.

GRETILLAT (1967), em excursdes malacoldégicas em Martini-
ca, Guadalupe e dependéncias, teve a oportunidade de fazer algumas
observacgdes sobre a biologia de L. cubensis em laboratério, salien-
tando a necessidade dos moluscos, para viverem, de ambiente espe-
ciais, muito oxigenados e com renovagdo da 4&gua; lama no fundo do
aquario, rica em matéria orgdnica em suspensdo, foi indispenséavel,
para a sobrevivéncia, alimentacdo e multiplicacdo. A falta de oxigé-
nio, ou a dessecacdo do meio, levou a diapausa. O crescimento foi a-

celerado quando os moluscos foram alimentados com folhas de alfa-

ce, obtendo-se espécimes muito maiores que aqueles obtidos em am-
bientes naturais, porém destituidos da capacidade de entrar em
diapausa, quando em meio adverso(seco). Moluscos alimentados somen-

te com matéria orgédnica em suspensdo na 4gua dos viveiros <cresce-
ram muito lentamente, mas ndo perderam a habilidade de entrar em
diapausa.

BENDEZU (1969), no decurso do trabalho de epidemiologia,
e controle de F. hepatica no Vale de Montaru, Peru, a altitude de
3.322 a 3.962m, durante alguns anos, examinou criancas em idade es-

colar e verificou a incidéncia em diversas 1localidades, e consta-
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tando indices de 2%,10%, 15% e de até 60%, num total de 950 <crian-

cas. Observou que as criangas se infectavam em valas onde L. via-

o°

trix era abundante, por mastigarem capim, e que 1 das folhas de
alface vendidas nos mercados apresentavam metacercérias.

FRANCA (1969) advertiu as autoridades sanitdrias do es-
tado de Sdao Paulo ao constatar o percentual de 10,1% de F.  hepa-
tica em 941 bovinos examinados no Matadouro de Taubaté. Comparou
os resultados obtidos com aqueles encontrados em diferentes auto-
res brasileiros, acreditando ser bastante elevado o) percentual en-—
contrado neste novo foco de fasciolose.

Estudando o ciclo Dbioldégico de L. columella e a infec-
cao experimental com F. hepatica em Porto Rico, de LEON-DANCEL

(1970) adotou uma metodologia que passou a ser empregada em estu-

dos de fasciolose no Rio de Janeiro, Brasil.

GONZALES et al. (1970,1971), no Estado do Rio Grande do
Sul, assinalaram pela primeira vez no Brasil L. columella como
hospedeiro intermedidrio de F. hepatica. Tendo inicialmente iden-

tificado a &espécie como L. peregrina Clessin, 1822, 0os mesmos a uto-

res, em 1971, confirmaram ser L. columella a espécie de molusco en-

volvida no ciclo da F. hepatica naquele Estado.

REZENDE et al. (1973), em nota prévia, evidenciaram pela
primeira vez no Estado de Rio de Janeiro, a ocorréncia de L. co-
lumella e L. cubensis como hospedeiro intermedidrio da fasciolo-

se bovina no Estado.
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UENO et al. (1973) estudaram a prevaléncia de doencgas,
parasitdrias em bovinos na RepuUblica Dominicana. Através de exames
de fezes verificaram ser de mais de 78% a prevaléncia de animais,
infectados com F. hepatica. Também  identificaram L. cubensis  como
hospedeiro intermedidrio deste trematddeo. Comprovaram ser de 2 a
18% o percentual de moluscos naturalmente infectados em diferen-
tes fazendas. O numero médximo de rédias foi de 19, a emergéncia de
cercarias foi observada em cinco espécimes e metacercarias foram
obtidas. A infecg¢do experimental resultou no desenvolvimento de ré-
dias com 8 a 11 dias e <cercdrias com 34 a 37 dias apdés a infeccéo.
Foi ainda tentada a infecg¢do em condig¢gbes de laboratério com Phy-
sa Spp. sem, contudo, alcancar qualquer resultado.

ALVAREZ (1974) observou aspectos ecoldégicos de L. cuben-
sis, espécie incriminada como hospedeiro intermedidrio de F. hepa-
tica na Republica Dominicana. A campo, demonstrou a distribuicéao
vertical dos moluscos nos canals de irrigagdo utilizados na plan-
tagcdo de arroz, alertando para a profundidade que podem alcancgar,
sem parecer. Em laboratdério fez observacgdes sobre o desenvolvimen-

to e idade para postura.

GOMES et al. (1974), no Estado do Ri o de Janeiro, obtive-
ram sucesso em trabalhos experimentais de infecgdo de L. colume-
1lla, utilizando quantidades varidveis de miracidios de F.  hepatica.

Moluscos adultos infectados com dois e cinco miracidios resisti-

ram bem a infecg¢do e produziram em média 303 metacercdrias. A ob-
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servagdo de 50 moluscos revelou que a emergéncia de cercdrias ocor-
reu do 44° ao 50° dias e que de 3 a 7 dias apds, todos morreram. O
ciclo foi completado em camundongos que foram infectados com duas
metacercdrias, e o periodo ©prepatente foi de 33 dias.

GOMES et al. (1975) fizeram estudo detalhado da biolo-
gia de L. columella em condigdes experimentais, utilizando moluscos
coletados no municipio de Terezédpolis, Estado do Rio de Janeiro.

UENO et al. (1975) salientaram a importancia da fascio-
lose que 1impedia muitas vezes a criagdo de ovinos, bovinos e alpa-
cas na regido do Altiplano Boliviano em altitudes entre 3.700 e
4.200m, com temperatura méxima anual de 19°C. Nesta regido, duas es-
pécies de moluscos foram identificadas, L. viatrix e L. cubensis, co-
mo hospedeiros intermedidrios da F. hepatica, uma outra espécie foi
ainda encontrada em algumas dreas subtropicais da Bolivia, porém
ndo foi identificada. Infectaram experimentalmente 14 cobaias fazen-
doa-as ingerir plantas com metacercdrias provenientes das duas espé-
cies de moluscos, completando o ciclo wvital. Verificaram ainda a in-
fecgcdo natural de 6,4% para L. viatrix e 12,3% para L. cubensis em
664 e 292 moluscos dissecados, respectivamente. N&o conseguiram éxi-
to na infecgdo experimental dos moluscos, com miracidios, creditan-
do o insucesso as baixas temperaturas. Finalmente, em bioclimatdégra-
fo, evidenciaram a relacdo entre a ocorréncia de fasciolose aguda
em ovinos e os fatores <climdticos da regiédo.

LOBATO PARAENSE (1976) estudou espécimes topotipicos de

L. viatrix, utilizando material coletado das mesmas localidades men-

cionadas originalmente por d' ORBIGNY (1835), ao mesmo tempo em
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que manteve a espécie provisoriamente no género Lymnaea.

BARANSKI et al. (1978), no Parana, descreveram o) 15°
caso de infeccéo humana com F. hepatica no Brasil, precisando
em 14 o nUmero de <casos autéctones em nosso pais. Testou a efi-

cacia de novo anti-helmintico, praziquantel, sintese Merck + Ba-

yer (Embay 8440), demonstrando a ineficicia do  medicamento.



a.

III. MATERIAL E METODOS

Material
Helminto: ovos de F. hepatica foram obtidos de vesicula biliar
de Bos taurus L., 1758, adulto, nascido e <criado em
Avelar, Estado do Rio de Janeiro.
Hospedeiros Invertebrados: 0Os exemplares de L. cubensis Pfeiffer,
1839, hospedeiro intermedidrio de F. hepatica, foram
coletados nas margens de valas de &4gua limpida e
corrente em uma fazenda situada no municipio de Trés
Rios, Estado do Rio de Janeiro, e transferidos para
laboratério, tendo dado origem a populagdo trabalha-
da.
Hospedeiros Vertebrados:
Bovino: durante o trabalho foram wutilizados dois B. taurus, fé-

meas, com 9 e 2 anos, respectivamente como doador de
ovos de F.  hepatica e receptor de formas infectantes;
o mais Jjovem nasceu e foili <criado nas dependéncias do
Ministério da Agricultura em Itaguai, Estado do Rio

de Janeiro.



B.

1.

Animais

Métodos

Obtencéo
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de Laboratério: foram utilizados dois Orytolagus cuni-
culi L., 1758, quatro Cavia porcellus L., 1758, seis
Rattus rorvegicus Berkenhout, 1769, cinco M. esocrice-
tus auratus Waterhouse, 1840 e dez Mus musculus L.,
1758, todos machos, adultos, nascidos e <criados no Dbio-
tério do Ministério da Agricultura em Itaguai, Estado

do Rio de Janeiro.

de ovos: os ovos da F. hepatica foram obtidos de
posturas dos helmintos realizados nos canais biliares,
do hospedeiro, do qual se retirou o figado durante a
necropsia. Apdés isolar a vesicula Dbiliar, a secrecgéo
biliar foi diluida em 4&gua destilada em cé&lice de Hoff-
man de 1.000ml, homogeneizada e deixada em repouso du-
rante vinte minutos para sedimentagdo. Findo este pe-
riodo, descartou-se o sobrenadante e diluiu-se o sedi-
mentado em 4gua destilada, permitindo nova sedimenta-
cdo. Esta operacdo foili repetida até que o sobrenadante
permanecesse limpido, quando entdo a suspensdo de ovos
em 4&gua destilada foi ©passada em tamis de Dbronze com
malha maior que 100U, para a retirada de fragmentos de
cdlculos biliares que ocorreram.

Os ovos assim obtidos foram transferidos ©para Erlen-

meyer de 500ml, imersos em 200ml de 4gua destilada
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Infeccao
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e incubados em estufa a temperatura de 25 a 27°C. Dia-
riamente era trocada a 4&gua com auxilio de sifédo, agi-
tando-se em seguida o sedimentado para evitar que ©os
ovos aderissem ao fundo do frasco.

A partir do oitavo dia de incubacdo -envolveu-se o Er-
lenmeyer em papel negro, mantendo-se escurecido o in-
terior do frasco e ndo mais se trocando a &gua até

o momento desejado para a ecloséo.

dos Hospedeiros Invertebrados: foram separadas 300 L.
cubensis nascidos em laboratédrio, com 60 dias de ida-
de, apresentando comprimento de concha entre 5 e Tmm,
e lavadas em A&gua destilada. Apds serem divididas em
trés grupos iguais, foram distribuidas em compartimen-
tos individuais <com 3ml de 4gua destilada , em uma
forma de plédstico transparente, e expostas a infeccgéao
de miracidios recém-eclodidos ©por exposigdo a incidén-
cia de luz natural (Quadro 1), de conformidade com
as técnicas de PANTELOURIS (1965) .

Durante as duas horas de tentativa de infeccdo dos mo-
luscos, as formas de plésticos ©permaneceram em ambien-
te naturalmente iluminado, em temperatura de 277 a
29°C, e cuidando-se que o0s hospedeiros intermedidrios
permanecessem sempre imersos. Finda a tentativa de in-
feccgao, cada grupo de moluscos foi transferido ©para

um viveiro previamente preparado, com comprovada capa-
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4.

Obtencéo

Infeccgao
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cidade de manutencdo para mais de 100 L. cubensis.
0 desenvolvimento das formas evolutivas de F. hepa-
tica foi acompanhado com exames peridédicos, indi-

viduais, através da <concha de alguns moluscos de ca-
da grupo infectado, com auxilio de lupa esterioscéd-
pica. De cada grupo foram dissecados 20 moluscos

(20%) no 14° dia de infeccao.

de Metacercéarias: a partir do 35° dia de penetracao,
dos miracidios nos moluscos, L. cubensis que apre-
sentavam cercéarias no interior das conchas foram,
transferidas individualmente para placas de Petri

de 8 cm de didmetro e mergulhadas em 4gua destila-
da a temperatura ambientes, provocando a emergéncia
das cercéarias as quais se enquistavam nas paredes
e no fundo da placa. Assim permaneceram por 24 ho-
ras, no fim do que se retirou a 4&gua e o molusco.
As metacercdrias formadas foram imergidas em dgua
destilada a temperatura ambiente para maturacao e
mantidas nas placas de Petri tampadas e apenas com
papel de filtro umido, sendo guardadas em geladei-
ra para posterior uso em infecgdes experimentais.

dos Hospedeiros Vertebrados: a viabilidade das meta-—
cercéarias foi testada descolando-se das paredes das
placas de Petri com auxilio de estilete e adminis-

trando-se-as "per os" com pipeta Pasteur a cobaias,
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rato Dbronco, hamster e camundongo, tendo-se previa-
mente o cuidado de anestesiar com éter oS rece-
ptores. A ingestdo do parasito por bovino e coelho
foi conseguida com metacercdris colocadas sobre
folhas de <couve e oferecidas aos animais em Jjejum.
Para conhecimento do periodo pré-patente da F. he-
patica em cada espécie infectada, foram realiza-
dos diariamente coletas de fezes pela manhd e a
tarde, examinando-se esse material por técnicas de
sedimentacdao para pesquisa de ovVos. Constatada a
presenga de ovos de F.  hepatica nas fezes do hos-
pedeiro, este era sacrificado, coletando-se os bel-
mintos do figado. Bovino e cobaio fizeram excegdo
a regra; o primeiro por ter morrido intoxicado por
planta téxica e o segundo, que ndo eliminava ovos
de F. hepatica nas fezes, foi sacrificado no 56°
dia.

Moluscos em Laboratério: para a criacdo de L. cuben-
sis em laboratério foi adotada, com modificacdes, a
metodologia de TAYLOR & MOZLEY (1948) . Amostras pe-
neiradas de terra vegetal foram colocadas em reci-
pientes metdlico com capacidade para 20 litros, a-
dicionando-se &gua de bica até que o material fi-
casse totalmente imerso; em seguida a mistura foi

submetida a fervura. Apds permanecer em completo re-
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pouso, para sedimentacdao e resfriamento, descartou-se
o sobrenadante e a massa pastosa que compunha o sedi-
mento foi espalhada em caixas de 80x80xl1ll <cm, de ma-
deira, forradas com folha de pléstico flexivel fixa-
da somente nos bordos superiores (figura 1). Durante
3 a 6 dias as <caixas eram mantidas em posigdo hori-
zontal favorecendo a formacao de uma massa de terra,
com espessura de 8cm, endurecida pela evaporacgao da
agua. Com uma espatula abriu-se uma cova quadrada de
20 cm de lado, equidistante das laterais da caixaj;
nessa cavidade colocava-se agua destilada para man-
ter a umidade necesséaria ao meio (figura 2).

Amostras de algas verdes coletadas no campo, sem ne-
nhum critério especial de selecéo, lavadas por sedi-

mentacgao em agua destilada, foram espalhadas na su-

perficie da massa da terra. Assim formados, os vivei-
ros foram mantidos préximo a locais bem iluminados,
de forma indireta pelo sol da manh&. A temperatura

ambiente de 27 a 29°C, favoreceu o bom desenvolvimen-
to das algas. Quando os viveiros j& estavam ocupados
por lotes de moluscos, utilizaram-se ©paralelamente, como
fonte suplementar de alimento, folhas de Hibiscus sp.,
cozidas, colocadas duas vezes por semana sobre o
meio criatério. Para observacao detalhada das diver-

sas fases do ciclo Dbioldgico de L. cubensis, espe-
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cialmente quanto a reprodugéo e a resisténcia a
dessecacao, foram preparados viveiros menores, com
10 cm de didmetro por 5cm de profundidade e de 40x
25x%x8 cm, obedecendo as mesmas etapas de preparacao
j& descritas.

As posturas usadas nos testes de dessecacao foram
conseguidas a partir da ovoposicgao realizadas por
adultos durante seils dias consecutivos, findo os
quais foram removidos estes moluscos, permanecen-—

do os ovos nos mesmos viveiros.

Prevaléncia: para se conhecer o percentual de Dbovinos infecta-

dos, dentre os nascidos e criados nas proprieda-
des estudadas no Estado do Rio de Janeiro, foram
coletadas e examinadas pelo método de sedimentacéo
de WATANABE et al. (1953) amostras de fezes direta-
mente da ampola fetal de bovinos, no municipio de
Itaguai e Distrito de Santa Cruz , na zona fisio-
grdfica da Baixada do Rio GuandG, municipios de Pa-
raiba do Sul, Pirai e Trés Rios, na zona fisiogra-
fica de Rezende, municipio de Silva Jardim, na zo-
na fisiogrdfica do Rio S&o Joédo, e municipio de
Areal, na regiao fisiogréafica do Alto da Serra.
Todos os Dbovinos utilizados nestes levantamento eram
meio sangue de racga holandés, tanto da linhagem pre-

to e branco como da vermelho e branco, mantidos em
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regime semi-extensivo. De dia pastavam em piguetes
onde existiam passagens de 4&gua corrente, e as noi-
tes permaneciam presos recebendo no cocho capim +
cana picada, ragdo balanceada e sais minerais como
suplemento alimentar.

As propriedades selecionadas obrigatoriamente de-
viam receber assisténcia Veterindria e, no manejo
do gado, ocorrer duas ordenhas por dia (algumas com
ordenha mecénica), bezerros com aleitamento artifi-

cial e monta controlada.



Iv. RESULTADOS

A. Infecgéo dos Hospedeiros Invertebrados

Em estufa a 25 - 27°C, o periodo de incubacdo dos ovos
de F. hepatica foi de 11 a 13 dias. Os miracidios eclodiam imedia-
tamente apds a exposicgao a fonte luminosa e mostraram-se muito
ativos, <com fototropismo positivo durante as duas horas de conta-
to com os moluscos.

Nos 20 moluscos de cada grupo dissecados <com 14 dias
de infectados, foi observado aumento gradativo de quantidade de
moluscos infectados e de rédias geradas, paralelamente ao aumento
do numero de miracidios a que ficaram expostos (Quadro 2).

As outra s 80 L. cubensis de <cada grupo, que foram acom-
panhadas periodicamente até o 35° dia de infecgdo, revelaram capa-
cidade de sobrevivéncia a infecgcdo com 3 - 5 miracidios de F. he-
patica, sendo também crescente o numero médio de metacercdrias pro-
duzidas por molusco (Quadro 3). E importante frisar que o tempo ma-
ximo observado para enquistamento de qualquer <cercédria apds aban-
donar o hospedeiro invertebrado foi de 15 minutos, e que todos os

moluscos morreram apdés a emergéncia das cercdrias.
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B. Infeccgao dos Hospedeiros Vertebrados

A determinacéo do periodo pré-patente de seis diferentes
espécies de mamiferos sensiveis a F. hepatica, em infecgdes ex-—
perimentais, evidenciou que o maior e o menor ©periodos de pré-
paténcia couberam a bovinos e camundongos, respectivamente. A
comparagéao dos nlimeros de helmintos adultos oriundos das meta-
cercarias ingeridas pelos diferentes receptores revelou que fo-
ram os coelhos que apresentaram os maiores numeros de parasitos
(Quadro 14).

C. Criacdo de Moluscos em Laboratério

Pela necessidade de criar sucessivas geracgdes de L. cu-
bensis, que seriam utilizadas em infecgdes experimentais de ani-
mais de <campo e de laboratdério na tentativa de se fechar o ci-
clo evolutivo d e F.  hepatica, tendo L. cubensis como hospedeiro
intermedidrio, foram observados aspectos da biologia do molusco.

De viveiros com moluscos de 60 dias de idade, foram exa-
minadas 100 posturas, ao acaso, observando-se que o maior nume-
ro de ovos foi de 24 e o menor foi de 3, com média de 8,65 ovos
por ©postura, sendo que o didmetro das posturas variou entre 3 e
6mm.

Duas ©placas de Petri foram preparadas com papel umideci-
do com &gua destilada, sendo colocadas 10 posturas em cada uma
delas. A primeira placa foi incubada em estufa a 25 - 27°C, en-
quanto a segunda permaneceu em temperatura ambiente. Diferenca

significante foi observada no resultado, com o indice de eclodi-
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bilidade préximo de 100% (Quadro 5). Foi ainda acompanhado o}
desenvolvimento de 26 moluscos desde a eclosdo até o 31° dia de
vida, em viveiro com 40x25x8cm, cujos resultados sdo mostrados
no Quadro 6.

Testes de resisténcia a dessecacéo foram realizados, pre-
parando-se quatro viveiros nos quais foram colocados : no 1°, so-
mente posturas de moluscos com mais de 60 dias de idade; no 2°,
moluscos com um dia de wvida; n o 3° moluscos com 30 dias de vi-
da, e no 4° moluscos com 60 a 90 dias de idade. Em seguida, re-

tirou-se toda a dgqua, mantendo-se a alimentacao em cada viveiro;

os viveiros foram cobertos com toalha pléastica, assim permane-
cendo por 40 dias, tempo suficiente para dessecacédo total do
meio criatério. Findo o) periodo, removeu-se a cobertura, umidi-
ficaram-se totalmente os viveiros e colocaram-se folhas cozidas
de Hibiscus sp.; os resultados sdo apresentados no Quadro 7. Tam-
bém foram realizados testes de sensibilidade de L. cubensis a
F. hepatica. Para isto, moluscos com 60 dias de idade foram ex-
postos coletivamente a grande quantidade de miracidios recém-
eclodidos. Com excegéo de um molusco que nao se infectou e de

oito outros que morreram antes de 14 dias de infectados, todos

os demais revelaram- se portadores de formas evolutivas do trema-
tédeo, calculando-se um percentual de infectividade de 98, 9%,
com média de 18,8 rédias/molusco no 14-° dia.

D. Prevaléncia

Os 695 animais examinados para determinacgdo de prevalén-

cia de fasciolose bovina eram adultos e somente dois deles eram
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machos. Os resultados obtidos dos exames de 105 de plantel de

cada fazenda escolhida ao acaso dentre as que dispunham de aces-
S0 por via rodovidria, reveleram que somente no municipio de
Trés Rios se encontraram bovinos parasitados, e a prevaléncia,

foi de 35,8% para 475 animais estudados neste municipio.



V. DISCUSSAO

A. Infeccao dos Hospedeiros Invertebrados

O period o de incubacdo dos ovos de F. hepatica observado
em estufa a 25 - 27°C estd de acordo com os resultados apresen-
tados por outros autores nas Américas (Quadro 8) .

E bastante evidente que h& wuma influéncia direta da tem-
peratura sobre o tempo necessdrio para a formacdo e eclosdo do
miracidio. Sobre este aspecto, GAJARDO et al. (1950) divulgaram
ser de 25 a 30°C a temperatura ideal de desenvolvimento dos mi-
racidios, situando-se entre 10 a 37°C a faixa de temperatura em
que pode ocorrer desenvolvimento embriondrio nos ovos. Para es-
te intervalo de temperatura e periodo de incubagdo variou entre
9 e 45 dias.

Parecem destoantes os resultados de BACIGALUPO (1942), que
incubando ovos de F. hepatica a temperatura de 20 a 25°C, préxi-

ma a faixa ideal, verificou um periodo de incubacdo de 15 a 25

dias. A discordéncia fica mais evidente quando se compara este
resultados com as observacdes de REY (1957) que, utilizando,
quase a mesma faixa de temperatura (22 a 25°C), ~constatou perio-

do de incubacdo de 9 a 15 dias, concordantes <com a maioria dos

trabalhos.
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A infeccdo experimental de trés grupos de 80 moluscos com
1 a 3, 3 a 5 e 5 a 10 miracidios evidenciou gque apenas e primeiro
e o segundo grupos resistiram a infeccdo. Dos infectados com 1 a 3
e 3 a 5 miracidios, houve uma emergéncia de cercdrias com 35 a 36
dias, e o numero médio de metacercédrias foi de 78,4 e 108,3, res-
pectivamente. Sdo poucos o0s trabalhos na América do Sul que comen-
tam a capacidade de resisténcia do hospedeiro intermediério, infec-
tado com um numero conhecido de miracidios.

Os resultados obtidos com L. cubensis, no Estado do Rio
de Janeiro, podem ser melhor comparados com os dados de outros au-
tores no Quadro 9.

E interessante notar que determinados resultados agora
apresentados, possiveis de utilizacgdo em estudos epidemioldgicos,
até agora ndo haviam sido descritos e se constituiram, portanto,
nas primeiras observagdes para esta espécie de hospedeiro interme-
didrio d e F.  hepatica. Pode-se estabelecer compara¢do gquanto a so-
brevivéncia dos moluscos a infecgcdo do miracidio de F. hepatica com
0os resultados de de LEON-DANCEL (1970) e de GOMES et al. (1974) .
Como estes autores trabalharam com L. columella, o) confronto dos
resultados serve para a comparagdo das duas espécies de moluscos ja
incriminados por REZENDE et al .(1973) como hospedeiro intermedia-
rio de F. hepatica no Estado do Rio de Janeiro.

De acordo com 0s trabalhos de LEON-DANCEL (1970), 94

o\

de L. columella sobrevivem a infec¢do individual de 4 a 6 miraci-

dios/molusco e 93% resistem a infecgdes coletivas de até 16 mi-
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racidios/molusc o. Para GOMES et al. (1974), 84% e 86% foram, res-
pectivamente, os indices de sobrevivéncia de L. columella em in-

fecgbes individuais de 2 a 5 e 5 a 8 miracidios/molusco, e nenhum

sobrevivente foi encontrado em infecgdes individuais ou coleti-
vas com oito ou mais miracidios/molusco. E como 37,9% foi o per-
centual de sobrevivéncia de L. cubensis a infecgdes com 1 a 3 mi-
racidios/molusco, sendo que infecgdes com mais de cinco miraci-
dios/molusco nao deixou sobrevivente, fica evidenciado que L. cu-
bensis é mais sensivel que L. columella ao desenvolvimento de
formas evolutivas de F. hepatica.

Como 52,1% foi o maior indice de sobrevivéncia <conseguido

com L. cubensis infectadas por F. hepatica com produgdo de 108,3
metacercédrias/molusco, e para L. columella a menor taxa de sobre—
vivéncia encontrada por GOMES et al. (1974) foi de 84%, ©para in-

feccdo com 2 a 5 miracidios/molusco, e a menor média de metacer-

cdrias/molusco foi de 298,0 citada por de LEON-DANCEL (1970) pa-

ra infeccgdes com 4 a 6 miracidios/molusco, pode-se dizer que
F. hepatica esteja mais adaptada a L. columella.

As diferengcas observadas gquanto ao tempo necessario para
emergéncia das cercarias em L. columella (Quadro  9) sdo possiveis

de serem explicadas com base na temperatura em que permaneceram
os moluscos infectados. Entretanto, as observacgdes de L. cuben-
sis mostraram que este periodo é bem mais curto, mesmo conside-
rando o maior numero de dias ja referidos em literatura (RAMIRES

VILLAMEDIANA & VERGANI, 1949) que ¢é de 41 dias a temperatura de

26°C.
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Ainda é importante salientar que as poucas observa-
cbes feitas com L. viatrix foram com infeccgdes coletivas, com
muitos miracidios, verificando-se periodo de emergéncia de cer-
cidrias wvaridvel de 37 a 80 dias.

Em relacéo ao tempo necessario para o enquistamento
de cercdria s de F.  hepatica, parece nédo haver influéncia do hos-
pedeiro intermedidrio. BACIGALUPO (1942) trabalhou com L. via-
trix, informando que o enquistamento se deu entre 15 a 20 minu-

tos. 0O mesmo periodo foi apresentado por de LEON-DANCEL (1970)

utilizando L. colummela, e nesta mesma espécie GOMES et al.

(1974) referiram ser de 20 a 25 minutos o tempo de enquistamen-
to. RAMIRES VILLAMEDIANA & VERGANI (1949), trabalhando com
L. cubensis reportaram 20 minutos como o} tempo gasto para en-
quistamento das cercérias. Para esta mesma espécie observou-se
no Estado do Rio de Janeiro, um periodo de 15 minutos. RAMIRES

VILLAMEDIANA & VERGANI (1949) citaram ser de 8 a 10 o) numero
de rédias encontradas por dissecacéo em cada L. cubensis, porém
estes autores trabalharam com infeccao experimental coletiva.

No presente trabalho com nimero conhecido de miracidios por
molusco, observou-se que de 1 a 3 miracidios/molusco foram pro-
duzidas 1 a 3 rédias por L. cubensis; 3 a 5 miracidios/molusco,
foram produzidas 1 a 5 rédias/molusco, e de 5 a 10 miracidios/
molusco produziram-se 1 a 9 rédias/molusco (Quadro 2). Confron-
tando-se estes resultados, e considerando a afirmacdo de RAMI-
RES VILLAMEDIANA & VERGANI (1949) de que aproximadamente 50%

dos moluscos morreram em consequéncia da infecg¢do coletiva a
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que foram submetidos, é possivel dizer que o nuUmero méximo de
miracidios capaz de infectar e de desenvolver-se em L. cuben-
sis sem morte do molusco ¢é de 3 a 5 miracidios/hospedeiro. In-
fecgbes com 5 a 10 miracidios/molusco podem formar de 1 a 9 ré-
dias, porém  néo chegam a emergir cercérias em consequéncia da
morte prematura do molusco.
B. Infeccgao dos Hospedeiros Vertebrados

As observacgdes sobre o periodo pré-patente de F. hepati-
ca em diferentes espécies de mamiferos foram conseguidas no de-
correr do estudo do ciclo evolutivo, tendo L. cubensis como
hospedeiro intermediédrio.

O numero de dias necessdrios para o encontro de ovos de
F. hepatica nas fezes dos mamiferos infectados experimentalmen-
te variou muito de espécie para espécie.

Com todos estes hospedeiros vertebrados foram mantidos,
nas mesmas condigdes ambientes em que vinham sendo criados, as
variagdes de pré-paténcia inerentes a cada espécie nao devem,

ter sido modificadas por fatores extrinsecos.

Comparando o periodo pré-patente observado nas in-
fecgdes experimentais com metacercarias oriundas de L. cuben-
sis (Quadro 4) com 0Os dados encontrados em literatura com 0OsS
diferentes hospedeiros intermedidrios (Quadro 10), observa- se
quase uma identidade de resultados. As pequenas diferencgas que

aparecem nao podem ser explicadas com seguranga sem que traba-

lhos experimentais sejam conduzidos com cada espécie de hospe-
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Fica bem destacado entretanto que os periodos pré-paten-
tes apresentados por BACIGALUPO (1940) para cobaios esta fora
do consenso geral. A infecgcdo de 5 <cobaios <com 25 a 130 metacer-
carias de F. hepatica realizada por HOFFMAN (1930) matou todos
os receptores entre 23 a 33 dias de infectados e com marcada de-
generacdo hepdtica. Os ensaios Dbioldégicos de UENO et al. (1975),

infectando cobaios com metacercdrias coletadas na natureza, per-—

mitiram a obtencdo de formas jovens de F. hepatica destes ani-
mais necropsiados ao 25° dia da infecgdo. A demonstragdo experi-
mental de liberagdo de formas imaturas migratérias de F. hepati-

ca em cobaios que 1ingeriram quistos maduros e Umidos de F. hepa-

tica, realizada por LUTZ (1921), causou morte destes cobaios
com peritonite sero-hemorrdgica. Os trabalhos experimentais de
BACIGALUPO (1932,1937) com infeccéo de cobaios, sem encontro de
ovos d e F. hepatica nas fezes destes mamiferos que morreram en-

tre 27 a 45 dias, todos <com intensas lesbes hepaticas e um nG-
mero variavel de formas jovens de trematddeo. Justificam bem

a duavida anteriormente exposta.

No presente trabalho conseguiu-se coletar, do figado de
cobaios infectados experimentalmente, helmintos adultos com
ovos no utero. Nos 56 dias de observacéo, com exames de fezes

de 12 em 12 horas, ndo se constatou a presengca de ovos de F. he-
patica nas fezes dos hospedeiros. Em vista deste resultado, é
possivel «que a pré-paténcia de 90 a 97 dias referida ©por BACIGA-

LUPO (1938,1942), nao corresponda exatamente ao inicio da pro-
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dugdo de ovos pelo trematédeo nos cobaios.
Com relagcdo a maior ou menor receptividade de cada espé-
cie trabalhada a F. hepatica séo necessarios estudos complemen-

tares na América do Sul e Central.

C. Criacéo de Moluscos em Laboratério
Nas condicgdes laboratoriais no Estado do Rio de Janeiro,

em setembro de 1973, com temperatura ambiente de 27 a 29°¢C, a

média do numero de ovos (8,7) e o tamanho da postura (3 a 6 mm
de didmetro) d e L. cubensis nao coincidiu totalmente com 0os da-
dos (3 a 5 mm) apresentados por VERGANI (1955), na Venezuela.

Embora a espécie de molusco tenha sido a mesma e ambas as «cria-
cles tenham sido efetuadas em condicgdes ambientes, nao ha con-
cordadncia entre a faixa de variacdo e entre as médias do numero
de ovos por postura.

A  média (15 ovos) citada por VERGANI (1955) é quase ©
dobro da observada aqui (8,7). Entretanto, o tamanho das postu-
ras, que tendem a ter forma ovdide, sdo idénticas. Embora se

saiba que o tamanho das posturas e o nUmero de ovos sdao geneti-

camente determinados, é possivel que outros fatores interferam
nas posturas, e como VERGANI (1955) nao referiu a temperatura e
a idade dos moluscos, fica dificil explicar as diferencas nas

massas de ovos.

Comparando as posturas de L. columella estudadas por
LEON-DANCEL (1970) e GOMES et al. (1974) com as de L. cubensis,

observaram-se diferencas tanto na forma como no tamanho da mas-—
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sa ovigera. Segundo estes autores, L. columella tem postura de
forma alongada e com 4 a 12 por 3 a 5 mm.

A média de ovos por postura deixa claro que L. colume-
lla tem maior ©prolificidade que L. cubensis, sendo iguais os in-
dices de eclodibilidade, e que os periodos de incubagcdo sdo mui-
to semelhantes e influenciados da mesma forma pela temperatura.

A temperatura constante da estufa parece ter sido fa-

tor responsdvel pelo menor espagco de tempo para eclosdo dos mo-

luscos (Quadro 4).
Os 18 dias necessdrios para maturidade de L. cubensis,
caracterizada pelo inicio da postura, embora os ovos sd sejam

férteis a partir do 20° dia, nao concorda com oS resultados ob-
tidos por GRETILLAT (1967) em Martinica (34 dias) e por VER-
GANI (1955) na Venezuela (20 a 25 dias) .

Em L. columella, GOMES et al. (1974) reportaram que a
maturidade sexual é alcancada entre 19 a 24 dias, coincidindo
com Os resultados obtidos com L. cubensis também no Estado do
Rio de Janeiro, enquanto que de LEON-DANCEL (1970) informou ser
de 21 a 23 dias, em Porto Rico. E valido ressaltar que L. cuben-
sis iniciou a postura de ovos férteis no terceiro dia do inicio
da postura (Quadro 5), podendo-se julgar portanto, que os pri-
meiros 6vulos tivessem sido postos antes que os espermatozdides
depositados no receptéculo seminal os fecundassem.

Sao poucas as referéncias encontradas na América do
Sul, sobre testes de resisténcia de moluscos a dessecacao. VER-

GANI (1955) expds ovos e moluscos de tamanhos diferentes a des-
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secacao, observando que alguns espécimes de L. cubensis foram
capazes de sobreviver por 235 dias, ao passo que 0s ovos fo-
ram incapazes de resistir por mais de dois dias.

E importante que se destaque a correspondéncia en-
tre os resultados de VERGANI (1955) e 0os agora observados. No
presente trabalho ficou explicito que ovos e adultos de L. cu-

bensis com mais de 60 dias de idade nao resistiram 40 dias

de dessecacgdo. Os 60% de moluscos de um dia de idade e os 14%
com 30 dias de idade que sobreviveram ao teste, possivelmente
correspondem aqueles que VERGANI (1955) reportou terem resis-
tido 235 dias. E bem provavel que a reunido destes resultados
esteja indicando serem 0OS jovens d e L. cubensis capazes de sSo-—
breviver em ambiente ressecado por mais ou menos 8 meses. Tra-
balhos posteriores poderéo validar ou nao esta hipdtese. Tam—
bém de LEON-DANCEL (1970) e GOMES et al. (1974) divulgaram que
sdo o0s joven s de L. columella as unicas formas capazes de re-
sistir a mais de 30 dias de dessecacéo. Entretanto, nao se co-
nhece ainda a capacidade maxima de sobrevivéncia desta espé-

cie, bem como o percentual de individuos, por faixa etéria, que
continuam o desenvolvimento mesmo em ambiente ressecado.

Nao sdo precisos os dados bibliograficos para que
se possa comprovar na mesma espécie de molusco o indice de
98, 9% de susceptibilidade de L. cubensis a F. hepatica obser-

vado no Estado do Rio de Janeiro.

KRULL (1933) assinalou 91, 3% como a susceptibilida-
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de de L. columella ao miracidio de F. hepatica e de LEON-DANCEL

(1970) citou como 72,0 e 93,0% a susceptibilidade em infecgdes,
coletivas com 10 a 16 miracidios/molusco, respectivamente. A com-
paragédo destes percentuais permite que se suspeite ser L. cuben-

sis mais sensivel a F.  hepatica.
Como j& foi demonstrado que o tempo necessario para
emergéncia de cercdrias de F. hepatica é menor em L. cubensis,

e que o indice de sobrevivéncia a infeccdes por este helminto &

bem alto em L. columella onde as duas espécies ocorrem em con-
junto, a constatacao da maior susceptibilidade de L. cubensis,
aqueles trematddeos vem corroborar a idéia inicial de que L. co-

Iumella deva ser o hospedeiro intermedidrio preferido na sele-
cdo evolutiva de F.  hepatica, no Estado do Rio de Janeiro.
D. Prevaléncia

Em relagdo aos indices de fasciolose bovina a campo
no Brasil, nota-se uma grande deficiéncia de publicacgdes, difi-
cultando o conhecimento real da situacéo desta parasitose.

A observacdo de 35,8% entre 475 vacas leiteiras exami-
nadas vivas, através do exame de fezes ©pela técnica de WATANABE
et al. (1953), parece ser a primeira citagdo da ©prevaléncia de
fasciolose em animais a campo. Por isto mesmo, ndo ¢é aconselhéi-
vel que se compare este percentual <com as referéncias de FRANCA
(1969), que encontrou 10,1% entre 941 bovinos do Vale do Parai-
ba abatidos no Matadouro Municipal de Taubaté, Estado de S. Pau-

lo, e de REY (1957) que encontrou 2,24% em 714.545 Dbovinos aba-

tidos no Estado do Rio Grande do Sul.
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VI. CONCLUSOES

resultados obtidos da infecgao experimental dos mo-

biologia de Lumnaea cubensis confrontados com dados bi-

pode-se concluir que:

L. cubensis é hospedeiro intermedidrio de F.  hepatica
no Estado do Rio de Janeiro, sendo mais susceptivel e
liberando menor nimero de cercéarias que L. columella;
o periodo de incubacdo dos ovos de F. hepatica em es-
tufa a 25 - 27°C, ¢é de 11 a 13 dias;

L. cubensis ndo sobrevive até a emergéncia de cercéa-
rias em infecg¢bdes com mais de cinco miracidios de F.
hepatica/molusco.

o periodo de evolugdo de F.  hepatica em L. cubensis,
a temperatura ambiente de laboratdério entre 27 a 29°C
¢ de 35 a 36 dias;

os mamiferos Dboi, coelho, cobaio, rato, hamster e ca-
mundongo sdo sensiveis a metacercdrias de F.  hepatica
e apresentam periodos pré-patentes desiguais entre sij;
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L. cubensis é facilmente criavel

técnica de TAYLOR & MOZLEY

em condicgdes ambientes de

em laboratério

(1948),

laboratério o

pela

modificada;

nimero de

ovos de L. cubensis é de 3 a 24 por postura;

ovos de L. cubensis e individuos com mais de 30 dias,
de idade né&o resistem a 40 dias de dessecacéo, po-
rém exemplares com um dia de vida resistem a estas
condigdes;

L. cubensis inicia a postura em condig¢bes de labo-
ratério de 27 a 29°C, aos 18 dias de idade;

no municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Janeiro,
para uma amostra de 475 bovinos, a prevaléncia da

fasciolose ¢é de 35,8%.



VII. RESUMO

A partir de exemplares de Lymnaea cubensis Pfeiffer, 1839
coletados em valas no municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Ja-
neiro, foram obtidas geracdes de molusco criados em laboratdério, sen-
do estudados aspectos da ovopostura, eclodibilidade, resisténcia a
dessecagcdo e maturidade sexual; também foram observadas a suscepti-
bilidade e a resisténcia a infeccdo por miracidios de Fasciola hepa-
tica L., 1758, bem como o desenvolvimento do helminto nestes hospe-
deiros.

Foi experimentalmente constatado que os periodos pré-pa-
tentes da fasciolose em bovino é de 71 dias, em coelhos, de 65
dias, em rato, de 41 a 44 dias, em hamster, de 33 a 34 dias, e em
camundongo, de 32 a 35 dias; em cobaios com 56 dias de infectados,
foi observada, nas vias biliares, a ©presengca de helmintos com ovos
no Utero.

Foi comprovada a participacao de L. cubensis como hospe-
deiro intermedidrio d e F.  hepatica, no Estado do Rio de Janeiro.
Constatou-se maior susceptibilidade desta espécie de molusco ao mi-
racidio d e F. hepatica bem como a emergéncia de menor numero de
cercérias, comparativamente com Lymnaea columella Say,1817, também

hospedeiro intermedidrio deste trematddeo no mencionado Estado.



42

A prevaléncia da fasciolose entre 475 Dbovinos examina-

dos no municipio de Trés Rios alcancou 35,8%.



VIII. SUMMARY

Starting with Lymnaea cubensis Pfeiffer, 1839 collected
in wvalleys in the municipality of Trés Rios, Rio de Janeiro Sta-
te, generations of this species were reared in the laboratory, per-
mitting studies on oviposition, hatchbility, resistence to desse-
cation, and sexual maturation; additionall y the susceptibility and
resistance to infection with the miracidium of Fasciola hepatica,

L., 1758, and the development of this trematod e in the mollusc were

studied.

The role o f L. —cubensis as an intermediate host for F.
hepatica was established in laboratory experiments. The grester
susceptibility of this species to the miracidium of F. hepatica,

was observed, together with the emergence of a smaller number of
cercariae whan compare d to Lymnaea columella Say, 1817, also an

intermediate host of this trematode in Rio de Janeiro State.

Experimentally, the prepatent periods for F. hepatica,
in wvarious host, were found to Dbe: bovine, 71 days; rabbit, 65
days; rat, 41 - 44 days; hamster, 33 - 34 days, and mouse, 32 -

35 days. In the guinea-pig, adul t F.  hepatica were observed 56

days post infection, with ova in the uterus.
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A prevalance of 35,8% for fasciolosis was noted in 475

cattle examined in the municipality of Trés Rios.
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X. APENDICE

Quadro 1. Condig¢bes experimentais da infeccdo de L. cubensis com

miracidios de F. hepatica

Condigoes experimentais 12 grupo 29 grupo 32 grupo

Nimero de moluscos utiliza

dos expostos a infecgao 100 100 100

dissecados no 149 dia da
infecgao 20 20 20

Remanescentes para observa

goes posteriores 80 80 80

Comprimento da concha {(mm) 5-7 E-7 5-7

Método de infecgdo ndivi- indivi- indivi-
dual dual dual

Namero de miracidios por
molusco 1-3 3-5 5-10
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Quadro 2. Resultados da dissecagdo de 20 moluscos por grupo de L.

cubensis, 14 dias apés infeccdo experimental.

Numero 1@ grupo(l-3 mi 29 grupo(3-5 mi- 3% grupo (5-10 mira-
de racidios/molus~ racidiocs/molusco) cidios/ molusco)
ordem co) Resul N¢ de re-  Resul N® de re-

Resul N9 de re tado+ dias. tado+ dias.

tado+ dia.

1 N - N - P 7
2 N - B 1 b 9
3 N - N 0 P 4
4 N - P 3 P &
S P 3 P 3 P 3
& N - P 5 N -
K N - P 5 P 3
8 p 1 P 5 P 4
g T 1 N - P 9
10 P 1 P 1 | 5
11 P 1 p 5 P 2
12 N - P 2 P 1
13 N - N - P 5
14 P 2 P 2 P 8
15 P 1 P 2 N -
lé6 N - P 4 P 6
17 P 1 N - P 7
18 N - N - N -
19 N - N - N -
20 N - P 1 p2l 4
To-n? 8 11 13 39 16 g1

tais
P % 40 - 65 - 8C -

+ N= negativo , P= positivo
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Quadro 3. Resultados da infecg¢do individual de trés grupos de L.
cubensis, com 80 exemplares <cada grupo, com miracidios
de F. hepatica.

1?2 grupo 29 grupo 39 grupo
(1~3 mira- (3-5 mira (5-10 mi-
Aset b dn. T~ - - . _ - '
pectos observados cidie/mo - cidio/mo- racidic/mo
lusce) lusco)} lusco)

Mortalidade (%) 63,7 71,2 100

Moluscos infectados sobrevi-

ventes

Total 29 23

Numerc de Positivos 11 12 0

Percentagem 37,9 52,1 0

Nimero de metacercarias 35 a

36 dias apOs infecgao 862 1.299 0

Nimero médioc de metacercaria

por molusco 78,4 108, 3 D

Quadro 4. Resultados

tente nos

diferentes

do teste para determinacéo

hospedeiros

vertebrados.

do periodo

pré-pa-

Animais Utilizados

Pré-paténcia

Numero de metacercarias

administradas por

Espécic Nimero (dias) hospedeiro

Bovino 1 71 120

Coelho 2 65 15 a 30
Cobaio 4 56+ 10 a 15
Rato branco 6 41 a 44 10 a 15
Hamster 5 33 a 34 5 a 10
Camundondo 10 32 a 35 1 a 3

+ Necropsiado com 56 dias de infectado
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Quadro 5. Resultados do teste de incubacao e eclobibilidade de
ovos de L. cubensis em estufa e ao ambiente.

Condigoes experimentais Incubac¢ac em Incubagio 2o
estufa a 25- ambiente a

e aspectos observados 27eC 27- 299C

Numerc de posturas 10 10

NOmero de ovos contados 80 o6

Periodo de incubacgao (dias) 9 - 11 9 - 13

Nimero de filhotes 80 94

Beladibilidade (%)} 100 97.9

Quadro 6. Resultados do teste de postura e viabilidade dos ovos de

L. cubensis a partir de 26 moluscos recém-eclodidos.

Thicio da Numero de Numero de Numero de Total ce
postura ovos fér- ovos infer ©VOs POT
( dias ) posturas teis teis ~ dia
1 a 17 0 - - -

18 3 4] f b

1° 3 0 o) 6

20 7 9 7 16

21 10 14 114 28

22 10 47 4 51

23 5 14 0 14

24 11 44 Fi 51

25 4 15 1 16

26 5 17 7 24

27 ) 24 1z 36

28 10 1l 36 . 37

29 4 10 17 27

30 4 12 6 18

31 6 20 4 24

w0
-]
[y
o
-1
-]
o
]
1

Totais.
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Quadro 7. Resultado do teste de resisténcia a dessecacdo de L. cubensis.

Namero de Tdade Duragao da Sobreviventes

prova(dias)

Mo 1us cos (dias) NGmero Percentagenm
200 1 40 120 60
213 30 40 37 14
200 60 - 90 40 0 0
Posturas 1 - 6 40 0 0
Quadro 8. Relagcao entre periodo de incubagdo e temperatura para
ovos de F. hepatica apresentada por diversos autores em
diferentes paises.
. : Faixa de Periodc de incu-
Autor Ano Pais tempera-— bacao ( dias }
tura (°C)
BACIGALUPO 1238 Argentina 10 - 12 18 - 25
BACIGALUEO 1942 Argentina 22 — 24 25
20 - 25 15 - 20
TAGLE 1943 Chile 23 -~ 27 11
24 - 26 13
RAMIRES VILLAME
DIANA & VERGANI 1949 Venezuela 26 13
GAJARDO o ak. 1250 Chiie 16 - 37 9 - 45
REY 1857 Brasil 11 - 18 20 - 40
de LEON-DANCEL 1970 Porto Rico 26 — 28 10 - 13
UENQ 1973  Repiblica
Dominicana 21 - 32 9
GOMES ot af. 1974 Brasil 27 - 29 9 - 12

Prescente traba-
lho 1978 Brasil 25 = 27 11 - 13




Quadro 9. Resultados obtidos por diversos autores em infeccao de hospedeiro intermedidrio da F, hepatica

com diferentes quantidades de miracidios em alguns paises da América do Sul e Central.

- A 3 e . I - v [ R | e e
Pelovencla CMolug oo "i' 29 de mivacy L?‘“ﬁCﬂ’ sanre E?L‘ﬁCQ
_ _ i . . vivenoat. cia do cer
— dies /coiusco — -
Y o ¢ T A A - , - y .
ruter P 2a7s Lspecle n% infeccczo Tozal carias{dias).
de LTON-
TWANCEL 1870 2.Eicc Loesdumeffa 100 indowiana] 2= 4 g7l 0 87,0 BT-41 R
Lo0 ndividual L= B 53 e 94,0 57-a0 227
1 individuzl 6 -12 o - - - -
130 colative 10 90 6> 72,3 - -
GG coletive 15 G2 63 93,0 - - un
-
YEND oF ad. 1973 Rapublice L.oeubeasdd m=uitos ind.vigual 3 - 5 - - - 34~37 -
doeminicanc . .
= wultos  fodhvidual 10 -15 - - - 34-37 -
GOMES et af,1974% ZEBrasil L.ecolumella 100 individual 2 - 35 a5 72 84,0 44=-58 223
ndivicdual 3 - 3 co 60 Bt,0 44-58 3G
: idual & - 12 9 G 0 - -
Lvo 12 2 - - - -
Live 15 0 - - - -
Prescute
trchalho 1978 Rrasil L.oeubans.ia 39 individual 1 -2 25 11 37,¢ 35-34 73,4
40 iadividual 2 - 3 25 1z 32,1 35-36 ~0e,3
8z individual 5 ~10 0 - - - -
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Quadro 10. Resultados obtidos por diversos autores para o periodo

pré-patente de F. hepatica em diferentes mamiferos.

Hospedeiro Vertebrado Pré-patén . }.Iospedei::x?
Neme Cientifi Nome cig Autor, Ano tocald intermedia
co vulgar {dias)} rio
Bos Launus vaca 71 prescnte tra  Brasil L. cubensis
balho, 1978
Oryt obagus cund  coelho 54 - 65 BACIGALUPQ , Argenti- L. viatnix
culd 1842 na _
54 - 56 TACIE, 1943 Chile L.viatadix
65 Presente tra
balho, 1978 Brasil L. cubensis
Cavia yore dfus  cobaio 97 BACTGALUPO , Argenti- L. wiafaix
1942 na
Ratius noav gicus rato 51  de LEON-DAN- Porto RL L. colum &La
CEL: - 1970 o
41 — 44 Presente tra Brasil L. cubwsis
baiho, 1978
Ma&oenico ¢us au Hamster 33 - 34 Presente tra  Brasil L. cubensis
Rt s balho, 1978
Mus mus culus camunden 31  de LEON-DAN-  Porto Ri L. colum dla
go CET, 1970 o'
33 COMES & af., Brasil L. colum &la
1974
32 - 35 Presente tra Brasil L. cub qsis

balho, 1978
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FIG. 1: Caixa de madeira forrada com pldstico para preparacdo de
viveiros para L. cubensis {modificacdo da metodologia de
TAYLOR & MOZLEY (1948) }.

FIG. 2: Viveiro para <criacdo de L. cubensis, pronto para transfe-
réncia dos moluscos.
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