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ABSTRACT.- Nuernberg S., Rezende HE.B., Serra Freire N.M., Gomes P.A.C. & Araujo
J.L.B. 1983. [Biology and susceptibility of Lymnaea cubensis (Mollusca, Lymnaeidae) to
infection with Fasciola hepatica. ] Biologia e susceptibilidade de' Lymnaea cubensis.(Mollusca,
Lymnaeidae) a infecgdes por Fasciola hepatica em condi¢des experimentais. Pesquisa Veteri-
ndria Brasileira 3(1):1-10. Inst. Biologia, Univ. Fed. Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
Rio de Janeiro 23460, Brazil.

Using Lymnaea cubensis Pfeiffer, 1839 collected in valleys in the municipality of Trés Rios,
Rio de Janeiro State, generations of this species were reared in the laboratory. Egg laying
commenced for L. cubensis with 18 days of age at 27-29°C. The number of eggs varied from
3 to 24 per egg-mass with a hatchibility index of ca. 100%. Lymnaea cubensis eggs and indi-
viduals of more than 30 days of age did not resist 40 days of deseccation although one-day-
old specimens survived; additionally, the susceptibility and resistance to infection with the
miracidium of Fasciola hepatica L., 1758 and the development of this trematode were studied.
At 25-27°C the incubation period of F. hepatica eggs was 11 to 13 days. The individual
infection of 3 groups of 80 molluscs with 1-3, 3-5 or 5-10 miracidia of F. hepatica indicated
that L. cubensis did not survive to the emergence of cercariae when more than 5 miracidia
were used per mollusc. Cercariae emerged 35-36 days post-infection with envirommental
temperatures of 27-29°C. The mean number of metacercariae was 78.4 and 108.3 for the
groups infected with 1-3 and 3-5 miracidia, less than that observed for L. columella Say, 1817,
the intermediate host of F. hepatica in Rio de Janeiro State.

"Experimentally, the prepatent periods for F. hepatica in various hosts, were found to be:
bovine, 71 days; rabbit, 65 days; rat, 41-44 days; hamster, 33-34 days, and mouse, 32-35 days.
In the guinea-pig, adult F. hepatica- were observed 56 days post infection, with ova in the
uterus. .

A prevalence of 35.8% for fascioliasis was obtained in 475 cattle examined in the muni-
cipality of Trés Rios. Fascioliasis was not encountered in seven other municipalities studied.

INDEX TERMS: Fascioliasis, Fasciola hepatica, Lymnaea cubensis, biology, experimental infection, cattle.

SINOPSE.- A partir de exemplares de Lymnaea cubensis
Pfeiffer, 1839, coletados em valas no municipio de Trés Rios,
Estado do Rio de Janeiro, foram obtidas gera¢des de moluscos
criados em laboratétio. L. cubensis iniciou postura aos 18 dias
de idade a temperatura de 27 a 29°C. 0 nimero de ovos
variou de 3 a 24 por postura, com indice de eclodibilidade
préximo de 100%. Ovos de L. cubensis e individuos com mais
de 30 dias de idade ndo resistiram a 40 dias de dessecacdo,
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porém exemplares com um dia de idade sobreviveram. Foram
também observadas a susceptibilidade e a resisténcia a infec¢do
por miracidios de Fasciola hepatica L., 1758, bem como o
desenvolvimento do helminto. Em estufa, a 25-27°C, o periodo
de incubag@o dos ovos foi de 11 a 13 dias. A infec¢do indivi-
dual de trés grupos de 80 moluscos com 1 a3,3a5e5al0
miracidios de F. hepatica mostrou que L. cubensis no sobre-
vive até & emergéncia de cercdria, quando se utilizaram mais
de 5 miracidios por molusco. A emergéncia de cercdrias ocor-
reu com 35 a 36 dias de infecg@o em temperatura ambiente de
27 a 29°C. O nimero médio de metacercdrias de 78 4 ¢ 1083
para os grupos infectados com 1 a 3 e 3 a 5 miracidios respec-
tivamente, foi inferior ao observado .para L. columella Say,
1817, hospedeiro intermedidrio deste trematédeo no Estado
do Rio de Janeiro.

Foi experimentalmente verificado que o periodo pré-patente
de F. hepatica em bovino é de 71 dias, em coelho, de 65 dias,
em rato, de 41 a 44 dias, em hamster, de 33 a 34 dias, e em
camundongos, de 32 a 35 dias; em cobaios com 56 dias de

Pesq. Vet. Bras. 3(1): 1-10. 1983



Silvino Nuernberg et al.

infectados, foi observada, nas vias biliares, a presenga de hel-
mintos com ovos no tdtero.

A prevaléncia da fasciolose entre 475 bovinos examinados
‘no foco detectado no municipio de Trés Rios foi de 35,8%.
Em sete outros municipios nao foi encontrada a fasciolose.

TERMOS DE INDEXACAO: Fasciolose, Fasciola hepatica, Lymnaea
cubensis, biologia, infec¢do experimental, bovinos.

INTRODUGCAO

O estudo de Fasciola hepatica L., 1758 reveste-se de grande
interesse, médico-veterindrio e econ0mico, por se tratar de
zoonose observada nos cinco continentes.

No-Brasil, onde foi mencionada pela primeira vez por Lutz
(1921), as maiores atengdes estio voltadas para o conheci-
mento dos prejuizos que causa as criagdes de ovinos e bovinos,
especialmente na Regido Sul do Pais, o que ndo impede que
alguns casos de fasciolose humana tenham sido descritos por
Rey (1958), Santos e Vieira (1965/67) ¢ Baranski et al.
(1978).

Durante o desenrolar dos trabalhos que constituiram o
projeto “Epidemiologia dos nematéides gastro-intestinais de
bovinos”, desenvolvido no antigo Instituto de Pesquisa e
Experimentagdo Agropecudria do  Centro-Sul — IPEACS,
foram encontrados ovos de F. hepatica em animais nascidos
e criados no municipio de Trés Rios, Estado do Rio de Janei-
ro. A partir desta observagdo, dedicou-se maior atengdo aos
exames, passando-se a utilizar técnica de sedimentagdo a fim
"de ampliar o conhecimento sobre este trematédeo no Estadc
do Rio de Janeiro.

Em' algumas propriedades onde se desenvolveram os estu-
dos, teve-se a oportunidade e assinalar, no. mesmo habitat,
duas espécies de moluscos do género Lymnaea Lamarck,
1799 como provdveis hospedeiros intermedidrios de F. hepa-
tica. Numa primeira etapa, Rezende et al. (1973) e Gomes
et al. (1975) comprovaram que L. columella Say, 1817 §
hospedeiro intermedidrio deste tremat6deo no Estado do Rio
de Janeiro, bem como elucidaram vérios aspectos da biologia
deste molusco em condi¢bes de laboratério. Em etapa subse-
qiiente, procurou-se estudar a segunda espécie do género
Lymnaea identificada como L. cubensis Pfeiffer, 1839 (Rezen-
de et al. 1973). Esta espécie constitui o assunto deste traba-
lho, visando esclarecer como ponto de partida, em condi¢des
de laboratério, aspectos biol6gicos e o comportamento do
molusco em infec¢des experimentais com Fasciola hepatica.

MATERIAL E METODOS

Material

Helminto. Ovos de Fasciola hepatica foram obtidos da vesicula biliar
de Bos taurus L., 1758, adulto, nascido e criado em Avelar, Estado do
Rio de Janeiro.

Hospedeiros intermedidrios. Os exemplares de Lymnaea cubensis
Pfeiffer, 1839 foram coletados nas margens de valas de dgua limpida e
corrente, em uma fazenda situada no-municipio de Trés Rios, Estado
do Rio de Janeiro, e transferidos para laboratdrio, dando origem a
populagdo trabalhada. : '
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Hospedeiros vertebrados. a) Bovino: durante o trabalho foram utili-
zados dois B. taurus, fémeas, com 9 ¢ 2 anos, nascidos e criados em
regido livre, no municipio de Itaguaf, Estado do Rio de Janeiro, respec-
tivamente como doador de ovos de F. hepatica e receptor de formas
infectantes; b) Animais de laboratério: foram utilizados dois Orytolagus
cuniculi L., 1758, quatro Cavia porcellus L., 1758, seis Rattus norve-
gicus Berkenhout, 1769, cinco Mesocricetus auratus Waterhouse, 1840
e dez Mus musculus L., 1758, todos machos, adultos, nascidos e criados
em biotério.

Métodos

Obtengdo de ovos: Os ovos de F., hepatica foram obtidos de posturas
realizadas pelos helmintos nos canais biliares do hospedeiro, do qual se
retirou o figado durante a necropsia. Apés isolar a vesicula biliar, a
secre¢do biliar foi diluida em agua destilada em célice de Hoffman de
1.000 ml, homogeneizada e deixada em repouso durante vinte minutos
para sedimentac@o. Findo este periodo, descartou-se o sobrenadante e
diluiu-se o sedimentado em 4gua destilada, permitindo nova sedimenta-
cdo. Esta operagdo foi repetida até que o sobrenadante permanecesse
limpido; quando entdo a suspensdo de ovos em dgua destilada foi passa-
da em tamis de bronze com malha maior que 100 U, para a retirada de

. fragmentos de calculos biliares que ocorreram.

Os ovos, assim obtidos, foram transferidos para Erlenmeyer de
500 ml, imersos em 200 ml de dgua destilada e incubados em estufa
i temperatura de 25 a 27°C. Diariamente era trocada a 4gua com o
auxilio de sifio, agitando-se em seguida o sedimento para evitar qué
os ovos aderissem ao fundo do frasco. .

A partir do oitavo dia de incubag@o, envolveu-se o Erlenmeyer em
papel negro, mantendo-se escurecido o interior do frasco e ndo mais
se trocando a 4gua até o momento desejado para a eclosdo.

Infeccdo dos hospedeiros invertebrados. Foram separadas 300
L. cubensis nascidas em laboratério, com 60 dias de idade, apresen-
tando comprimento de concha entre S e 7 mm. Apds serem lavadas

- em 4gua destilada e divididas em trés grupos iguais, elas foram distri-

buidas, individualmente, em compa.rtiment(')s com 3 ml de igua desti-
lada, em uma forma de pl4stico transparente, e expostas a infecgdo
de miracidios recém-eclodidos por exposi¢@o a incidéncia de luz natural
(Quadro 1), de conformidade com as técnicas de Pantelouris (1965).

Durante as duas horas de tentativa de infec¢do dos moluscos, as
formas de pldsticos permaneceram em ambiente naturalmente ilumi-
nado, em temperatura-de 27 a 29°C, cuidando-se que os hospedeiros
intermediarios permanecessem sempre imersos. Finda a tentativa de
infecgdo, cada grupo de moluscos foi transferido para um viveiro pre-
viamente preparado, com comprovada capacidade de manutencdo para
mais de 100 L. cubensis. O desenvolvimento das formas evolutivas de
F. hepatica foi acompanhado com exames periddicos, individuais,
através da concha de alguns moluscos de cada grupo infectado, com
auxilio de lupa estereoscOpica. De cada grupo foram dissecados 20
moluscos (20%) no 149 dia de infecgdo.

Obtengdo de metacercdrias. A partir do 359 dia de-penetragdo dos
miracidios nos moluscos, L. cubensis que apresentavam cercarias no
interior das conchas foram transferidas individualmente para placas
de Petri de 8 cm de didmetro e merguthadas em 4gua destilada, i tem-
peratura ambiente, provocando a emergéncia das cercéirias, as quais
se enquistavam nas paredes e no fundo da placa. Assim permaneceram
por 24 horas, no fim das quais se retirou a 4gua e o molusco. As meta-
cercarias formadas foram imersas em A4gua destilada 4 temperatura
ambiente para maturagdo e mantidas nas placas de Petri tampadas
apenas com papel de filtro imido, sendo guardadas em geladeira para
posterior uso em infecgdes experimentais.

 Infecgdo dos hospedeiros vertebrados. Para testar a viabilidade das
metacercdrias, elas foram, deslocadas das paredes das placas de Petri
com auxilio de estilete e administradas per os com pipeta Pasteur a
cobaias, rato branco, hamster ¢ camundongo, tendo-se previamente o
cuidado de anestesiar com éter os receptores. A ingestdo do parasito

'por bovino e coelho foi conseguida colocando-se metacercarias sobre

folhas de couve que eram oferecidas aos animais em jejum. Para conhe-
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Quadro 1. Condigoes experimentais da infeccdo de Lymnaea cubensis
" com miracidios de Fasciola hepatica

Condigdes experimentais 1° Grupo 2° Grupo 3° Grupo

Namero de moluscos utilizados expostos

a infecgdo 100 100 100
Dissecados no i4? dia da infecco | 20 20 20
Remanescentes para observagoes posteriores 80 80 80
Comprimento da concha (mm) 5-7 5-17 5-17
Método de infec¢do Indivi- Indivi- Indivi-

dual dual dual

Nimero de miracidios por- molusco 1-3 3-5 5-10

cimento do periodo pré-patente de F. hepatica em cada espécie infecta-
da, foram realizadas diariamente coletas de fezes pela manhi e a tarde,
examinando-se esse material por técnica de sedimentacdo para pesquisa
de ovos. Constatada a presenca de ovos de F. hepatica nas fezes do
hospedeiro, este era sacrificado, coletando-se os helmintos do figado.
Um bovino e os cobaios fizeram exce¢do a regra; o primeiro por ter
morrido intoxicado por planta toxica e os demais porque, nio eliminan-
do ovos de F. hepatica nas fezes, foram sacrificados no 56 dia da
infecgdo.

Criagdo de moluscos em laboratério. Para a criagdo de L. cubensis
em laboratorio foi adotada, com modifica¢Ges, a metodologia de Taylor
e Mozley (1948). Amostras peneiradas de terra vegetal foram colocadas
em recipientes metélicos com capacidade para 20 litros, adicionando-se
agua de bica até que o material ficasse totalmente imerso; em seguida a
mistura foi submetida a fervura. Apds permanecer em completo repou-
s0, para sedimentacdo e resfriamento, descartou-se o sobrenadante e a
massa pastosa que compunha o sedimento foi espalhada em caixas de
80 x 80 x 11 cm, de madeira, forradas com folha de -plistico flexivel
fixada somente nos bordos superiores. Durante 3 a 6 dias, as caixas
eram mantidas em posi¢do horizontal favorecendo a formagdo de uma
massa de terra, com espessura de 8 cm, endurecida pela evaporagdo
da 4gua. Com uma espitula abriu-se uma cova quadrada de 20 cm de
lado, eqiiidistante das laterais da caixa; nessa cavidade colocava-se dgua
destilada para manter a umidade necesséria a0 meio.

Amostras de algas verdes coletadas no campo, sem nenhum critério
especial de selecdo, lavadas por sedimentagao em agua destilada, foram
espalhadas na superficie da massa de terra. Assim formados, os viveiros
foram mantidos préximo a locais bem iluminados, de forma indireta
pelo sol da manhi. A temperatura ambiente de 27 a 29°C favoreceu o
bom desenvolvimento das algas. Quando os viveiros ja estavam ocupa-
dos 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 criatorio. Para observagdo deta-
lhada das diversas fases do ciclo bioldgico de L. cubensis, especialmen-
te quanto a reproducdo e a resisténcia a dessecag@o, foram preparados
viveiros menores, com 10 cm de didmetro por 5 cm de profundidade
e de 40 x 25 x 8 cm, obedecendo ds mesmas etapas de preparagdo ji
descritas.

As posturas usadas nos testes de dessecacdo foram conseguidas a
partir da ovoposi¢do realizada por adultos durante seis dias consecuti-
vos, findos os quais foram removidos estes moluscos, permanecendo
0S OVOS NOS Mesmos Viveiros.

Prevaléncia. Para se conhecer o percentual de bovinos infectados,
dentre os nascidos e criados nas propriedades estudadas no Estado do
Rio de Janeiro, foram coletadas e examinadas pelo método de sedi-
mentacdo de Watanabe et al. (1953) amostras de fezes diretamente da
ampola retal de bovinos, no municipio de Itaguai e Distrito de Santa
Cruz, na zona fisiografica da Baixada do Rio Guandu, municipios de
Paraiba do Sul, Pirai e Trés Rios, na zona fisiogrifica de Resende,
municipio de Silva Jardim, na zona fisiogrifica do Rio Sdo Jodo, -
e municipio de Areal, na regido fisiografica do Alto da Serra.

Todos os bovinos utilizados neste levantamento eram meio sangue
de raca holandés, tanto da linhagem preto e branco, como da vermelho
e branco, mantidos em regime semi-extensivo. De dia pastavam em
piquetes, onde existiam passagens de 4gua corrente, e i noite perma-
neciam presos recebendo, no cocho, capim e cana picada, ragio balan-
ceada e sais minerais como suplemento alimentar.

RESULTADOS

Infeccao dos hospedeiros invertebrados

Em estufa a 25-27°C, o periodo de incubagdo dos ovos de
F. hepatica foi de 11 a 13 dias. Os miracidios eclodiam imedia-
tamente apés a exposicdo 4 fonte luminosa e mostraram-se
muito ativos, com fototropismo positivo durante as duas
horas de contato com os moluscos.

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

As outras 80 L. cubensis de cada grupo, que foram acom-
panhadas periodicamente até o 359 dia de infec¢do, revela-
ram capacidade de sobrevivéncia ainfeccdo com 3-5 mira-
cidios de F. hepatica, sendo também crescente o ndimero
médio de metacercdrias produzidas por molusco (Quadro 3).
E importante frisar que o tempo miximo observado para
enquistamento de qualquer cercdria apés abandonar o hospe-
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Quadro 2. Resultados da dissecagdo de 20 moluscos por grupo de L. cubensis, 14 dias
apés infeccdo experimental

1° grupo (1-3 mira- 2° grupo (3-5 mira- 3° rupo (5-10 mira-
] 8

N® de cfdios/molusco) cidios/molusco) cidios/molusco)
ordem  Resul- N° de, Resul- N de Resul- N® de
tado(®) rédias tado(2) rédias tado(2) rédias
1 N - N - P 7
2 N - P 1 P 9
3 N -~ N 0 P 4
4 N - P 3 P 6
5 P 3 P 3 P 3
6 N - P 5 N -
7 N - P 5 P 3
8 P 1 P 5 P 4
9 P 1 N - P 9
10 P 1 P 1 P 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 -
16 N — P 4 P 6
17 P 1 N - P 7
18 N - N - N -
19 N - N - N
20 N P 1 P
NO
totais. 8 11 13 39 16 81
P % 40 - 65 - 80 -

@ N= negativo, P = positivo.

deiro invertebrado foi de 15 minutos, e que todos os molus-
cos morreram apds a emergéncia das cercdrias.

O periodo de evolu¢do de F. hepatica em L. cubensis,
i temperatura ambiente de laboratério entre 27 a 29°C,
foi de 35 a 36 dias (Quadro 9).

Infecgdo dos hospedeiros vertebrados

A determinagdo do periodo pré-patente de seis diferentes
espécies de mamiferos sensiveis a F. hepatica, em infecc¢des
experimentais, evidenciou que o maior e o menor periodo

de pré-paténcia couberam a bovinos e camundongos, respecti-
vamente. A comparagdo dos mimeros de helmintos adultos
oriundos das metacercirias ingeridas pelos diferentes recepto-
res revelou que foram os coelhos que apresentaram os maiores
nimeros de parasitos (Quadro 4).

Criagdo de moluscos em laboratorio

Pela necessidade de criar sucessivas geragdes de L. cubensis,
que seriam utilizadas em infecgGes expe}imentais de animais
de campo e de laboratério na tentativa de se fechar o ciclo
evolutivo de F. hepatica, tendo L. cubensis como hospedeiro
intermedidrio, foram observados aspectos da biologia do
molusco, utilizando-se a técnica de Taylor e Mozley (1948),
modificada.

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

Duas placas de Petri foram preparadas com papel umedeci-
do com dgua destilada, sendo colocadas 10 posturas em cada
uma delas. A primeira placa foi incubada em estufa a 25-27°C,
enquanto a segunda permaneceu em temperatura ambiente.
Diferenca significante foi observada no resultado, com o fndice
de eclodibilidade proximo de 100% (Quadro 5). Foi, ainda,
acompanhado o desenvolvimento de 26 moluscos desde a eclo-
sdo até o 319 dia de vida, em viveiro com 40 x 25 x 8 cm,
cujos resultados sao mostrados no Quadro 6.

Testes de resisténcia a dessecagdo foram realizados, prepa-
rando-se quatro viveiros nos quais foram colocados: no 19,
somente posturas de moluscos com mais de 60 dias de idade;
no 29, moluscos com um dia de vida; no 39, moluscos com
30 dias de vida, e no 49, moluscos com 60 a 90 dias de idade.
Em seguida, retirouse toda a dgua, mantendo-se a alimenta-
¢d0 em todos os viveiros que assim permaneceram por 40 dias,

Quadro 3. Resultados da infec¢do individual de trés grupos de L. cubensis, com 80 exemplares cada grupo,

com miractdios de F. hepatica

1° grupo 29 grupo 39 grupo
(1-3 mira- (35 mira- (5—10 mi-
Aspectos observados cfdio/mo- cidio/mo- racidio/
lusco) lusco) molusco)
Mortalidade (%) 63,7 71,2 100
Moluscos infectados sobreviventes
Total 29 23 0
Nimero de positivos 11 12 -
Percentagem 37,9 52,1 -
Nidmero de metacercarias
35 a 36 dias apds infeccdo 862 1299 -
Némero médio de metacerciria
por molusco 78,4 108,3 -
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Quadro 4. Resultados do teste para determinagdo do perfodo pré-patente
nos diferentes hospedeiros vertebrados

Animais utilizados
Pré-paténcia

Ntimero de metacercd-
rias administradas

Espécie Niimero (dias) por 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 S 33 a 34 5 a 10
Camundongo 10 1 a 3

32 a 35

@ Necropsiado com 56 dias de infectado.

Quadro 5. Resultados do teste de incubagdo e eclodibilidade de ovos de L. cubensis
em estufa e ao ambiente

Incubagdo em

Incubagio ao

Condi¢Ges experimentais estufa a ambiente a
e aspectos observados 25-27°C 27-29°C
Nimero de posturas 10 10
Nimero de ovos contados 80 96
Perfodo de incubagdo (dias) 9-11 9-13
Nimero de filhotes 80 94
Eclodibilidade (%) 100 97,9
tempo suficiente para desseca¢do total do meio criatério. Fin-
do o perfodo, umidificaram-se totalmente os viveiros e coloca- DISCUSSAO E CONCLUSOES

ram-se folhas cozidas de Hibiscus sp.; os resultados s3o apre-
sentados no Quadro 7. Também foram realizados testes de
sensibilidade de L. cubensis a F. hepatica. Para isto, moluscos
com 60 dias de idade foram expostos coletivamente a grande
quantidade de miracidios recém-eclodidos. Com exce¢do de
um molusco que ndo se infectou e de oito outros que morre.
ram antes de 14 dias de infectados, todos os demais revelaram-
se portadores de formas evolutivas do trematédeo, calculan-
do-se um percentual de infectividade de 98,9%, com média de
18,8 rédias/molusco no 149 dia.

Prevaléncia

Os 695 animais examinados para determinacgdo de prevalén-
cia de fasciolose bovina eram fémeas adultas e somente dois
deles eram machos. Os resultados obtidos dos exames de 10%
do plantel de cada fazenda escolhida ao acaso dentre as que
dispunham de acesso por via rodovidria, revelaram que somen-
te no municipio de Trés Rios se encontraram bovinos parasi-
tados, e a prevaléncia foi de 35,8% nos 475 animais estudados
neste municipio.

Infeccdo dos hospedeiros invertebrados

O perifodo de incubag¢do dos ovos de F. hepatica observado
em estufa a 25-27°C est4 de acordo com os resultados apresen-
tados por outros autores nas Américas (Quadro 8).

E bastante evidente que hd uma influéncia direta da tempe-
ratura sobre o tempo necessdrio para a formagdo e eclosdo do
miracidio. Sobre este aspecto, Gajardo et al. (1950) divulga-
ram ser de 25 a 30°C a temperatura ideal de desenvolvimento
dos miracidios, situando-se entre 10 a 37°C a faixa de tempe-
ratura em que pode ocorrer desenvolvimento embriondrio nos
ovos. Para este intervalo de temperatura o perfodo de incuba-
¢do variou entre 9 e 45 dias.

Parecem discrepantes os resultados de Bacigalupo (1942)
que, incubando ovos de F. hepatica & temperatura de 20 a
25°C, préxima a faixa ideal, verificou um perfodo de incuba-

‘¢do de 15 a 25 dias. A discorddncia fica mais evidente quando

se comparam estes resultados com as observacdes de Rey
(1957) .que, utilizando quase a mesma faixa de temperatura
(22 a 25°C), constatou perfodo de incubacdo de 9 a 15 dias,
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Quadro 6. Resultados do teste de postura e viabilidade dos ovos de L. cubensis a partir de 26 moluscos
: recém-eclodidos

Inicio da

Niimero de Nimero de Nimero de Total de
postura posturas ovos fér- ovos infér- ovos por
(dias) teis teis dia
l1a17 0 - - -
18 3 0 6 6
19 3 0 6 6
20 7 9 7 16
21 10 14 13 28
22 10 47 4 51
23 S 14 0 14
24 11 441 7 51
25 4 15 1 16
26 5 17 7 24
27 9 24 12 36
28 10 1 36 37
29 4 10 17 27°
30 4 12 6 18
31 6 20 .4 24
Totais 91 227 127 -

Quadro 7. Resultado do teste de resisténcia a dessecagdo de L. cubensis

Sobreviventes
Nimero de Idade Duragido da
moluscos’ (dias) prova (dias) Numero Percentagem
200 ‘ 1 40 120 60
213 30 40 37 14
200 60-90 40 0
Posturas 1-6 40

concordantes com a maioria dos trabalhos.

A infec¢@o experimental de trés grupos de 80 moluscos com
1a3,3a5e5 al0 miracidios evidenciou que apenas o pri-
meiro ¢ o segundo grupos resistiram a infec¢do. Dos infectados
com 1 a 3 e 3 a 5 miracidios, houve uma emergéncia de cercd-
rias com 35 a 36 dias, e o nimero médio de metacercdrias foi
de 78,4 a 108,3, respectivamente. S3o poucos os trabalhos na
América do Sul que comentam a capacidade de resisténcia do
hospedeiro intermedidrio, infectado. com um nimero conhe-
cido de miracidios.

Os resultados obtidos com L. cubensis, no Estado do Rio
de Janeiro, podem ser melhor comparados com os dados de
outros autores no Quadro 9. '
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E interessante notar que determinados resultados agora
apresentados, de possivel utilizagdo em estudos epidemiold-
gicos, até agora nao houvessem sido descritos; eles se consti-
tuem, portanto, nas primeiras observagdes para esta espécie
de hospedeiro intermedidrio de F. hepatica. Pode-se estabe-
lecer comparagdo quanto a sobrevivéncia dos moluscos a
infeccdo do miracidio de F. hepatica com os resultados de
Leon-Dancel (1970) e de Gomes et al. (1974). Como estes
autores trabalharam com L. columella, o confronto dos resul-
tados serve para a comparagao das duas espécies de moluscos
jd descritas por Rezende et al. (1973) como hospedeiras inter-
medidrias de F. hepatica no Estado do Rio de Janeiro.

De acordo com os trabalhos de Leon-Dancel (1970),
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Quadro 8. Relagio entre periodo de incubagdo e temperatura para ovos de F. hepatica apresentada por
diversos autores em diferentes paises

Faixa de Perfodo de incu-
Autor - Ano Pais tempe- bacido (dias)
tura (°C)
Bacigalupo 1938 Argentina 10-12 18-25
Bacigalupo 1942 Argentina 22-24 25
2025 15-20
Tagle 1943 Chile 23-27 11
24-26 13
Ramires Villamediana 1949 Venezuela 26 IR
& Vergani
Gajardo et al, 1950 Chile 10-37 9-45
Rey 1957 Brasil 11-18 20—-40
Leon:Dancel 1970 Porto Rico 26-28 10-13
Ueno et al. 1973 Republica Dominicana 21-32 9
Gomes et al. 1974 Brasil 27-29 9-12
Presente trabalho Brasil 25-27 11-13

94% de L. columella sobrevivem a infec¢do individual de
4 a 6 miracidios/molusco e 93% resistem a infecgBes cole-
tivas de até 16 miracidios/molusco. Para Gomes et al. (1974),
84% foram, os indices de sobrevivéncia de L. columella em
infecgdes individuais de 2 a 5 e 5 a 8 miracfdios/molusco,
e nenhum sobrevivente foi encontrado em infec¢des indivi-
duais ou coletivas com oito ou mais miracidios/molusco.
E como 37,9% foi o percentual de sobrevivéncia de L. cubensis
a infecgdes com 1 a 3 miracidios/molusco, sendo que infec-
¢des com mais de cinco miracidios/molusco ndo deixaram
sobreviventes, fica evidenciado que L. cubensis é mais sensivel
que L. columella ao desenvolvimento de formas evolutivas
de F. hepatica. )

Como 52,1% foi o maior indice de sobrevivéncia consegui-
do com L. cubensis infectadas por F. hepatica com produgdo
de 108,3 metacercdrias/molusco, e para L. columella a menor
taxa de sobrevivéncia encontrada por Gomes et al. (1974) foi
de 84%, para infecgdo com 2 a 5 miracidios/molusco, e a
menor média de metacercdrias/molusco foi a de 2980 citada
por Leon-Dancel (1970) para infecgdes com 4 a 6 miracidios/
molusco, pode-se sugerir que F. hepatica esteja mais adaptada
a L. columelia.

As diferengas observadas quanto ao tempo necessdrio para
emergéncia das cercdrias em L. columella (Quadro 9) sio
possiveis de explicagdo com base na temperatura em que
permaneceram os moluscos infectados. Entretanto, as obser-
vagOes de L. cubensis mostraram que este periodo é bem mais
curto, mesmo considerando o maior niimero de dias jd refe-
ridos em literatura (Ramires Villamediana & Vergani 1949),

" que € de 41 dias 4 temperatura de 26°C.

<

Ainda é importante salientar que as poucas observagdes
feitas com L. viatrix foram com infecgdes coletivas, com mui-

tos miracidios, verificando-se periodo de emergéncia de
cercdrias varidvel de 37 a 80 dias.

Em relagdo ao tempo necessdrio para o enquistamento
de cercdrias de F. hepatica, parece n3ao haver influéncia do
hospedeiro intermedidrio. Bacigalupo (1942) trabalhou com
L. viatrix, verificando que o enquistamento se deu entre 15 a
20 minutos. O mesmo perfodo foi apresentado por Leon-
Dancel (1970) utilizando L. columella, e nesta mesma espécie
Gomes et al. (1974) referiram ser de 20 a 25 minutos o tempo
de enquistamento. Ramires Villamediana e Vergani (1949),
trabalhando com L. cubensis, indicaram 20 minutos como o
tempo gasto para enquistamento das cercdrias. Para esta
mesma espécie observou-se, no Estado do Rio de Janeiro,
um perfodo de 15 minutos. Ramires Villamediana e Vergani
(1949) citaram ser de 8 a 10 o nimero de rédias encontradas
por dissecagdo em cada L. cubensis, porém, estes autores traba-
lharam com infec¢do experimental coletiva. No presente tra-
balho, com nimero conhecido de miracidios por molusco,
observou-se que de 1 a 3 miracidios/molusco foram produzi-
das 1-a 3 rédias por L. cubensis; de 3 a 5 miracidios/molusco,
foram produzidas 1 a 5 rédias/molusco, e de 5 a 10 mira-
cidios/molusco, produziram-se 1 a 9 rédias/molusco (Qua-
dro 2). Confrontando-se estes resultados, e considerando a
afirmagdo de Ramires Villamediana e Vergani (1949) de que
aproximadamente 50% dos moluscos morreram em conse-
qiiéncia da infec¢@o coletiva a que foram submetidos, € pos-
sivel dizer que a quantidade mdxima de miracidios capaz
de infectar e de desenvolver-se em L. cubensis sem morte
do molusco € de 3 a 5 miracidios/hospedeiro. Infecgdes com
5 a 10 miracidios/molusco podem formar de 1 a 9 rédias,
porém ndo chegam a emergir cercdrias em conseqiiéncia da
morte prematura do molusco.

Pesq. Vet. Bras. 3(1):1-10. 1983
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Quadro 9. Resultados obtidos por diversos autores em infec¢do de hospedeiro intermedidrio de F. hepatica com diferentes quantidades de miractdios
em alguns paises da América do Sul e Central

o Moluscos sobre- Emergénciade - N° médio
Referéncia Molusco Método de N.” de miraci- viventes cercarias (dias)  de metacer-
Infecgdo dios/molusco —_— cérias
Autor Ano  Pais Espécie N° Total Positivo
No %
Leon-Dancel 1970 Porto L. columella 100 Individual 24 80 70 87,0 57-60 312
Rico 100 Individual 4-6 59 56 94,0 57-60 292
100 Individual 6-10 0o - - - _
100 Coletivo 10 90 65 72,0 — -
100 Coletivo 16 66 63 93,0 - -
Ueno et al. 1973  Republica L. cubensis muitos  Individual 3-5 - - - 34-37 -
Dominicana muitos  Individual 10-15 - — - 34-37 -
Gomes et al, 1974 Brasil L. columella 100 Individual 2-5 85 72 84,0 44-58 325
100 Individual 5-8 69 60 86,0 44-58 303
100 Individual 8-12 9 0 0 - -
100 Coletivo 12 0 - — - -
100 Coletivo 16 0 - - - -
Presente Brasil L. cubensis 80 Individual 1-3 29 11 37,9 35-36 78,4
trabalho 80 Individual 3-5 23 12 52,1 35-36 108,3
) 80 Individual 5-10 0 — — - -

Infecgdo dos hospedeiros vertebrados

As observagdes sobre o perfodo pré-patente de F. hepatica
em diferentes espécies de mamiferos foram conseguidas no
decorrer do estudo do ciclo evolutivo, tendo L. cubensis
como hospedeiro intermedidrio.

O nimero de dias necessdrio para o encontro de ovos de
F. hepatica nas fezes dos mamiferos infectados experimen-
talmente variou muito de espécie para espécie.

Como todos estes hospedeiros vertebrados foram manti-
dos nas mesmas condi¢cGes ambientes em que vinham sendo
criados, as variagGes de pré-paténcia inerentes a cada espécie
ndo devem ter sido modificadas por fatores extrinsecos.

Comparando o perfodo pré-patente observado nas infec¢des
experimentais com metacercdrias oriundas de L. cubensis
(Quadro 4) com os dados encontrados em literatura para
os diferentes hospedeiros intermedidrios (Quadro 10), obser-
va-se uma quase identidade de resultados. As pequenas dife-
rengas que aparecem nao podem ser explicadas com seguranga
sem que novos experimentos sejam conduzidos com cada
espécie de hospedeiro vertebrado.

Fica bem destacado, entretanto, que os perfodos pré-
patentes apresentados por Bacigalupo (1937) para cobaios
estd fora do consenso geral. A infecgdo de 5 cobaios com
25 a 130 metacercdrias de F. hepatica realizada por Hoffman
(1930) matou todos os receptores entre 23 e 33 dias de
infectados e com marcada degeneragio hepdtica. Os ensaios
biologicos de Ueno et al. (1975), infectando cobaios com
metacercdrias coletadas na natureza, permitiram a obtenc¢io
de formas jovens de F. hepatica destes animais, necropsiados
a0 259 dia da infec¢o. A demonstragdo experimental de libe-
ragio de. formas imaturas migratérias de F. hepatica em
cobaios que ingeriram “quistos maduros e imidos” de F, hepa-
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tica, realizada por Lutz (1921), causou a morte destes cobaios
com peritonite sero-hemorrdgica. Os trabalhos experimentais
de Bacigalupo (1932, 1937) com infec¢do de cobaios, sem
encontro de ovos de F. hepatica nas fezes destes mamiferos
que morreram entre 27 e 45 dias, todos com intensas lesdes
hepdticas e um nimero varidvel de formas jovens do trema-
tédeo, justificam bem a divida anteriormente exposta.

Na presente pesquisa conseguiu-se coletar, do frgado de -
cobaios infectados experimentalmente, helmintos adultos
-com ovos no ttero. Nos 56 dias de observa¢do, com exames
de fezes de 12 em 12 horas, nio se constatou a presenga de
ovos de F. hepatica nas fezes dos hospedeiros. Em vista deste
resultado, € possivel que a pré-paténcia de 90 a 97 dias refe-
rida por Bacigalupo (1938, 1942) nio corresponda exata-
mente ao inicio da produgdo de ovos pelo trematédeo nos
cobaios.

Com relagdo 4 maior ou menor receptividade de cada
espécie trabalhada a F. hepatica sio necessdrios estudos com-
plementares nas Américas do Sul e Central.

Criacao de moluscos em laboratorio

Nas condi¢Ges laboratoriais, com temperatura ambiente
de 27 a 29°C, a média do mimero de ovos (8,7) e o tamanho
da postura (3 a 6 mm de didmetro) de L. cubensis nao coin-
cidiu totalmente com os dados (3 a 5 mm) apresentados por
Vergani (1955), na Venezuela. Embora a espécie de molus-
co tenha sido a mesma e ambas as criagOes tenham sido efetua-
das em condigOes -ambientes, ndo hd concordincia entre a
faixa de variagdo e entre as médias do mimero de ovos por
postura.

A média (15 ovos) citada por Vergani (1955) é quase o
dobro da observada aqui (8,7). Entretanto, as posturas, que
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Quadro 10. Resultados obtidos por diversos autores para o perfodo pré-patente de F. hepatica em diferentes mamiferos

Hospedeiro vertebrado Pré-paténcia Hospedeiro
(dias) Agytor, ano Localidade intermedidrio
Nome cientifico Nome vulgar
Bos taurus Vaca 71 Presente trabalho Brasil L. cubensis
Orytolagus Coclho 5465 Bacigalupo, 1942 Argentina L. viatrix
cuniculi 54-56 Tagle, 1943 Chile L. viatrix
65 Presente trabalho Brasil L. cubensis
Cavia Cobaio 97 Bacigalupo, 1942 Argentina L. viatrix
porcellus
Rattus Rato 51 Leon-Dancel, 1970  Porto Rico L. columella
norvegicus 41-44 Presente trabalho Brasil L. cubensis
Mesocricetus Hamster 33-34 Presente trabalho Brasil L. cubensis
auratus
Mus musculus Camundongo 31 Leon-Dancel, 1970  Porto Rico L. columella
33 Gomes et al., 1974  Brasil L. columella
32-35 Presente trabalho Brasil L. cubensis

tendem a ter forma ovéide, sio de tamanhos idénticos. Embo-
ra se tenha conhecimento de que o tamanho das posturas e
o mimero de ovos sio geneticamente determinados, outros
fatores interferem nas posturas, e como Vergani (1955) ndo
referiu a temperatura nem a idade dos moluscos, fica dificil
explicar as diferengas 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 diferengas tanto na forma como
no tamanho da massa ovigera. Segundo estes autores, L. colu-
mella 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. columella
tem maidr prolificidade que L. cubensis, sendo iguais os indi-
ces de eclodibilidade, ¢ que os periodos de incubagdo sdo
muito semelhantes e influenciados da mesma forma pela
temperatura.

A temperatura constante da estufa parece ter sido fator
responsdvel pelo menor espago de tempo para eclosio dos
moluscos (Quadro 4).

Os 18 dias necessdrios para a maturidade de L. cubensis,
caracterizada pelo inicio da postura, embora os ovos s6 sejam
férteis a partir do 209 dia, ndo concorda com os resultados
obtidos por Gretillat (1967) em Martinica (34 dias) e por
Vergani (1955) na Venezuela (20 a 25 dias).

Para L. columella (Gomes et al. 1974), a maturidade sexual
¢ alcangada entre 19 a 24 dias, coincidindo com os resultados
obtidos com L. cubensis também no Estado do Rio de Janeiro,

enquanto que Leon-Dancel (1970) observou ser de 21 a 23
dias, em Porto Rico. E vilido ressaltar que L. cubensis iniciou
a postura de ovos férteis no terceiro dia do infcio da postura
(Quadro 5).

S3o poucas as referéncias encontradas, na América do Sul,
sobre testes de resisténcia de moluscos e dessecagdo. Vergani
(1955) expds ovos e moluscos de tamanhos diferentes a desse-
cagdo, observando que alguns espécimes de L. cubensis foram
capazes de sobreviver por 235 dias, ao passo que os ovos foram
incapazes de resistir por mais de dois dias.

E importante que se destaque a correspondéncia entre os re-
sultados de Vergani (1955) e os agora observados. Para os au-
tores ficou explicito que ovos e adultos de L. cubensis com
mais de 60 dias de idade ndo resistiram 40 dias de dessecagdo.
Os 60% de moluscos de um dia de idade e os 14% com 30 dias
de idade que sobreviveram ao teste, possivelmente, correspon-
dem aos que Vergani (1955) reportou terem resistido por 235
dias. E bem provével que a reunido destes resultados esteja in-
dicando serem os jovens de L. cubensis capazes de sobreviver
em ambiente ressecado por mais ou menos 8 meses. Trabalhos
posteriores poderdo validar ou ndo esta hipétese. Também
LeonDancel (1970) e Gomes et al. (1974) divulgaram que s3o
os jovens de L. columella as tinicas formas capazes de resistir a
mais de 30 dias de dessecag@o. Entretanto, ndo se conhece ain-
da a capacidade mdxima de sobrevivéncia desta espécie, bem
como o percentual de individuos, por faixa etdria, que conti-
nuam o desenvolvimento mesmo em ambiente ressecado.
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Como se observou, L. cubensis é mais sensivel a infecgdo
por F. hepatica, porém o tempo para a emergéncia de cercdrias
¢ muito curto. E espécie bastante exigente quanto as condigdes
ambientais (dguas frias e limpidas) e, por isso, de distribuigdo
geogrdfica restrita no Estado do Rio. Poroutro lado, L. colu-
mella, em que o tremat6deo evolui em mais tempo até a emer-
géncia de cercdrias, apresenta elevado indice de sobrevivéncia
4as infecgBes por este helminto, tem larga distribui¢do geografi-
ca, é pouco exigente quanto as condi¢hes ambientais, consti-
tuindo-se, por estas razdes, no hospedeiro intermedidrio mais
importante de F. hepatica no Estado do Rio de Janeiro.

Em relagdo aos indices de fasciolose bovina a campo no
Brasil, nota-se uma grande deficiéncia de publica¢Ges, dificul-
tando o conhecimento real da situagdo desta parasitose.

A observagdo de 35,8% de animais doentes entre 475 vacas
leiteiras examinadas vivas, no foco estudado no municipio de
Trés Rios, 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, ¢ necessdrio
que se diferencie dos achados de Franga (1969), que encon-
trou 10,1% entre 941 bovinos do Vale do Paraiba abatidos no
Matadouro Municipal de Taubaté, Estado de Sdo Paulo, e de
Rey (1957) que encontrou 2,24% em 714.545 bovinos abati-
dos no Estado do Rio Grande do Sul.
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