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NOTA INTRODUTORIA

O presente estudo insere-se no contexto do Projecto de Investigacado “Epidemiologia
e Controlo da Leptospirose nos Acgores”, U.S.A. Scientific Cooperative Agreement No. 58-
4001-3-F185. Realizado entre os anos de 2004 e 2007, este projecto abordou a
problematica da leptospirose nas duas ilhas mais povoadas do Arquipélago dos Agores (Sao
Miguel e Terceira) e teve como objectivo primordial a identificacdo dos principais factores de
risco de transmissdo ao homem do agente etioldgico da leptospirose, as bactérias da familia
Leptospiraceae. O projecto abrangeu trés grandes areas de investigacao: epidemiologia
humana, ecologia dos principais reservatérios (roedores) e diagndstico laboratorial. No
referente ao estudo dos reservatérios foram estudadas a distribuicdo, abundancia e
demografia dos roedores, a escala local (Estudo Vertical) e insular (Estudo Horizontal).
Realizado entre Novembro de 2005 e Margo de 2006, o Estudo Vertical na ilha de Sao
Miguel teve como objectivos identificar e caracterizar alguns parametros populacionais
(abundancia, estrutura populacional e reprodugao) e taxas de infecgdo por Leptospira sp.
dos reservatérios silvaticos. Todos os exemplares de rato-caseiro (Mus musculus)
analisados no presente estudo provieram das capturas efectuadas no ambito do Estudo

Vertical.
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REsumo

E bem conhecida a importancia dos pequenos mamiferos como hospedeiros
reservatorios ideais de um elevado numero de macro e microparasitas, nomeadamente de
helmintas zoonéticos. Contudo, o conhecimento acerca da diversidade de espécies
helmintas em ambiente insular ainda € escasso, particularmente nos Acgores. Este estudo
pretendeu: i) identificar as espécies que compdem a helmintofauna de Mus musculus na ilha
de Sao Miguel (Agores), principalmente as de cariz zoondtico, ii) analisar os principais
factores indutores da sua diversidade (sexo, idade, estacdo do ano e habitat) e iii) investigar
a possivel associacdo deste tipo de macroparasitismo com o0 microparasitismo
protagonizado pela bactéria Leptospira sp. Entre Novembro de 2005 e Margo de 2006 foram
capturados 92 M. musculus em trés habitats dominantes de Sao Miguel (floresta, pastagem
e ambiente peri-urbano). Os animais foram necropsiados e os seus 0Orgéos (intestino,
estdmago, figado, pulmdes e coragdo) manipulados com vista a detec¢cdo de helmintas. Os
especimenes recolhidos foram identificados a nivel especifico mediante técnicas
helmintologicas correntes. Todos os hospedeiros analisados encontravam-se parasitados
por pelo menos uma espécie helminta. No decurso deste estudo foram identificados 3
céstodes (Cysticercus fasciolaris, Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana) e 9
nematodes (Aonchotheca annulosa, Calodium hepaticum, Eucoleus gastricus, Gongylonema
neoplasticum, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Nippostrongylus brasiliensis,
Syphacia obvelata e Trichuris muris). Cinco destas espécies foram pela primeira vez
detectadas em M. musculus de Sao Miguel. Tal como era expectavel, os hospedeiros do
sexo masculino, e os adultos, apresentaram valores de prevaléncia e de intensidade de
infeccao superiores aos do sexo feminino e aos juvenis. Nao se registaram diferencas
significativas nem entre estacbes do ano, nem entre habitats. A associagdo entre os dois
tipos de parasitismo considerados (helmintas e Leptospira sp.) ndo foi confirmada. A
potencial transmissao de helmintas zoonéticos (hnomeadamente H. diminuta, R. nana e C.
hepaticum) aos habitantes insulares deve ser encarada como um sério problema de saude

publica.

Palavras-chave: Helmintas, Roedores, Leptospira, llhas, Saude Publica.






ABSTRACT

The role of small mammals as primary reservoir hosts for a large number of macro
and microparasites, including zoonotic helminths, is well known. However, the diversity of
helminth species in insular environments is still scarce, particularly in the Azores islands.
This study sought to: i) identify the species that compose the helminthfauna of Mus musculus
of Sdo Miguel island (Azores), especially those of zoonotic nature, ii) analyse the major
factors underlying the diversity (gender, age, season and habitat) and iii) to investigate the
possible association of this type of macroparasitism with microparasitism played by the
bacterium Leptospira sp. Between November 2005 and March 2006, 92 M. musculus hosts
were captured in three dominant habitats of Sao Miguel (forest, pastureland, periurban
environment). The animals were necropsied and their organs (intestines, stomach, liver,
lungs and heart) prepared for helminth detection. The specimens collected were identified at
the species level by helminthological current techniques. All hosts analyzed were parasitized
by at least one helminth species. Three cestodes (Cysticercus fasciolaris, Hymenolepis
diminuta and Rodentolepis nana) and nine nematodes (Aonchotheca annulosa, Eucoleus
gastricus, Calodium hepaticum, Gongylonema neoplasticum, Heterakis spumosa,
Mastophorus muris, Nippostrongylus brasiliensis, Syphacia obvelata and Trichuris muris)
have been identified in the course of this study and five of these species were detected for
the first time in M. musculus from Sao Miguel. As expected, males and adults presented
higher prevalence and intensity values than females and the juveniles. No significant
differences were observed among seasons or habitats. The association between the two
types of parasitism considered (helminths and Leptospira sp.) has not been confirmed. The
potential transmission of zoonotic helminths (including H. diminuta, R. nana and C.

hepaticum) to island inhabitants should be seen as a serious public health problem.

Keywords: Helminths, Rodents, Leptospira, Islands, Public Health.

vii






iNDICE GERAL

NOTA INTRODUTORIA
AGRADECIMENTOS
RESUMO

ABSTRACT

INDICE GERAL
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE QUADROS
INDICE DE TABELAS

CAPITULO 1. INTRODUGAO
1.1. Enquadramento e justificagdo do estudo

1.2. Helmintofauna de Mus musculus
1.2.1. A nivel mundial
1.2.2. A nivel ibérico
1.2.3. Nos Acores

1.3. Objectivos do estudo

CAPITULO 2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biolégico e area de estudo
2.1.1. Mus musculus (Linnaeus, 1758)
2.1.2. Caracterizacao da ilha de Sao Miguel
2.1.3. Habitats em estudo

2.1.3.1. Pastagem
2.1.3.2. Floresta
2.1.3.3. Peri-urbana

2.2. Captura e observacao dos hospedeiros
2.2.1. Estratégia de amostragem
2.2.2. Captura dos hospedeiros
2.2.3. Registo de parametros climaticos
2.2.4. Processamento laboratorial dos hospedeiros

2.3. Técnicas helmintologicas
2.3.1. Extraccéo dos helmintas
2.3.2. Preparacao e identificacao dos helmintas
2.3.2.1. Preparacao dos céstodes
2.3.2.2. Preparagao dos nematodes
2.3.2.3. ldentificagao

2.4. Técnicas histoldgicas

2.5. Métodos de analise de dados
2.5.1. Conceitos ecoldgicos adoptados

iii
Vii
xiii

XVii
XiX

(o) e)N¢ e w

~

11
11
14
16
17
18
19

20
20
20
21
21

22
22
24
25
26
27

27

28
28

X



2.5.2. Classificacao das lesdes hepaticas causadas por C. hepaticum
2.5.3. Valor de importancia de Bush
2.5.4. Classificagao do estatuto na comunidade
2.5.5. indice de Simpson
2.5.6. Padréo de disperséao das espécies helmintas
2.5.7. Grau de dispersao das espécies helmintas
2.5.8. indice de Shannon
2.5.9. indice de equidade de Pielou
2.5.10. Andlise estatistica
2.5.10.1. Determinacao de associacoes interespecificas
2.5.10.2. Influéncia do sexo, da idade e da infeccao por Leptospira sp.
2.5.10.3. Influéncia na condicéo fisica do hospedeiro
2.5.10.4. Influéncia do habitat e da época de captura do hospedeiro

CAPITULO 3. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

3.1. Composicao da helmintofauna de Mus musculus em Sao Miguel
3.1.1. Composic¢ao qualitativa
Classe Cestoda
Cysticercus fasciolaris (Rudolphi, 1808), forma larvar de Taenia taeniaeformis
(Batsch, 1786) Wolffugel, 1911
Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) Blanchard, 1891
Rodentolepis nana (von Siebold, 1852) Spasskii, 1954
Filo Nematoda
Aonchotheca annulosa (Dujardin, 1845) Bain et Wertheim, 1980
Calodium hepaticum (Bancroft, 1893)
Eucoleus gastricus (Baylis, 1926)
Gongylonema neoplasticum (Fibiger et Ditlevsen, 1914)
Heterakis spumosa (Schneider, 1866)
Mastophorus muris (Gmelin, 1790)
Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914) Travassos et Darriba, 1929
Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) Seurat, 1916
Trichuris muris (Schrank, 1788) Hall, 1916
3.1.2. Composigao quantitativa

3.2. Abordagem ecoldgica da helmintofauna de Mus musculus em Sao Miguel

3.3. Factores indutores de variabilidade na helmintofauna de Mus musculus em Sao
Miguel

3.3.1. Influéncia do sexo do hospedeiro

3.3.2. Influéncia da idade do hospedeiro

3.3.3. Influéncia na condicao fisica do hospedeiro

3.3.4. Influéncia da época de captura

3.3.5. Influéncia do local de captura

3.4. Relagao entre macro e microparasitismo

CAPITULO 4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Composigao da helmintofauna de Mus musculus em Sao Miguel
4.1.1. Composicao qualitativa
4.1.2. Composi¢ao quantitativa

29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
33
34
34

35

37
37
39

41
45
49
55
57
59
69
71
75
79
83
87
91
95

96

98
98
100
102
103
106

109

115

117
117
118



4.2. Abordagem ecoldgica da helmintofauna de Mus musculus em Sao Miguel 119

4.3. Factores indutores de variabilidade na helmintofauna de Mus musculus em Sao

Miguel 122
4.3.1. Influéncia do sexo do hospedeiro 122
4.3.2. Influéncia da idade do hospedeiro 123
4.3.3. Influéncia na condicao fisica do hospedeiro 124
4.3.4. Influéncia da época de captura 125
4.3.5. Influéncia do local de captura 126

4.4. Relagcao entre macro e microparasitismo 127

4.5. Evolugao da helmintofauna de Mus musculus em Sao Miguel 129

4.6. Espécies helmintas com potencial zoonético 132
4.6.1. Classe Cestoda 133
4.6.2. Filo Nematoda 133
4.6.3. Medidas profilaticas 134

CAPITULO 5. CONCLUSOES 137
CAPITULO 6. BIBLIOGRAFIA 143
CAPITULO 7. ANEXOS 169
Anexo 1. Dados climaticos 171
Anexo 2. Preparagao de corantes, solugdes e reagentes 173

Anexo 3. Classificagdo das espécies helmintas 175

xi






iNDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 — Fotografia de M. musculus capturado na ilha de Sao Miguel.

Figura 2.2 — Mapa do arquipélago dos Acgores.
(fonte: http://www.travel-in-portugal.com/images/azores_map.gif)

Figura 2.3 — Locais de amostragem na ilha de Sao Miguel.

Figura 2.4 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat pastagem.
Figura 2.5 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat floresta.
Figura 2.6 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat peri-urbano.
Figura 2.7 — Armadilha Sherman utilizada para a captura de roedores.

Figura 2.8 — Fotomicrografia de especimenes extraidos do intestino delgado de um unico
hospedeiro M. musculus.

Figura 3.1 — Aspecto morfolégico geral da larva e da vesicula (V) na qual ocorre inclusa.
Figura 3.2 — Vesicula enquistada no figado.

Figura 3.3 — Escdlex mostrando as quatro ventosas (Vt) e o rostelo (R) armado com uma
dupla coroa de ganchos.

Figura 3.4 — Escdlex mostrando as ventosas (setas) e o rostelo desarmado (cabega de
seta) retraido numa cavidade interior.

Figura 3.5 — Porcdo do estrobilo formada por um conjunto de proglétides maduras,
apresentando os 6rgaos reprodutores corados (setas).

Figura 3.6 — Seccao de uma porc¢ao do estrobilo formada por um conjunto de proglétides
gravidas, em cujo interior ocorre o utero repleto de ovos.

Figura 3.7 — Ovo apresentando a coloracdo amarelada caracteristica e trés pares de
ganchos lanceolados (seta).

Figura 3.8 — Escélex mostrando as ventosas (setas) e o rostelo armado (cabeca de seta).

Figura 3.9 Pormenor do rostelo armado com uma coroa de cerca de 24 ganchos em
forma de “Y”.

Figura 3.10 — Porgédo do estrébilo formada por um conjunto de proglétides maduras,
apresentando os 6rgaos masculinos (seta) e femininos (cabeca de seta) corados.

Figura 3.11 — Conjunto de ovos resultante da ruptura de uma proglétide gravida, cada ovo
apresentando filamentos polares (setas) e trés pares de ganchos lanceolados (cabeca
de seta).

Figura 3.12 — Aspecto geral da porgao posterior e parte inicial da por¢ao anterior.

12

14

16

17

18

19

21

24

44

44

44

48

48

48

48

53

53

53

53

58

xiii



Figura 3.13 — Pormenor da extremidade anterior mostrando a abertura bucal (seta) sem
labios.

Figura 3.14 — Pormenor da jungéo esofago-intestinal (JEI).

Figura 3.15 — Pormenor da zona esofagica evidenciando a banda bacilar (BB) e os
esticocitos (setas).

Figura 3.16 — Porgao posterior mostrando a abertura anal (seta).
Figura 3.17 — Especimenes embebidos no parénquima hepatico.

Figura 3.18 — Figado com aspecto reticulado conferido por lesbes de coloracao
amarelada que se entrecruzam na superficie do parénquima hepatico.

Figura 3.19 — Porcdo média da fémea com Utero repleto de ovos.

Figura 3.20 — Conjunto de ovos evidenciando os caracteristicos opérculos nos polos
(setas), resultante da ruptura de tecido hepatico parasitado por fémeas gravidas.

Figura 3.21 — Conjunto de aglomerados multifocais de ovos no tecido hepatico.

Figura 3.22 — Pormenor de aglomerado de ovos.

Figura 3.23 — Grupos de ovos livres no tecido hepatico e cortes transversais de parasitas
adultos em processo de degeneracado, evidenciando alguma infiltragdo de células

inflamatdrias (setas) e focos de calcificagdo (cabecgas de seta).

Figura 3.24 — Fotomicrografia de E. gastricus, mostrando a por¢ao média da fémea com o
utero preenchido por uma fiada de ovos.

Figura 3.25 — Especimenes fixos na mucosa do intestino delgado.
Figura 3.26 — Porcado posterior (esquerda) e anterior (direita) do corpo da fémea,
apresentando bossas cuticulares ovalada (seta) especialmente proeminentes na zona

mais anterior.

Figura 3.27 — Zona caudal da por¢ao posterior do macho evidenciando as espiculas maior
(seta) e menor (cabeca de seta).

Figura 3.28 — Por¢do média da fémea com o utero (U) repleto de ovos em evidéncia.
Figura 3.29 — Porcao anterior mostrando o bolbo esofagico (seta).

Figura 3.30 — Por¢do meédia da fémea evidenciando os labios (L) associados a vulva e o
utero (U) repleto de ovos.

Figura 3.31 — Porgao posterior da fémea.

Figura 3.32 — Porgéo posterior do macho apresentando a complexa estrutura copulatéria
em vista lateral.

Figura 3.33 — Porcao anterior apresentando abertura bucal (seta) rodeada por dois labios
trilobados.

X1v

58

58

58

58

65

65

65

65

66

66

67

70

73

73

73

73

7

7

77

77

81



Figura 3.34 — Porgao posterior da fémea.
Figura 3.35 — Porcao posterior do macho com a espicula maior (seta) em evidéncia.

Figura 3.36 — Conjunto de ovos em estadio larvado (seta) ou embrionado (cabeca de
seta) resultante da ruptura dos tecidos de uma fémea gravida.

Figura 3.37 — Especimenes fixos na mucosa do intestino delgado.
Figura 3.38 — Aspecto morfolégico geral da fémea.

Figura 3.39 — Aspecto morfolégico geral do macho.

Figura 3.40 — Pormenor da porgao anterior.

Figura 3.41 — Pormenor da bolsa copulatéria do macho com a dupla espicula (seta) e os
raios (cabecas de seta) em evidéncia.

Figura 3.42 — Ovo elipsoidal.
Figura 3.43 — Aspecto morfolégico geral da fémea.

Figura 3.44 — Porcao anterior da fémea evidenciando o bolbo esofagico esférico (seta), a
vagina parcialmente projectada (cabeca de seta) e o utero (U) repleto de ovos.

Figura 3.45 — Pormenor da zona ventral em vista lateral do macho apresentando trés
dilatagbes cuticulares (setas) e pormenor da longa espicula (cabeca de seta) na
terminagao caudal.

Figura 3.46 — Aspecto morfolégico geral do macho.

Figura 3.47 — Conjunto de ovos em forma de banana resultante da ruptura dos tecidos de
uma fémea gravida.

Figura 3.48 — Aspecto geral da porgao posterior do macho, onde ocorre o intestino.
Figura 3.49 — Aspecto geral da porgao anterior, onde ocorre o eséfago.
Figura 3.50 — Pormenor da extremidade anterior mostrando a abertura bucal sem labios.

Figura 3.51 — Pormenor da zona esofagica evidenciando a banda bacilar (BB) e os
esticocitos (setas).

Figura 3.52 — Porgao posterior da fémea.

Figura 3.53 — Ovos caracteristicos em forma de barril com um opérculo em cada podlo
(setas).

Figura 3.54 — Espicula encontrada no término caudal do macho, protegida por uma
bainha protundente (B) externamente coberta por pequenos espinhos.

Figura 3.55 — Percentagens de hospedeiros com diferentes graus de parasitismo (N = 92).

81

81

85

85

85

85

85

85

89

89

89

89

89

93

93

93

93

93

93

94

96

XV






iNDICE DE QUADROS

Quadro 1.1 — Composicao da flora e fauna da area de pastagem em estudo, na ilha de

Sao Miguel.

17

Quadro 1.2 — Composicao da flora e fauna da area de floresta em estudo, na ilha de Séo

Miguel.

18

Quadro 1.3 — Composicéo da flora e fauna da area peri-urbana em estudo, na ilha de Séo

Miguel.

Quadro 3.1 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de T. taeniaeformis.

Quadro 3.2 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de H. diminuta.
Quadro 3.3 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de R. nana.
Quadro 3.4 — Espectro de hospedeiros de A. annulosa.

Quadro 3.5 — Espectro de hospedeiros de C. hepaticum.

Quadro 3.6 — Espectro de hospedeiros de E. gastricus.

Quadro 3.7 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de G. neoplasticum.

Quadro 3.8 — Espectro de hospedeiros de H. spumosa.

Quadro 3.9 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de M. muris.
Quadro 3.10 — Espectro de hospedeiros de N. brasiliensis.

Quadro 3.11 — Espectro de hospedeiros de S. obvelata.

Quadro 3.12 — Espectro de hospedeiros de T. muris.

19
42
46
50
57
61
69
72
76
80
84
88

91

xvii






INDICE DE TABELAS

Tabela 3.1 — Localizagdo anatémica em M. musculus, prevaléncia, intensidade média,
abundéancia média + desvio padrao (DP) e amplitude da intensidade de infeccédo da
helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel.

Tabela 3.2 — Valores de importancia de Bush e classificagdo consoante o estatuto na
comunidade das espécies helmintas de M. musculus em Sao Miguel.

Tabela 3.3 — Valores dos indices de dispersdao e de Green e do parametro k da
distribuicdo binomial negativa e classificacdo da distribuicdo das espécies helmintas de
M. musculus em Sao Miguel.

Tabela 3.4 — Pares de espécies helmintas co-ocorrentes de M. musculus em Sao Miguel,
e respectivos valores do coeficiente de correlagao por postos de Spearman (rs), do
teste do qui-quadrado (X°) e dos indices nao-probabilisticos de associacdo de Ochiai,
Dice e Jaccard (p = nivel de significancia).

Tabela 3.5 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em fungéo do sexo masculino.

Tabela 3.6 — Composicio qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em fungéo do sexo feminino.

Tabela 3.7 — Valores dos testes t-student () e do qui-quadrado (x?) para a analise da
influéncia do sexo do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia, respectivamente,
na comunidade helmintica de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel de significancia).

Tabela 3.8 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao da idade adulta.

Tabela 3.9 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao da idade juvenil.

Tabela 3.10 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (x?) para a andlise da
influéncia da idade do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia,
respectivamente, na comunidade helmintica de M. musculus em S&o Miguel (p = nivel
de significancia).

Tabela 3.11 — Valores médios * desvio padrdao (DP) para a condi¢do fisica de M.
musculus em Sao Miguel, de acordo com o seu grupo etario e sexo.

Tabela 3.12 — Valores do coeficiente de correlagao por postos de Spearman (rs) e do
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) para avaliar a relagdo entre a condicao fisica
de M. musculus em Sao Miguel (agrupados por sexo e/ou grupo etario) e a abundancia
e a prevaléncia de infeccdo dos componentes da sua comunidade helmintica (p = nivel
de significancia).

Tabela 3.13 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao da estacéo do ano (Outono).

95

96

97

97

99

99

100

101

101

102

102

103

104

Xix



Tabela 3.14 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao da estagao do ano (Inverno).

Tabela 3.15 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcéo da estacado do ano (Primavera).

Tabela 3.16 — Valores dos testes ANOVA (F) e do qui-quadrado (x?) para a andlise da
influéncia da época de captura do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia,
respectivamente, na comunidade helmintica de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel
de significancia).

Tabela 3.17 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcéo do habitat correspondente a floresta.

Tabela 3.18 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao do habitat correspondente a pastagem.

Tabela 3.19 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em
Sao Miguel em funcao do habitat correspondente a area peri-urbana.

Tabela 3.20 — Valores dos testes ANOVA (F) e do qui-quadrado (x?) para a andlise da
influéncia do habitat do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia,
respectivamente, na comunidade helmintica de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel
de significancia).

Tabela 3.21 — Prevaléncia de infecgao por Leptospira sp. em M. musculus de Sao Miguel,
de acordo com o seu grupo etéario e sexo.

Tabela 3.22 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus
adultos em Sao Miguel em funcao da positividade (+) para Leptospira sp.

Tabela 3.23 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus
adultos em Sao Miguel em funcéo da negatividade (-) para Leptospira sp.

Tabela 3.24 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (X°) para a intensidade
meédia e prevaléncia, respectivamente, para a analise da relacéo entre Leptospira sp. e
as espécies que constituem a comunidade helmintica de M. musculus adultos em Sao
Miguel (p = nivel de significancia).

Tabela 3.25 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus
juvenis em Sao Miguel em func¢ao da positividade (+) para Leptospira sp.

Tabela 3.26 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus
juvenis em Sao Miguel em fungao da negatividade (-) para Leptospira sp.

Tabela 3.27 — Valores dos testes t-student (t) e do qui-quadrado (x?) para a intensidade
meédia e prevaléncia, respectivamente, para a analise da relacéo entre Leptospira sp. e
as espécies que constituem a comunidade helmintica de M. musculus juvenis em Sao
Miguel (p = nivel de significancia).

Tabela 4.1 — Comparacao entre as prevaléncias e intensidades médias de infeccédo da

helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel detectadas por Casanova et al. (1996) e
pelo presente estudo.

XX

104

105

105

106

107

107

108

109

110

110

111

112

112

113

129



CAPIiTULO 1

INTRODUGAO






Introdugéo

1.1. ENQUADRAMENTO E JUSTIFICAGAO DO ESTUDO

E bem conhecida a importancia dos pequenos mamiferos silvestres, especialmente
dos roedores, como hospedeiros reservatorios definitivos ou intermediarios ideais de um
elevado numero de parasitas responsaveis por diversas doencas, tanto em animais
domésticos como no ser humano (OMS, 1987; Kataranovski et al., 2008; Singla et al., 2008).
Este facto associado a elevada capacidade prolifica dos roedores, bem como a sua co-
habitagdo com o homem em ambiente doméstico e peri-doméstico, faz com que estes
animais desempenhem um papel preponderante na manutencdo e dispersdo de agentes
infecciosos (Collares-Pereira et al., 1997, Khatoon et al., 2004). Dentro destes, os helmintas
adquirem um lugar de destaque que merece ser estudado. As infecgbes por helmintas
intestinais representam um problema de saude publica mundial. Por exemplo, Chan et al.
(1994) estimaram que 1 472 milhdes de pessoas no mundo estavam parasitadas por Ascaris
lumbricoides, 1 298 milhdes por ancilostomideos e 1 049 milhdes por Trichiuris trichiuria. A
sintomatologia é bastante variavel, mas a infestacdo ao comprometer o estado nutricional,
afectar os processos cognitivos, induzir reac¢ées nos tecidos como granulomas e provocar
anorexia, diarreia ou obstrucdo intestinal, pode causar morbilidade e por vezes morte. Os
casos mais graves sdo normalmente mais frequentes em pacientes desnutridos e
imunodeprimidos (WHO, 1996).

Por outro lado, as ilhas do Arquipélago dos Acores, ao constituirem um ambiente
isolado, onde as caracteristicas atlanticas conduzem a condi¢des de precipitacao elevada e
temperatura média anual amena, a par das densidades elevadas de roedores, favorecem o
desenvolvimento e disseminacdo das espécies helmintas e permitem tirar partido da
existéncia de condi¢bes ambientais excepcionais para a sobrevivéncia dos seus ovos e
estados larvares no meio ambiente. Estas condi¢cbes tdo propicias ao desenvolvimento
destes parasitas fazem do arquipélago uma excelente regido para o estudo de eventuais
helmintas patogénicos para o ser humano. Sendo a maior ilha, tanto em area como em
termos de populagdo humana, onde a elevada densidade de roedores obriga as populacdes
humanas a viverem diariamente em contacto directo ou indirecto com estes animais,
potenciando assim o risco de transmissdo de doengas ao homem, Sdo Miguel é a ilha
acoriana onde um estudo helmintolégico desta natureza adquire maior relevancia.

Como parasitas, os helmintas sdo factores importantes na regulacao e evolug¢ao das
populagdes hospedeiras (Goater & Holmes, 1997 in Higgs & Nowell, 2000), nomeadamente
de roedores, pelo que a investigacao da interacgéo parasita/hospedeiro a nivel populacional
ou da comunidade € um aspecto claramente fundamental. Sabe-se, por exemplo, que a
abundancia de parasitas pode afectar a sobrevivéncia e a fitness dos animais infectados

(Scott & Gibbs, 1986; Caughley & Sinclair, 1994). Assim, além da importancia a nivel de
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saude publica, um maior conhecimento da biodiversidade helmintica adquire uma
importancia ecologica de relevo. Na verdade, o padrdao de diversidade de espécies
helmintas de hospedeiros em ambiente insular n&do estd devidamente estudado,
particularmente nos Agores onde os estudos helmintolégicos sdo escassos, apesar do
isolamento geografico facilitar a identificagdo dos factores envolvidos (Poulin & Morand,
1999). Desconhece-se, por exemplo a relagcdo entre os helmintas e a “sindrome insular’
(Nieberding et al., 2006; Loépez-Darias et al.,, 2008), e tem sido hipotetizado que a
diversidade de espécies helmintas de populacdes insulares € menor que a diversidade dos
seus congéneres continentais (Golly de Bellocq et al., 2003). Este estudo pretende assim
contribuir para colmatar esta lacuna no conhecimento, investigando a influéncia de diversos
parametros ambientais, como temperatura e humidade, e da biologia do hospedeiro, como
sexo, idade e condigao fisica, na estrutura da comunidade helmintica para uma melhor
compreensdo das relagdes entre as espeécies helmintas e os respectivos hospedeiros
roedores.

Para além destes factores, a ilha de Sdo Miguel fornece a oportunidade impar de
estudar a eventual associacido entre dois tipos de parasitismo nos roedores, o
helmintolégico e o bacterioldgico, protagonizado pela bactéria Leptospira sp., agente
etiolégico da leptospirose. A interacgdo entre parasitas € um campo que tem sido pouco
explorado, principalmente devido a elevada complexidade e dificii compreensdo das
interacgdes que os parasitas estabelecem entre si proprios e com o hospedeiro (Cox, 2001).
Estudos pioneiros realizados entre 1993 e 1996 e consolidados entre 2004 e 2007,
permitiram confirmar a importancia dos roedores na dispersdo zoonética de Leptospira sp.,
consequéncia de uma taxa de infeccéo superior a 50% para o conjunto das trés espécies de
roedores existentes nas ilhas e a 70% no referente ao rato-caseiro (Mus musculus)
(Collares-Pereira et al., 1997; 2000; 2007). Assim, o estudo da relagao entre os dois tipos de
parasitismo podera vir a contribuir para uma melhor compreensao da epidemiologia desta
bactéria nos Acores, que tem sido considerada um problema de saude publica de
importancia crescente na regiao, particularmente nas ilhas de Sao Miguel e Terceira, devido
aos casos humanos fatais de leptospirose que tém sido registados entre os habitantes
insulares (Collares-Pereira et al., 2000). Dados oficiais indicam 180 novos casos humanos
diagnosticados entre 1992 e 2003, 45% dos quais em Sao Miguel, e uma taxa de
mortalidade de 8,5% (Collares-Pereira et al., 2007). Registando uma incidéncia média anual
(1992-2003) de 11,1 casos por 100 000 habitantes, os Acores sédo actualmente a regiao de
Portugal com a maior taxa de incidéncia de leptospirose (Vieira et al., 2006).

Nos Acores apenas estao referenciadas trés espécies de roedores: M. musculus,
rato-preto (Rattus rattus) e ratazana (Rattus norvegicus). Todas sao reconhecidas por

provocarem impactos negativos na produgdo primaria, no ambiente e na saude publica e
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animal. No entanto, M. musculus destaca-se das restantes duas, em varios aspectos, tendo
sido por isso a espécie seleccionada para este estudo. Com uma distribuicdo mais
generalizada na ilha de Sao Miguel, M. musculus é também a espécie mais proxima do ser
humano e dos animais domésticos. De facto, € a mais abundante em ambientes peri-
urbanos e pastagens (Collares-Pereira et al., 2007). Deste modo, € o roedor que podera
acarretar maiores riscos para a saude humana. Por outro lado, é também o maior portador
de Leptospira sp. Estudos realizados por Collares-Pereira et al. (1997; 2007) demonstraram
que a taxa de infecgdo por Leptospira sp. alcanga valores de, respectivamente, 88,2%
(15/17) e 73,0% (135/185). E de salientar que estes valores maximos foram obtidos em S&o
Miguel, que, das ilhas estudadas, foi a que apresentou taxas de infeccdo mais elevadas
para as trés espécies de roedores. M. musculus surge entdo como o melhor modelo para
investigar a possivel relacao entre Leptospira sp. e as espécies helmintas que forem
identificadas. O facto de a nivel mundial ser a espécie cuja helmintofauna tem sido menos

explorada, vem reforgar a selecgao de M. musculus para este estudo.

1.2. HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS

1.2.1. A nivel mundial

A helmintofauna de M. musculus tem sido estudada em diversas partes do mundo
(Pulido-Flores et al., 2005; Kataranovski et al., 2008). No entanto, tendo em conta a sua
importancia comensal e distribuicdo cosmopolita, esta espécie tem sido relativamente
menosprezada, principalmente em comparacdo com os numerosos estudos realizados
sobre Rattus sp. De um modo geral, a escassa informacao sobre as espécies helmintas de
M. musculus podera ser explicada pelo facto deste roedor ndo ser tdo comum em habitats
naturais onde os roedores selvagens sdo normalmente capturados (Kataranovski et al.,
2008).

Singleton & Krebs (2007) fazem uma revisdo das espécies helmintas que tém sido
identificadas em M. musculus em estado selvagem a nivel mundial, ndo abrangendo no
entanto os Acgores: Brachylaima sp., Brachylaima cribbi, Echinostoma lindoense, Fasciola
hepatica, Zonorchis sp. (Trematoda); Catenotaenia pusilla, Echinococcus multilocularis,
Hymenolepis diminuta, Mesocestoides sp., Paranoplocephala sp., Raillientina sp.,
Rodentolepis microstoma (= Rodentolepis straminea), Rodentolepis nana (= Rodentolepis
fraterna), Taenia taeniaeformis (larva) (Cestoda); Aonchotheca annulosa, Aspiculuris
tetraptera, Calodium hepaticum, Eucoleus bacillatus, Gallegostrongylus australis,

Gallegostrongylus ibicensis, Gongylonema aegypti, Gongylonema musculi, Gongylonema
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neoplasticum, Heligmosomoides polygyrus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris,
Muspicea borreli, Nippostrongylus brasiliensis, Physaloptera getula, Syphacia obvelata,
Syphacia stroma, Trichinella spiralis, Trichosomoides crassicauda, Trichuris muris
(Nematoda). A referéncia as espécies Acanthocephala é no entanto descurada, talvez por

este Filo estar fracamente representado nos roedores em geral (Singla et al., 2008).

1.2.2. A nivel ibérico

Em Portugal Continental, exceptuando alguns relatos ocasionais, nao existem
estudos sobre a helmintofauna de M. musculus. Ao contrario do que sucede neste pais, em
Espanha diversos autores tém-se debrucado sobre a riqueza helmintofaunistica deste
roedor.

Cordero-del-Campillo et al. (1994) fazem uma revisdo das espécies helmintas que
tém sido identificadas em M. musculus na Peninsula Ibérica, incluindo Portugal:
Brachylaemus erinacei, Brachylaemus recurvus, Brachylaima ruminae, Corrigia Vvitta,
Echinostoma echinatum, Echinostoma lindoense, Maritrema sp., Postorchigenes
gymnesicus (Trematoda); Catenotaenia pusilla, Hymenolepis diminuta, Mesocestoides
lineatus, Rodentolepis microstoma (= Rodentolepis straminea), Rodentolepis nana (=
Rodentolepis fraterna), Taenia taeniaeformis (larva) (Cestoda); Aspiculuris tetraptera,
Calodium hepaticum, Gallegostrongylus ibicensis, Gongylonema musculi, Heligmosomoides
polygyrus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Nippostrongylus brasiliensis,

Strongyloides ratti, Syphacia obvelata, Trichinella spiralis, Trichuris muris (Nematoda).

1.2.3. Nos Acgores

Apesar das peculiaridades faunisticas e ecoldgicas do Arquipélago dos Agores, 0s
estudos helmintofaunisticos de roedores na regido sao praticamente inexistentes,
resumindo-se, na realidade, a apenas dois (Afonso-Roque, 1989; Casanova et al., 1996).
Tal cenario contraria aquele que sucede, por exemplo, nalgumas ilhas mediterranicas, onde
a oportunidade de explorar os isolados ecossistemas insulares tem sido intensamente
explorada e foi recentemente alvo de revisdo por Golly de Bellocq et al. (2003) e Milazzo et
al. (2003).

No estudo helmintolégico de Afonso-Roque (1989) foi efectuado o levantamento da

helmintofauna de varias espécies de mamiferos em Sdo Miguel, nomeadamente de R.



Introdugéo

norgegicus e R. rattus. No entanto, M. musculus nao foi incluido nesta investigagdo, uma
vez que so foram capturados 5 exemplares desta espécie.

Mais recentemente, Casanova et al. (1996) investigou com maior afinco a
helmintofauna dos mamiferos silvestres agorianos. Examinou em concreto 52 exemplares
de M. musculus, 51 de R. rattus, 19 de coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) e 9 de ourigo-
cacheiro (Erinaceus europaeus). Entre M. musculus, apenas 11 provinham de Sao Miguel,
pertencendo os restantes as ilhas Terceira (19 exemplares) e das Flores (22 exemplares).
Para M. musculus em Sao Miguel foram reportadas as seguintes espécies helmintas:
Skrjabinocoelus sp. (Trematoda); Hymenolepis diminuta (Cestoda); Calodium hepaticum,
Eucoleus gastricus, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Syphacia obvelata, Trichuris
muris (Nematoda), e uma outra espécie nematode ndo identificada. E expectavel que a
rigueza de espécies helmintas de M. musculus em Sao Miguel seja superior a reportada por
Casanova et al. (1996) baseada em apenas 11 exemplares. Isto porque, de acordo com
Poulin & Morand (2000), estudos envolvendo hospedeiros vertebrados em que um numero
inferior a 40-50 individuos é examinado, pelo menos 1-2 espécies helmintas podem néao ser
detectadas. Em relagcdo a Sao Miguel, a Terceira apresentou adicionalmente Brachylaima
sp. (Trematoda); Cladotaenia globifera (larva), Taenia taeniaeformis (larva), Rodentolepis
microstoma (Cestoda); Aonchotheca annulosa, Nippostrongylus brasiliensis (Nematoda),
estando no entanto ausentes Skrjabinocoelus sp., Trichuris muris e 0 nematode nao
identificado. Ja& as Flores apresentou adicionalmente Brachylaima sp. (Trematoda);
Aonchotheca annulosa, Nippostrongylus brasiliensis (Nematoda); Prosthorhynchus sp.
(Acanthocephala), estando ausentes Skrjabinocoelus sp., Trichuris muris e 0 nematode néo

identificado.

1.3. OBJECTIVOS DO ESTUDO

Os principais objectivos deste estudo sio, por conseguinte:

1. Contribuir para um melhor conhecimento das espécies que constituem a
helmintofauna gastrointestinal de M. musculus na ilha de Sao Miguel, Agores;

2. Analisar os principais factores indutores de variacdo da diversidade da fauna
helmintoldgica: sexo, idade, condic¢ao fisica dos hospedeiros, tempo (estagdes do
ano) e espaco (habitat);

3. Investigar uma eventual associacdo entre dois tipos de parasitismo:
helmintoldgico e bacteriolégico (infeccao por Leptospira sp.);

4. Avaliar M. musculus como um hospedeiro natural de infeccbes helminticas

zoondticas com possiveis implicagdes na saude publica humana e animal.
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO E AREA DE ESTUDO

O material biolégico objecto de estudo, gentiimente cedido pelo Projecto de
Investigacao “Epidemiologia e Controlo da Leptospirose nos Agores”, foi constituido por um
namero total de 92 hospedeiros M. musculus procedentes de trés habitats (floresta,
pastagem e area peri-urbana) da ilha de Sao Miguel.

Como as relacdes que os helmintas estabelecem com o hospedeiro dependem em
muito das caracteristicas deste ultimo, cré-se importante fazer uma breve descricdo de
determinados aspectos de M. musculus. Sempre que oportuno sera feita referéncia a
peculiaridades da espécie no Arquipélago dos Acgores. A importancia das caracteristicas do
habitat também nao deve ser descorada, pelo que sera feita uma breve caracterizacdo dos

trés habitats considerados precedida por um enquadramento da ilha de Sao Miguel.

2.1.1. Mus musculus (Linnaeus, 1758)

Distribuicao geografica

M. musculus é uma das espécies de mamiferos de distribuicdo mais generalizada no
planeta. A expansao deste roedor, em parte facilitada pelo homem, fez com que se encontre
presente em todos os continentes e em diversas ilhas, desde as regides temperadas, semi-
desérticas e desérticas a regido sub-Antarctica (Berry & Scriven, 2005; Wanless et al., 2007;
Whitmer et al., 2007).

Morfologia

Os ratos-caseiros sdo pequenos roedores que possuem uma longa cauda com 60-
105 mm de comprimento, aproximadamente o mesmo que a soma dos comprimentos da
cabeca e do corpo (65-95 mm). Apresentam um par de grandes olhos proeminentes, orelhas
arredondadas e um focinho pontiagudo com longos bigodes. Os adultos pesam 12-30 g. A
coloracao da pelagem normalmente varia entre o castanho claro e o preto, a coloracao da
pele da barriga entre o branco, o castanho e o cinzento.

Devido ao isolamento geografico, muitas espécies animais adaptaram-se ao
ambiente singular das ilhas e, por isso, apresentam caracteristicas proprias, como
coloragdo, tamanho e forma, que as tornam unicas. Algumas chegam mesmo a ser
consideradas subespécies distintas. Este fendmeno é comummente designado por

“sindrome insular’ (Adler & Levins, 1994). Em relagdo a M. musculus dos Acores (Figura
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2.1), varios autores fazem referéncia a pigmentacado mais escura de alguns especimenes
(Mathias et al., 1998). Mathias et al. (1998) e Collares-Pereira et al. (2007) no estudo das
caracteristicas morfologicas externas de M. musculus adultos dos Acores registaram um
certo grau de dimorfismo sexual, com as fémeas a apresentar maior comprimento da cabeca

e corpo que os machos, enquanto estes ultimos alcangaram maior valor de peso total.

Figura 2.1 — Fotografia de M. musculus capturado na ilha de Sdo Miguel.

Ecologia

Os ratos do género Mus sao animais por natureza nocturnos ou crepusculares
(Boursot et al., 1993, Witmer & Jojola, 2006). Podem ocorrer sob duas formas, comensal,
em que dependem do ser humano para alimento e abrigo, e selvagem, vivendo de um modo
semelhante aos outros roedores, longe das habitagdes humanas (Gray & Hurst, 1998; Berry
& Scriven, 2005)

A alimentacdo dos animais comensais é determinada pela natureza do edificio que
ocupam (Latham & Mason, 2004). Nos animais selvagens em habitats cultivados a
alimentacdo é constituida basicamente por sementes. Em habitats ndo cultivados a
alimentacao é mais diversificada, incluindo para além de sementes outros tecidos vegetais
como folhas, raizes, tecidos caulinares e frutos. A alimentacdo de origem animal é
constituida principalmente por insectos, mas outros invertebrados e até tecidos de
vertebrados podem ser incluidos (Bomford, 1987). Conseguem sobreviver sem agua
disponivel para beber se os alimentos que ingerirem tiverem um conteudo hidrico de pelo
menos 15% (Latham & Mason, 2004).

12
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Tal como outras espécies roedoras introduzidas, M. musculus adaptou-se
rapidamente ao ambiente e aos recursos disponiveis nas ilhas (Adler & Levins, 1994). No
arquipeélago dos Acgores, M. musculus é de ocorréncia comum no interior de habitagdes
humanas e noutros habitats influenciados pelo homem, assim como em muitos tipos
diferentes de habitats naturais ou naturalizados, como florestas de criptoméria (Cryptomeria
jJaponica), florestas autdctones Laurissilva e matas dominadas por silvas (Rubus sp.),
horténsias (Hydrangea macrophylla), fetos (Pteridium aquilinum) e urzes acgoriana (Erica
azorica) (Mathias et al., 1998). Das trés espécies de murideos existentes nas ilhas
acorianas, € a mais ubiqua e abundante (Collares-Pereira et al., 1997; Amaral et al., 2006;
Cabral et al., 2006; Quaresma et al., 2006).

Ciclo de vida e reprodugéao

Sao0 animais que podem viver sozinhos ou em pares, mas geralmente vivem em
grandes unidades familiares denominadas demes (Latham & Mason, 2004). A area utilizada
por este grupo varia consoante a disponibilidade de alimento e a densidade populacional.
Sao poligamos, com os machos dominantes a acasalar com varias fémeas e vice-versa
(Wright & Brown, 2000).

A performance reprodutora é afectada pela qualidade e abundancia de alimento, pela
temperatura e por factores sociais (Pryor & Bronson, 1981). Em populagdes comensais onde
a quantidade de alimento disponivel & relativamente constante, a reproducdo geralmente
ocorre durante todo o ano. Em contraste, populagbes selvagens por norma cessam a
reprodugdo por aproximadamente 4 meses durante o Inverno (Pryor & Bronson, 1981;
Bomford, 1987). De acordo com Collares-Pereira et al. (2007), a época de reproducao de M.
musculus em Sao Miguel prolonga-se por todo o ano (s6 em Fevereiro ndo foram
detectadas fémeas gestantes), ainda que tenham constatado uma clara concentracédo da
reprodugdo no Verao e inicio do Outono. Observaram ainda que a actividade sexual se
distribui por todo o0 ano, com um pico entre o final da Primavera e o inicio do Outono, e que
a especie € menos abundante nos meses de Inverno.

Uma fémea reprodutora em condi¢des favoraveis tem aproximadamente 50 crias por
ano em 6-8 ninhadas (Randall, 1999; Witmer & Jojola, 2006). O periodo gestacional dura 19-
21 dias. As crias nascem completamente indefesas, cegas, surdas e sem pélo. O seu
primeiro ambiente é o ninho, que nos animais selvagens é subterraneo (Berry, 1970). Com
3-4 semanas de idade, as crias comegcam a aventurar-se fora do ninho, com viagens
exploratérias curtas e geralmente acompanhadas por um adulto (Berry, 1970; Randall,
1999). A maturidade sexual é atingida as 5-7 semanas de idade. No estado selvagem o

periodo de vida normalmente n&o ultrapassa um ano (Witmer & Jojola, 2006).
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2.1.2. Caracterizagao da ilha de Sao Miguel

Os Acores, oficialmente designados por Regido Autéonoma dos Agores, sao um
arquipélago portugués localizado no Atlantico Norte (Figura 2.2). O arquipélago é formado
por nove ilhas principais que se distribuem por trés grupos: o Ocidental (Flores e Corvo), o
Central (Terceira, Graciosa, Sao Jorge, Pico e Faial) e o Oriental (Sdo0 Miguel e Santa
Maria). O Grupo Central encontra-se a cerca de 1 430 km do Continente Europeu (Portugal)
e a mais de 3 900 km da América do Norte (Estados Unidos), distancias que reflectem bem
o isolamento e marcada insularidade geografica da regido. Foram, durante o longo periodo
de navegacdo a vela, ponto de escala das viagens de retorno de Africa, india e América,
tendo por isso grande importancia geoestratégica que ainda mantém na actualidade. O
arquipélago ocupa uma area de 2 332,74 km? As ilhas apresentam dimensdes muito
desiguais, sendo S&do Miguel a maior (746,79 km?) e Corvo a mais pequena (17,12 km?). No
seu conjunto, as ilhas contam com uma populagao de 241 763 habitantes, dos quais mais
de metade (131 609 habitantes) vive em Sao Miguel (dados de 2001 — SREA, 2003).

i —
AZORES (ACORES) ARCHIPELAGO

¥ Corvo
o Yicrba Ciuct bt Flores
Flores
Gracfusad:’.‘lu Cruz de Graciesa
ATLANTIC o0 |
OCEAN do ot& Cerceira
Fafd'.f ﬂ‘ I Bingra da Heraismo
Pico Séo Miauel
5 do Migue
~ SAO MIGUEL — -
t -
- wlhdesle Ponla Delgada
~L Penle Delgdg L aRe -
okm 125 25km * Fronca doCompa 0 kmn 50 100 km )

Figura 2.2 — Mapa do arquipélago dos Agores.
(fonte: http://www.travel-in-portugal.com/images/azores_map.gif)

O arquipélago dos Agores situa-se na zona subtropical de anticiclones do hemisfério
Norte e o factor dominante das condigcbes meteorologicas da regido é o anticiclone dos

Acores (Soeiro de Brito, 1955). O clima das ilhas é oceénico e caracteriza-se por uma
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amplitude térmica pouco acentuada, que nao ultrapassa os 10°C, e elevadas precipitagao e
humidade (Borges, 1992; Miranda et al., 2006). Em Sdo Miguel, a temperatura média anual
(1961-1990) varia entre 9°C no Pico da Vara (o ponto mais alto da ilha com 1 105 m) e 17°C
junto a orla costeira. No Inverno e nos mesmos pontos (Pico da Vara e orla costeira), a
média da temperatura minima é de 4°C e 11°C, enquanto no Verdao a média das
temperaturas maximas é de13°C e 23°C, respectivamente. Os meses de Outubro a Janeiro
sao os de maior precipitagdo na ilha, com o maximo em Janeiro, e os meses de Fevereiro e
Abril os menos chuvosos. A humidade do ar é sempre elevada e constante (Soeiro de Birito,
1955).

De origem vulcanica, as ilhas localizam-se na regido onde as placas litosféricas
americana, euro-asiatica e africana contactam. Devido a este facto, apresentam um cenario
tectonico complexo, onde os fendmenos sismicos e vulcanicos sdo comuns (Amaral et al.,
2006). A ilha de Sao Miguel, vista de longe surge formada no horizonte por duas areas
montanhosas de desigual tamanho, ligadas entre si por uma plataforma baixa crivada de
pequenos picos, e mede 65 km de comprimento e 15 km de largura maxima e 8 km de
largura minima (Teixeira & Gongalves, 1980).

Anteriormente a colonizagédo portuguesa, as ilhas agorianas estavam revestidas por
uma cobertura de arvores e arbustos de pequeno porte. Actualmente e apesar de alguns
esforcos de reflorestacdo, as florestas naturais n&do perturbadas, como as endémicas
florestas Laurissilva, sdo raras e encontram-se confinadas a pequenas areas do interior
montanhoso. Além da completa transformacao da cobertura vegetal pela ac¢édo do homem,
foi ainda introduzido grande numero de plantas de modo intencional (com fins comerciais ou
ornamentais) ou simplesmente de forma acidental, que se disseminaram rapidamente e
constituem hoje um elemento inseparavel da paisagem agoriana (Soeiro de Brito, 1955;
Martins, 1993).

Em comparagao com as restantes ilhas da Macaronésia, os Agores apresentam uma
diversidade faunistica terrestre menor. Factores relacionados com a colonizagao insular,
particularmente a grande distancia aos continentes mais préximos, a pequena superficie, a
idade relativamente jovem e a actividade vulcanica destrutiva das ilhas, sdo explicagcbes
plausiveis para esta maior pobreza especifica (Borges & Oromi, 1991). Os Unicos animais
vertebrados terrestres nos Agores a chegada dos portugueses eram varias espécies de aves
adaptadas as ilhas, como o milhafre (Buteo buteo) e a cagarra (Calonectris diomedea), e
duas espécies de morcegos, o morcego-rato-grande (Myotis myotis) e 0 endémico morcego
dos Acgores (Nyctalus azoreum) (Fructuoso, 1978; Speakman & Webb, 1993). Nas suas
actividades comerciais e exploratérias, o homem foi introduzindo os mamiferos em diversos
momentos da colonizagdo. A introdugao iniciou-se com espécies necessarias a agricultura e

pecuaria, como bovinos e suinos para consumo. Ao longo do povoamento das ilhas, foram
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sendo introduzidas outras espécies de animais. R. rattus, M. musculus e O. cuniculus
chegaram com os primeiros colonizadores, bem como a doninha (Mustela nivalis) e o furéo
(Mustela furo). Comparativamente mais recente foi a introducéo ja no século XIX de R.
norvegicus, ra-verde (Rana perezi), lagartixa da Madeira (Lacerta dugesii), E. europaeus e
tritdo-de-crista (Triturus cristatus). Em 1957 foi introduzido acidentalmente o pardal-comum
(Passer domesticus) (Martins, 1993; Mathias et al., 1998). Certamente, em conjunto com os
animais introduzidos nos Agores, uma vasta fauna helmintoldgica de vertebrados tera sido

involuntariamente introduzida nas ilhas.

2.1.3. Habitats em estudo

Os hospedeiros M. musculus objecto de estudo foram capturados em trés habitats da
paisagem de Sao Miguel: pastagem, floresta e area peri-urbana. Ocupando,
respectivamente, 61,9%, 30,9% e 6,1% da éarea da ilha, sdo os trés habitats mais
representativos a escala insular. A selec¢cdo dos locais de amostragem nestes habitats
(Figura 2.3) obedeceu a dois critérios: localizagdo em altitude semelhante, para evitar efeitos
colaterais na variabilidade observada, e independéncia espacial, evitando assim a

mobilidade de individuos entre locais de amostragem.

1:450.000 X 2 :
Area Mata

Figura 2.3 — Locais de amostragem na ilha de Sdo Miguel.
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2.1.3.2. Pastagem

A édrea de pastagem localizou-se na exploragdo da Associacdo dos Jovens
Agricultores Micaelenses, zona das Arribanas, na freguesia dos Arrifes, a uma altitude de
aproximadamente 250 m (Figura 2.4). Encontrava-se inserida numa exploragao
agropecuaria, onde ocorre rotacdo de pastoreio e actividade de produgédo forrageira,
estando presentes salas de ordenha, silos com alimentos concentrados e forragem
produzida, estabulos de animais, armazéns, tanques e reservatérios de agua, e outras

construcdes com varias finalidades e actividades.

Figura 2.4 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat pastagem.

O coberto vegetal predominante era de porte herbaceo, com dominéncia de
gramineas. A vegetagao arbustiva encontrava-se principalmente ao longo dos muros de
pedra e a vegetagao com porte arboreo, no exterior da zona limite da area de pastagem. Em
relacdo a fauna, a area de estudo caracteriza-se pela presenga de aves selvagens, ras nas
zonas de encharcamento, lagartixas que habitam nos muros de pedra, ouricos-cacheiros e

coelhos. Cavalos e gado bovino tém presenga quotidiana na exploragao (Quadro 1.1).

Quadro 1.1 — Composicéo da flora e fauna da area de pastagem em estudo, na ilha de Sao Miguel.

E . Glyceria declinata, Lolium perenne, Trifolium repens, Rumex
strato herbaceo .
Flora . acetosella sp., Oxalis pes caprae _
Estrato arbustivo | Ruscus aculeatus, Hydrangea macrophylla, Rubus ulmifolius
Estrato arbéreo | Platanus hybrida, Cryptomeria japonica
Anfibios Rana perezi
Répteis Lacerta dugesii
Fauna Aves Passer domesticus, Turdus merula
Bos taurus, Equus caballus, Canis familiaris, Felis catus, Erinaceus
Mamiferos europaeus, Oryctolagus cuniculus, Rattus norvegicus, R. rattus, Mus
musculus
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2.1.3.1. Floresta

A area florestal escolhida para o estudo localizou-se no Parque Florestal de Recreio

do Pinhal da Paz, na Freguesia de Faja de Cima, a uma altitude de aproximadamente 270 m
(Figura 2.5).

Figura 2.5 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat floresta.

O coberto vegetal predominante era de porte arbéreo, maioritariamente representado

por uma plantacdo de criptomérias. Existiam também outras espécies de porte arbéreo e

arbustivo, embora

representadas em menor proporgdo, de origem espontanea e

consideradas infestantes tal como as espécies vegetais de porte herbaceo existentes. Foi

registada a presenca de aves domésticas e exdticas, ourigos-cacheiros e coelhos, além da

presenca de gatos e caes domésticos (Quadro 1.2).

Quadro 1.2 — Composigao da flora e fauna da area de floresta em estudo, na ilha de Sao Miguel.

Estrato arboreo

Cryptomeria japonica, Eucalyptus camaldulensis, Picconia azorica,
Myrica faya, Acacia melanoxylon, Araucaria angus, Quercus robur,
Pinus pinea, Chamaecyparis lawsoniana, Castanea sativa,

Flora Pittosporum undulatum
Estrato arbustivo | Camellia japonica, llex azorica, Persea indica, Metrosideros excelsa
. Hedychium  gardneranum, Aloe vera, Pteridium aquilinum,
Estrato herbaceo . L
Zantedeschia aethiopica
Turdus merula, Erithacus rubecula, Pavo cristatus, Phasianus
Aves .
Fauna colchicus, Tadorno tadorna, Anas querquedula
Mamiferos Erinaceus europaeus, Oryctolagus cuniculus, Felis catus, Canis

familiaris, Rattus norvegicus, R. rattus, Mus musculus
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2.1.3.3. Peri-urbana

A area peri-urbana localizou-se na zona de aterro sanitario, na area coberta da
antiga lixeira, situada a Norte, no local do Pico das Murtas, freguesia de Sdo Roque, a uma

altitude de aproximadamente 200 m (Figura 2.6).

Figura 2.6 — Local de captura de roedores correspondente ao habitat peri-urbano.

Como parte das armadilhas foi colocada numa zona que corresponde a antiga lixeira,
recentemente tapada e coberta com terra, enquanto outra parte abrangeu a zona do actual
aterro sanitario, a comunidade vegetal nesta area € representativa do processo de
colonizagao pelas espécies vegetais invasoras em fase juvenil de adaptagdo. Deste modo,
apesar de actualmente apresentarem porte arbustivo, as espécies vegetais poderdo a longo
prazo adquirir porte arbdéreo. O estrato herbaceo & também constituido por espécies
invasoras infestantes. Algumas espécies de aves, lagartixas, caes, gatos e pequenos

mamiferos compdem a fauna local (Quadro 1.3).

Quadro 1.3 — Composigao da flora e fauna da area peri-urbana em estudo, na ilha de Sao Miguel.

Picconia azorica, Myrica faya, Pittosporum undullatum, Eucalyptus
Estrato arbustivo | globulus, Acacia melanoxylon, Laurus azorica, Persea indica, Rubus
hochstetterorum

Flora - -
Luzula purpureo splendens, Lolium perenne, Prunella vulgaris, Lantana
Estrato herbaceo | camara, Avena barbata, Achillea millefolium, Foeniculum vulgare,
Mentha sp.
Répteis Lacerta dugesii
Fauna Aves Larus cachinnans, Coturnix coturnix

Canis familiaris, Felis catus, Oryctolagus cuniculus, Erinaceus

Mamiferos . .
europaeus, Mustela nivalis, Rattus norvegicus, R. rattus, Mus musculus
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2.2. CAPTURA E OBSERVAGAO DOS HOSPEDEIROS

Uma vez que os animais do presente estudo foram facultados pelo Projecto de
Investigacdo “Epidemiologia e Controlo da Leptospirose nos Agores”, a informacao
respeitante a amostragem, captura e necrépsia dos animais e registo de parametros

climaticos foi em parte extraida do relatério resultante desse projecto.

2.2.1. Estratégia de amostragem

A estratégia de amostragem de M. musculus consistiu em capturas mensais, de
Novembro de 2005 a Marco de 2006, em cada um dos trés habitats representativos da ilha
de Sdo Miguel. Foram realizadas durante quatro noites consecutivas. Para garantir uma
homogénea distribuicdo das capturas, foram instaladas em cada area 100 armadilhas ao
longo de 50 pontos (duas por ponto), distanciadas 10 m entre si e colocadas na proximidade

de sitios de refugio para maximizar a probabilidade de captura dos animais.

2.2.2. Captura dos hospedeiros

A amostragem de roedores baseou-se no método de captura-remogdo. Para tal,
foram utilizadas armadilhas para captura de animais vivos do tipo Sherman, iscadas com
uma mistura de queijo e/ou sardinha em lata com sémea de trigo e 6leo vegetal.

As armadilhas Sherman utilizadas (modelo LFATDG: 8,0%9,0x23,0 cm e do modelo
XLF15: 10,0%10,0%38,0 cm — Figura 2.7) sao constituidas por placas de aluminio, com um
sistema interior com alavanca que permite o fecho da armadilha apés a entrada do animal.
Permitem a captura de animais de pequenas dimensbes, como M. musculus. Apds a
captura, o animal nao tem interface com o meio exterior.

Todas as armadilhas foram observadas e recolocadas de forma operacional nas
manhas seguintes as noites de amostragem, com reposi¢ao de isco sempre que necessario.
Os exemplares de M. musculus capturados foram acondicionados em caixas apropriadas e
transportados vivos para o laboratério da Direccao de Servigos de Agricultura e Pecuaria,

em Ponta Delgada, onde foram eutanasiados e necropsiados.
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Figura 2.7 — Armadilha Sherman utilizada para a captura de roedores.

2.2.3. Registo de parametros climaticos

Para registo das condi¢bes microclimaticas durante a captura, utilizaram-se um
termo-higrometro (modelo HOBO H08-032-08) e um pluviémetro (modelo Data Logging Rain
Gauge-RG1-M), colocados mensalmente junto ao solo no local de estudo, desde o primeiro
dia até ao final das quatro noites. No Anexo 1 estao registadas as variacbes dos valores
medios mensais da temperatura do ar, da humidade relativa do ar e da pluviosidade durante

o periodo de amostragem.

2.2.4. Processamento laboratorial dos hospedeiros

No laboratério em Ponta Delgada, os animais foram eutanasiados com éter e
registaram-se as informacgdes quanto ao estatuto reprodutor (pela observacao das estruturas
reprodutoras externas como o grau de desenvolvimento das mamas nas fémeas e a
dimensao e posicao dos testiculos nos machos) e quanto a varios parametros morfométricos
(peso, comprimentos da cabeca e corpo, cauda, orelha e pata posterior).

Para realizagdo das necrépsias, os exemplares foram distendidos e fixados a
prancha de dissecagdo em posicdo decubito-dorsal. A regido ventral foi desinfectada com
algodao embebido em betadine e com o auxilio de uma pinga e tesoura efectuou-se uma
incisdo na linha médio-ventral que permitiu aceder ao coragéo. A retoma da incisdo permitiu
a separacdo da camada epitelial superior e assim ter acesso aos 6rgaos internos.

Retiraram-se os rins, com tesoura e pingca devidamente desinfectada em alcool a 70% e
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chama de lamparina, e os restantes 6rgaos (coracao, estdmago, figado, intestinos delgado e
grosso e pulmoes). Os rins foram colocados em sacos estéreis contendo 10 mL de BSAD
(bovine serum albumin digest) para a deteccdo de Leptospira sp. por cultura de rins,
segundo o protocolo da Unidade de Leptospirose e Borreliose de Lyme (ULBL) do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical (IHMT), em Lisboa. Este protocolo foi desenvolvido no
laboratério da referida unidade, por membros da equipa do Projecto de Investigagao
“Epidemiologia e Controlo da Leptospirose nos Agores”.

Todos os restantes 6rgaos recolhidos foram armazenados em sacos de plastico
devidamente identificados (espécie e numero do animal, data e local de captura),
conservados a -20°C e enviados para o laboratério da Unidade de Helmintologia e
Malacologia Médicas (UHMM) do IHMT, em Lisboa. Deste modo, os 6rgaos de 92
exemplares de M. musculus estudados qualitativamente (diversidade de helmintas) e
quantitativamente (contagem de todos os parasitas) foram o coracado, estémago, figado,

intestinos delgado e grosso e pulmdes.

2.3. TECNICAS HELMINTOLOGICAS

As técnicas helmintolégicas englobam todos os processos que vao desde a
extraccdo dos helmintas dos seus respectivos micro-habitats de parasitacao até a sua
identificacdo. O modo de preparacao das solugdes, reagentes e corantes utilizados esta

descrito no Anexo 2.

2.3.1. Extracgao dos helmintas

Todo o processo de extraccao dos helmintas foi realizado nos laboratérios da UHMM
do IHMT. O método da preservagdo do material por congelagdo (método fisico) nao
proporciona uma observagao dos 6rgaos tao clara como no caso da observagao e estudo
em fresco e ndo evita possiveis migragcdes post mortem dos helmintas. Contudo, dada a
disténcia geografica entre o local de captura dos animais e o local da andlise helmintologica
dos seus 6rgaos, além do espagamento temporal entre a realizagdo dos mesmos, o
congelamento foi a opgao mais viavel.

Uma vez que se encontravam congelados, o primeiro passo a ser executado foi,
obviamente, a retirada dos o6rgdos dos respectivos sacos e a sua descongelacao,
imediatamente apds a qual, se procedeu a andlise individual dos 6rgaos de cada animal.

Para tal, foi utilizado material cirdrgico elementar, como, entre outros, pingas, bisturis,
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tesouras, agulhas cirurgicas e pipetas de Pasteur. Os diferentes érgaos foram depositados
em placas de Petri para se proceder a sua dissecacao e observacido. Para a manutengao do
correcto estado de hidratagdo dos tecidos foi utilizado soro fisiolégico a 0,9%, evitando-se
assim a desidratacdo e posterior endurecimento dos tecidos que dificultaria a sua
manipulacao e que poderia levar a ruptura dos helmintas durante a sua extracgao.

Para a andlise intestinal, apdés a separagdo do intestino delgado do grosso,
procedeu-se a libertacdo do conteudo intestinal através da técnica classica de incisdo
longitudinal ao longo das paredes dos intestinos. As mucosas foram entdo observadas
cuidadosamente ao estereomicroscopio com o intuito de remover e contar os parasitas nelas
fixados. O conteudo intestinal foi lavado com soro fisiolégico e apds sedimentacéo foi sujeito
a decantacbes sucessivas até a obtencdo de um sobrenadante limpido e claro. O sedimento
resultante foi também observado ao estereomicroscépio para remocdo e contagem da
totalidade dos parasitas.

O estbmago também foi separado dos restantes 6rgaos. Através de uma incisao
entre os dois esfincteres, cardia e piloro, libertou-se o contelido estomacal, que foi
observado estereomicroscopicamente para a recolha e contagem dos parasitas. As paredes
do estdmago foram igualmente observadas.

Para a pesquisa de parasitas no coragdo, figado e pulmdes foram efectuadas,
respectivamente, incisdes a nivel do miocardio e das principais vias hepaticas e pulmonares.
Para facilitar o seu manuseamento, os pulmdes foram separados com o auxilio de duas
pingas. Estes 6rgaos foram também examinados ao estereomicroscopio.

E de realgar que todas as incisdes devem ser realizadas devagar e com extremo
cuidado, de modo a evitar a destruicdo dos parasitas. A precaucio deve ser acrescida nas
incisbes realizadas em 6rgdos como os intestinos onde a intensidade de parasitas é
frequentemente elevada.

Todo este processo de extracgdo de helmintas é extremamente moroso, requerendo
muita concentracio e dedicagao, especialmente durante a contagem dos especimenes. Em
media, o0 processamento dos 6rgéos de um unico hospedeiro M. musculus requer 2-3 horas,
mas consoante a intensidade de infeccao este valor pode facilmente ultrapassar as 4 horas.
Na fotomicrografia realizada a lupa da Figura 2.8 estdo representados mais de 700
especimenes Nippostrongylus brasiliensis extraidos de um unico hospedeiro, ilustrando bem
a dedicacéo exigida.

Os helmintas extraidos foram conservados em solugdo de formol (CH,O) a 5%,
guardados em tubos Eppendorf devidamente identificados com o respectivo niumero de
identificagdo do animal e data da extraccdo, para posteriormente serem submetidos aos

processos necessarios ao seu estudo.
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Figura 2.8 — Fotomicrografia de especimenes extraidos do intestino delgado de um Unico hospedeiro
M. musculus.

2.3.2. Preparacgao e identificagao dos helmintas

Apos uma primeira fase de observacdo e identificacdo dos helmintas extraidos
realizada na UHMM do IHMT, os especimenes foram transportados para a seccéo do Grupo
de Vermes Parasitas (Parasitic Worms Group), do Departamento de Zoologia, do Museu de
Historia Natural de Londres (The Natural History Museum) onde se procedeu a confirmagao
das espécies identificadas na UHMM e a identificacdo das restantes. O processo de
preparagdao dos helmintas e subsequente identificagdo especifica foi realizado de acordo
com os protocolos e critérios implementados no referido museu (e a seguir descritos).

Uma vez extraidos dos érgaos do hospedeiro, os helmintas devem ser fixados. As
técnicas de fixacdo diferem consoante o grupo de helmintas (trematodes, céstodes,
nematodes ou acantocéfalos) e segundo o tipo de material com que nos deparamos, vivo ou
previamente conservado. Este ultimo é o caso dos helmintas do presente estudo, que foram
conservados quimicamente em formol apds a sua extracgdo do material mastozoolégico, por
sua vez conservado por congelacdo. Por se tratar de helmintas mortos, deve ser realizada
uma fixagao, que neste caso se denomina refixagao.

Antes de qualquer procedimento, é importante assegurar que todos os especimenes
estdo conservados em alcool a 70 ou 80%. Os helmintas do presente estudo, como referido

anteriormente, encontravam-se conservados em solugao de formol a 5%, pelo que foi entdo
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necessario lavar os especimenes varias vezes em agua para remover a solugédo de formol e
proceder a sua refixagcdo colocando-os em alcool a 80% por aproximadamente 1 hora. A
desvantagem da conservagdo em formol é o endurecimento dos parasitas, o que dificulta a

clarificacdo e manipulagdo dos mesmos.

2.3.2.1. Preparacao dos céstodes

No estudo dos céstodes é indispensavel o uso de corantes especificos. A coloragao,
ao permitir a visualizacdo da morfologia interna que de outro modo estaria difusa e pouco
distinguivel, possibilita a realizacdo de um diagnéstico especifico destes platelmintas. Deve
ser seguida pela montagem que, no caso destes parasitas, é definitiva. E de salientar que,
em todos os tempos de espera, os godés contendo alguma solugdo e parasitas foram
sempre cobertos com placa de vidro para manter um ambiente humido no seu interior.

O corante adoptado para a coloragao dos céstodes foi o paracarmim de Mayer. Os
céstodes foram colocados em godés contendo o corante por um periodo de tempo de
aproximadamente 15 minutos (min). No entanto, este periodo variou entre 10 e 30 min, pois
o tempo de coloragdo varia consoante o tamanho, espessura e condicdo do exemplar.
Como o tempo de coloragcdo pode variar ndao sé entre espécies, mas também entre
individuos da mesma espécie, os parasitas ndo foram corados todos de uma vez so,
permitindo assim constatar o tempo mais adequado.

Apods a coloracdo, os céstodes foram transferidos para alcool cloridrico a 50% para
eliminar o excesso de coloragado adquirido pelas estruturas internas. Esta fase corresponde
a diferenciagao, por isso é importante deixar os exemplares no alcool cloridrico até que a
correcta diferenciacao seja alcancada, i.e., até que se atinja uma coloragao rosa palida. Se o
processo de diferenciacdo estiver a ocorrer demasiado lentamente, pode ser acelerado
adicionando uma gota de acido cloridrico (HCI) ao alcool cloridrico. Esta fase de duracao
variavel deve ser controlada em estereomicroscopio.

Apods a diferenciacao, os exemplares foram desidratados numa série de alcoois de
concentracao crescente: 30%, 50%, 80% e 100%, permanecendo em cada concentracao
10-15 min, mais uma vez consoante o seu tamanho. Deste modo também ocorreu a
remocao dos restos de alcool cloridrico. Em vez da transferéncia para alcool absoluto
(100%), os exemplares podem ser transferidos para alcool isopropilico (C3HsO) a 90%, onde
também permanecem por 10-15 min.

O passo seguinte foi a clarificacdo dos exemplares em creosoto de faia. Devido a

espessura reduzida dos céstodes, a imersdo em creosoto leva aproximadamente 5 min.
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Outros agentes clarificadores podem ser usados, como o 6leo de cravo-da-india, o éleo de
cedro ou o lactofenol.

Apés a clarificagdo, procedeu-se a montagem dos céstodes entre lamina e lamela
utilizando como meio de montagem balsamo do Canada, seguida de um periodo de
secagem. Nalgumas situag¢des foi necessario fragmentar os exemplares para conseguir uma
boa extens&o. Todas as laminas foram devidamente identificadas. A montagem foi a ultima
etapa da preparacdo dos céstodes, cujo resultado final foi a obtencdo de preparagdes
definitivas.

Esta metodologia pode ser seguida na maior parte dos casos. Contudo, alguns
exemplares podem por vezes nao estar correctamente clarificados ou comecar a escurecer
quando colocados em creosoto ou balsamo do Canada. Se este processo ocorrer, significa
que a desidratacdo nao foi completada apropriadamente e ar esta presente. Num dos
exemplares estudados proveniente do creosoto ocorreu escurecimento. Nestes casos, os
exemplares devem ser imediatamente removidos da solugdo e colocados em alcool
cloridrico a 50% se provenientes de creosoto, ou colocados em xileno, depois creosoto e
entdo em alcool acido a 50% se provenientes de balsamo do Canada. Outro método sera
usar alcool isopropilico a 90% em alternativa ao alcool absoluto na série de alcoois e o
benzoato de metilo (CgHgO,) pode ser introduzido como passo intermédio, antes da

transferéncia para o creosoto.

2.3.2.2. Preparagao dos nematodes

Normalmente os nematodes ndo sdo sujeitos a nenhum processo de coloragao. A
sua clarificacao é geralmente suficiente para a visualizacdo das estruturas internas. Tal
como para os céstodes, o creosoto de faia foi o agente clarificador utilizado. Neste processo,
os nematodes de maiores dimensdes foram deixados em creosoto durante a noite para uma
clarificacdo adequada. Para nematodes de menores dimensbes, 5 min em creosoto é
suficiente.

Apos a clarificagao, procedeu-se a montagem dos nematodes, intactos, entre lamina
e lamela utilizando como meio de montagem o creosoto, e foram observados directamente
ao microscopio. Este tipo de preparacdo tem a vantagem de permitir a manipulagdo do
exemplar durante a visualizagcdo ao microscopio, mas a desvantagem de ser temporario,
nao definitivo, pelo que é necessario recolher o exemplar apds observacao. Os exemplares
foram entdo transferidos do creosoto para alcool cloridrico a 50% e posteriormente

conservados novamente em alcool a 80%.
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Devido a sua cuticula pouco espessa, os exemplares de Syphacia obvelata sao
muito frageis e rebentam faciimente. Por esta razdo, alguns exemplares foram destruidos
durante o processo de montagem entre lamina e lamela com creosoto. Assim, em alternativa
ao creosoto, o gel de glicerina foi usado como agente clarificador e meio de montagem. Os
exemplares foram transferidos do alcool a 80% onde se encontravam conservados para um
godé contendo o gel de glicerina, tendo o cuidado de transportar a menor quantidade de
alcool possivel e de cobrir bem o godé com placa de vidro para evitar a secagem precoce do
material. O tempo de clarificacado foi de aproximadamente 10 min, um pouco mais demorado
que o creosoto. Posteriormente procedeu-se a montagem entre lamina e lamela dos
exemplares com o gel de glicerina. A preparacao resultante foi colocada em secador de
laminas para uma secagem mais rapida e eficiente. As bolhas de ar que surgiram devido a
este processo foram removidas com o auxilio de uma agulha. Apds o término da secagem, a
lamina foi selada com balsamo do Canada. Obteve-se assim uma preparagao definitiva para

estes exemplares de S. obvelata.

2.3.2.3. Identificagcao

O estudo da anatomia e morfologia de cada helminta foi efectuado por observacao
ao microscopio optico, utilizando uma ocular micrométrica previamente calibrada para a
realizagao das medicbes necessarias.

O registo fotografico das espécies helmintas foi efectuado com recurso a maquina
fotografica digital Canon PowerShot A540 (resolugédo de 6.0 Megapixeéis, zoom Optico de 4x,
ecrda LCD de 2.5 Polegadas). As fotomicrografias realizadas ao microscéopio foram
analisadas com o programa de software ImagedJ 1.42 (http://rsb.info.nih.gov/ij).

Todos os exemplares estudados foram devidamente identificados com espécie,
hospedeiro e local de origem, e guardados na colecgao parasitolégica do Museu de Historia

Natural de Londres, estando assim disponiveis a outros estudos.

2.4. Técnicas histolégicas

Durante o processo de extracgdo de helmintas, os figados que apresentavam sinais
caracteristicos de infeccdo por Calodium hepaticum foram separados e guardados em
frascos contendo solugdo de formol a 5% para sua conservagédo. Trés desses figados
escolhidos aleatoriamente foram transportados para o Laboratério de Anatomia Patoldgica

do Hospital Pulido Valente, em Lisboa, onde foram submetidos a andlise histolégica. Para a
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obtencdo dos cortes histolégicos, foram sujeitos a diversas etapas: fixagdo em solucao de

formol a 10%, desidratagcdo em série de alcoois, diafanizacdo em xilol, impregnacgéo e

inclusdo em parafina liquida, polimerizacdo, corte em micrétomo (cortes de 5 pym de

espessura), coloragédo por hematoxilina-eosina e montagem em balsamo do Canada.

2.5. Métodos de analise de dados

A metodologia adoptada para a interpretacdo dos resultados é tdo importante quanto

a correcta manipulagdo e estudo laboratorial do material biolégico. Neste ponto sera

abordada a linha metodoldgica seguida para o tratamento dos dados obtidos, desde a

terminologia adoptada a analise estatistica empregue.

2.5.1. Conceitos ecoldégicos adoptados

Os termos e conceitos adoptados para a analise dos resultados estao de acordo com

os sugeridos por Bush et al. (1997), habitualmente utilizados para descrever e caracterizar

as populacdes e comunidades de parasitas:
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prevaléncia: numero de hospedeiros infectados com um ou mais exemplares de
uma determinada espécie parasita dividido pelo numero total de hospedeiros
estudados para essa espécie parasita;

intensidade: nimero de exemplares de uma determinada espécie parasita presente
num unico hospedeiro, ou seja, corresponde ao numero de individuos numa
infrapopulacéo;

intensidade média: média das intensidades de uma determinada espécie parasita
entre uma populagao de hospedeiros por ela infectados, por outras palavras, nimero
total de exemplares de uma determinada espécie parasita encontrado na amostra de
hospedeiros estudados a dividir pelo nimero de hospedeiros infectados por essa
espécie parasita;

intensidade maxima: nimero maximo de exemplares de uma determinada espécie
parasita num unico hospedeiro da amostra estudada;

intensidade minima: nimero minimo de exemplares de uma determinada espécie
parasita num unico hospedeiro da amostra estudada;

abundancia: numero de exemplares de uma determinada espécie parasita presente

num unico hospedeiro independentemente de estar ou ndo infectado;
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abundancia média: média das abundancias de uma determinada espécie parasita
entre todos os membros de uma populagcao de hospedeiros, por outras palavras,
numero total de exemplares de uma determinada espécie parasita numa amostra de
um determinado hospedeiro a dividir pelo niumero total de hospedeiros estudados
(incluindo hospedeiros infectados e nao infectados);

populagao: compreende todos os individuos de uma espécie parasita singular num
determinado local e num determinado espaco de tempo;

infrapopulacao: inclui todos os individuos de uma espécie parasita num Unico
hospedeiro num determinado espacgo de tempo;

comunidade: refere-se a duas ou mais populacoes de diferentes espécies parasitas
a coexistir num determinado local e num determinado espaco de tempo;
infracomunidade: refere-se a comunidade de infrapopulacbes de parasitas num

unico hospedeiro.

2.5.2. Classificacao das les6es hepaticas causadas por C. hepaticum

E impossivel estimar a intensidade de infeccdo por C. hepaticum nos hospedeiros

infectados, pois 0 niumero de parasitas desta espécie ndo pode ser contado directamente

(Farhang-Azad, 1977a). Por outro lado, a contagem total dos ovos ndo deve ser usada como

indicacao da intensidade de infeccdo, porque a producdo de ovos por fémea € variavel

(Luttermoser, 1938a). A contagem directa das lesdes provocadas pelos parasitas tem

provado ser o melhor método para estimar a intensidade de infeccdo (Farhang-Azad,

1977a). O grau do envolvimento hepatico em hospedeiros infectados foi classificado de

acordo com Conlogue et al. (1979) em 3 graus de intensidade:

Leve: discreto envolvimento dos bordos do figado ou algumas lesbes discretas e
dispersas num unico lébulo hepatico (infecgao de intensidade 1);

Moderado: lesbes mais numerosas envolvendo menos de metade do figado
(infeccao de intensidade 2);

Grave: lesdes envolvendo mais de metade do figado (infeccao de intensidade 3).

2.5.3. Valor de importancia de Bush

O valor de importancia de Bush (/) foi utilizado segundo Thul et al. (1985) para

classificar as espécies de acordo com a sua importancia relativa na comunidade helmintica

em quatro categorias:
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= Dominante: espécie marcadamente caracteristica da comunidade (/ = 1,0);

= Codominante: espécie que contribui significativamente para a comunidade, mas em
menor grau que as espécies dominantes (0,01 </<1,0);

= Subordinada: espécie de ocorréncia pouco frequente que, apesar de se poder
desenvolver e reproduzir no hospedeiro, ndo contribui significativamente para a
comunidade (0 < /< 0,01);

= Pioneira mal sucedida: espécie que invadiu o hospedeiro, mas ndo matura nem se
reproduz nele, contribuindo pouco para a comunidade e sendo caracteristica de
outra espécie hospedeira (/ = 0).
O valor de importancia foi calculado para cada espécie de acordo com a seguinte

féormula:

A.B,
[=(M,)~2~2x100,

S

> 45

i=1
onde A; € o numero de exemplares da espécie parasita j, B; € o numero de hospedeiros
infectados com a espécie j, S € o numero de espécies parasitas, e M; é o factor de
maturidade igual a 1,0 se for encontrado pelo menos um exemplar maduro da espécie j e

igual a 0 se tal nao for verificado.

2.5.4. Classificagao do estatuto na comunidade

As espécies componentes das infracomunidades parasitarias foram classificadas
consoante o seu estatuto na comunidade, de acordo com Bush & Holmes (1986), em:

= Central: espécie presente em mais de dois tergos dos hospedeiros (Prevaléncia (%)
> 66,67);

= Secundaria: espécie presente em um a dois tergcos dos hospedeiros (33,33 <
Prevaléncia (%) < 66,67);

= Satélite: espécie presente em menos de um ter¢co dos hospedeiros (0 < Prevaléncia
(%) < 33,33).

2.5.5. indice de Simpson

O indice de Simpson (D) é um indice de dominancia e reflecte a probabilidade de

dois individuos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem a mesma espécie. O valor
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do indice varia entre 0 e 1, e quanto mais elevado maior a domindncia e menor a
diversidade da comunidade. Foi calculado para determinar a concentracdo de dominancia
entre as espécies helmintas, assumida quando D = 0,25 (Stone & Pence, 1978), de acordo

com a seguinte férmula:

N(N-1)

l

onde n; € o numero de exemplares da espécie parasita i e N € o numero total de exemplares

de todas as espécies parasitas.

2.5.6. Padrao de dispersao das espécies helmintas

O indice de dispersao (/D) é uma medida para verificar se um conjunto de
ocorréncias observadas é relativamente agregado ou disperso comparando com um modelo
estatistico. Valores do indice iguais a 1 indicam uma distribuicdo espacial aleatéria
(distribuicdo de Poisson), valores menores distribuicdo uniforme (distribuicdo binomial) e
valores maiores distribuicdo agregada (distribuicdo binomial negativa) (Rabinovich, 1980 in
Costa et al., 2006). Foi calculado para determinar o padrao de distribuicdo de cada espécie

helminta, de acordo com a seguinte formula:
2
s
ID ="
X

onde s? é a variancia amostral e X é a abundancia parasitaria média.

2.5.7. Grau de dispersao das espécies helmintas

O grau de superdispersao da agregacao de cada espécie helminta foi obtido pelo
calculo do parametro k da binomial negativa (Costa et al., 2006) e pelo indice de Green (G/)
(Ludwig & Reynolds, 1988).

A estimativa dos valores de k foi feita pelo método dos momentos (s> X, k > 0), de

acordo com a seguinte férmula:
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Quando os valores estimados sao negativos indicam uma distribuicdo uniforme,
quando sao baixos e positivos (k < 2) indicam uma distribuicao altamente agregada, quando
variam entre 2 e 8 indicam uma agregacao moderada e valores superiores a 8 (k > 8)

indicam uma distribuicao aleatdria.

O indice de Green foi calculado de acordo com a seguinte formula:

C(s?/x%)-1

n,—1

GI

Quando os valores do indice sdo negativos indicam uma distribuicdo uniforme e

guando sdo positivos indicam uma distribuicdo agregada.

2.5.8. indice de Shannon

O indice de Shannon (H’) mede o grau de incerteza associado a previsdo da espécie
a que um individuo escolhido ao acaso de uma amostra com um determinado numero de
espécies e individuos pertencera. Quanto menor o valor do indice, menor o grau de
incerteza e a diversidade da amostra. De modo inverso, quanto maior o valor do indice mais
elevada tendera a ser diversidade. Foi portanto calculado para a estimativa da diversidade

de espécies helmintas, de acordo com a seguinte formula:

2.5.9. indice de equidade de Pielou

O indice de equidade de Pielou (J) mede o grau de uniformidade da distribuicao da
abundancia entre as espécies que constituem uma comunidade. O valor do indice varia
entre 0 e 1, onde 1 representa uma comunidade com uma uniformidade perfeita, que pode
decrescer até 0 a medida que a abundancia relativa das espécies diverge da uniformidade.
Foi calculado para a estimativa da similaridade helmintofaunistica, de acordo com a seguinte

féormula:
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2.5.10. Analise estatistica

A analise estatistica inclui apenas as espécies helmintas com prevaléncia superior a
10% (Bush et al., 1990) na amostra total constituida pelos 92 hospedeiros estudados.
Optou-se ainda por incluir M. muris na andlise estatistica, uma vez que o valor de
prevaléncia deste nematode (9,78%) é apenas ligeiramente inferior ao estipulado. O nivel de
significancia adoptado foi de p < 0,05. O programa de analise estatistica utilizado foi o

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 17.0.

2.5.10.1. Determinacao de associagdes interespecificas

As possiveis associagdes interespecificas entre os pares de espécies co-ocorrentes
foram determinadas pelo teste do qui-quadrado (x%), usando a correcgdo de Yates, enquanto
as possiveis correlagcdes entre abundancias de espécies que formam associagdes foram
analisadas pelo teste de correlagcédo por postos de Spearman (rs) (Machado et al., 1996). O
grau de associacao foi determinado pelos indices de Ochiai (Ol), Dice (DI) e Jaccard (J/)
(Ludwig & Reynolds, 1988). O valor destes indices varia entre 0, indicando auséncia total de
associacao entre as espécies, e 1, indicando associacdo completa. Foram calculados,

respectivamente, de acordo com as seguintes formulas:

or=—*“% Djzz—a /.
2a+b+c

NJa+ba+c at+tb+c
onde a é o numero total de hospedeiros em que as espécies A e B co-ocorrem, b é o
numero total de hospedeiros em que A ocorre sem B, e ¢ € o numero total de hospedeiros

em que B ocorre sem A.

2.5.10.2. Influéncia do sexo, da idade e da infecgao por Leptospira sp.

A influéncia do sexo e idade do hospedeiro e da positividade para Leptospira sp. na
intensidade e na prevaléncia de infeccao de cada espécie helminta foi testada pelo teste t-
student (f), com prévia normalizagcao por transformacao logaritmica (log[x]) dos dados de
intensidade, e pelo teste do qui-quadrado (x?), respectivamente (Silva et al., 2000; Rézsa et
al., 2000). A influéncia dos referidos factores na intensidade de infecgao por C. hepaticum foi
analisada pelo teste U de Mann-Whitney, devido a ndo normalizacdo dos dados de

intensidade deste helminta.
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2.5.10.3. Influéncia na condic¢ao fisica do hospedeiro

Para determinar possiveis correlagdes entre a condi¢do fisica do hospedeiro e a
abundancia parasitaria, foi utilizado o teste de correlagdo por postos de Spearman (r;5), com
prévia aplicacao do teste t-student para verificar a existéncia de diferengas significativas
entre os sexos e entre os dois grupos etarios considerados (Dias et al., 2004). O coeficiente
de correlagcdo de Pearson (r) foi utilizado para determinar a possivel correlagdo entre a

condicdo fisica e a prevaléncia de infeccdo, com prévia transformacido angular (arc

sen[\/;]) dos dados de prevaléncia (Zar, 1996).

O indice de condicao fisica utilizado foi o de Davis & Hall (1951), previamente usado

para R. norvegicus (Moors, 1985). Foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

C x10°

 HBI

onde W é o peso (g) e HBL é o comprimento da cabega e corpo (mm).

2.5.10.4. Influéncia do habitat e da época de captura do hospedeiro

A influéncia do habitat e da época de captura do hospedeiro na intensidade e na
prevaléncia de infeccdo de cada espécie helminta foi testada pela analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey, com prévia normalizacdo por transformacao
logaritmica (log[x]) dos dados de intensidade, e pelo teste do qui-quadrado (x?),
respectivamente (Rézsa et al., 2000). A influéncia dos referidos factores na intensidade de
infeccdo por C. hepaticum foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis, devido a néo

normalizacdo dos dados de intensidade deste helminta.
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Apresentagdo dos Resultados

3.1. COMPOSICGAO DA HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS EM SAO
MIGUEL

3.1.1. Composicao qualitativa

Na amostra constituida por 92 exemplares de M. musculus da ilha agoriana de Sao
Miguel, foram identificadas um total de 12 espécies helmintas, 3 das quais pertencentes a

Classe Cestoda e 9 ao Filo Nematoda:

Classe Cestoda
Cysticercus fasciolaris forma larvar de Taenia taeniaeformis
Hymenolepis diminuta

Rodentolepis nana

Filo Nematoda
Aonchotheca annulosa
Calodium hepaticum
Eucoleus gastricus
Gongylonema neoplasticum
Heterakis spumosa
Mastophorus muris
Nippostrongylus brasiliensis
Syphacia obvelata

Trichuris muris

Seguidamente sera apresentado o estudo e a revisdo dos conhecimentos actuais de
cada uma destas espécies, dando especial énfase a morfologia dos especimenes extraidos
e a outros aspectos gerais das espécies helmintas, nomeadamente grupos de hospedeiros,
biogeografia, ciclo de vida e potencial zoondtico. A analise morfométrica apresentada foi
restrita as caracteristicas consideradas mais importantes, como as dimensdes corporais
totais ou as dimensdes de determinada peculiaridade da espécie. E de salientar que, tal
como notado por Bajer et al. (2005), apés um periodo de intensos estudos descritivos das
espécies helmintas, a investigagao cientifica esta actualmente mais focada no estudo da
estrutura das suas comunidades e nos factores que as regulam. Nao obstante, optou-se por
mencionar as dimensdes de determinadas caracteristicas que nos permitem obter uma

visdo global de cada espécie.
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A classificacdo das espécies helmintas foi realizada a partir de varias obras de
referéncia. Entre outros, sdo de destacar os trabalhos de Skrjabin et al. (1949), Skrjabin et
al. (1954), Skrjabin et al. (1957), Skrjabin et al. (1960), Skrjabin et al. (1961), Skrjabin et al.
(1967), Wertheim (1962), Anderson et al. (1974) para os nematodes, e de Joyeux & Baer
(1936), Brumpt (1949), Abuladze (1964) para os céstodes. No Anexo 3 encontra-se
esquematizada a classificacdo desde o nivel de Superfamilia de cada espécie helminta
detectada em M. musculus de Sdo Miguel. Chama-se a atencao para o facto de as espécies
helmintas apresentarem varias sinonimias para género e espécie. Neste estudo, foi
adoptada para determinada espécie a sinonimia mais consensual e utilizada pelos

especialistas da actualidade.
Por ultimo, espera-se que a revisao bibliografica e as fotomicrografias apresentadas

sejam uma contribuicdo importante para futuros estudos helmintolégicos em Portugal, onde

sao evidentes as lacunas de informagao na area da parasitologia de roedores.
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CLASSE CESTODA
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CYSTICERCUS FASCIOLARIS (RUDOLPHI, 1808), FORMA LARVAR DE TAENIA
TAENIAEFORMIS (BATSCH, 1786) WOLFFUGEL, 1911

Morfologia

M. musculus € um hospedeiro intermediario de T. taeniaeformis. Como tal, nesta
espécie de roedor apenas foram encontradas, no figado, as formas larvares deste céstode,
C. fasciolaris. As formas adultas apenas sdo encontradas nos intestinos dos hospedeiros
definitivos, usualmente os gatos.

A forma larvar de T. taeniaeformis é encontrada enquistada no tecido hepatico do
hospedeiro intermediario (Figura 3.2). Este metacestode € um estrobilocerco que se
encontra protegido no interior de uma vesicula desenvolvida, de coloragao amarelada, cheia
de um liquido hialino e que atinge 9 mm de didmetro. A aparéncia externa da larva é
semelhante a da forma adulta (Figura 3.1), mas nunca alcan¢ga a maturidade sexual no
roedor. O corpo apresenta uma coloragcao esbranquicada e é constituido por um escélex
armado e um estrobilo longo e segmentado. Este ultimo mediu em média 5,15 cm de
comprimento, apresentando largura variavel com a porgdo anterior mais larga que a
posterior. Formas larvares alcangando 30 cm ja foram registadas (Cordero-del-Campillo &
Rojo-Vazquez, 1999). No escolex observam-se quatro ventosas e uma dupla coroa de
ganchos (Figura 3.3). O numero total de ganchos é de 30-40, com os da coroa anterior a
medir 210,9 um de comprimento e os da coroa posterior 161,7 um. Apenas foi encontrada

uma forma larvar por hospedeiro infectado.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

T. taeniaeformis € um céstode caracteristico de gatos e outros carnivoros que usa
varias espécies de roedores como hospedeiros intermediarios (Quadro 3.1) e se caracteriza
por uma distribuicdo geografica cosmopolita, que se sobrepde a distribuicdo do gato

domeéstico (Al-dJashamy & Islam, 2007).

' Nota sistematica: o metacestode completamente desenvolvido da familia Taeniidae consiste numa vesicula
cheia de liquido em cujo interior ocorre um ou mais escolices. Até metade do séc. XIX, a relacdo entre estas
vesiculas e os vermes adultos ndo era conhecida. Assim, as vesiculas foram descritas e nomeadas como
espécies distintas e colocados no actualmente extinto Filo Cystica. As respectivas formas adultas receberam
nomes nao relacionados e foram colocadas no igualmente extinto Filo Vermes. Curiosamente, a confusao
resultante tem sido preservada até a actualidade pela manutengdo da nomenclatura binomial (Georgi, 1980). Por
exemplo, e em relagdo a espécie em estudo, o termo Cysticercus fasciolaris ainda € amplamente utilizado para
identificar a forma larvar de Taenia taeniaeformis, a forma adulta.
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Quadro 3.1 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de T. taeniaeformis.

Hospedeiros Ordem Espécies

Acinonyx jubatus, Canis aureus, C. familiaris, Caracal caracal, Felis
catus, Felis sp., Genetta genetta, Lynx pardinus, Martes foina, M.
martes, Mellivora capensis, Mustela erminea, Panthera sp., Viverra
zibetha, Vulpes vulpes

Definitivos Carnivoros

Apodemus argenteus, A. speciosus, A. sylvaticus, Arvicola terrestris,
Bandicota bengalensis, Clethrionomys glareolus, Microtus agrestis,
Roedores M. arvalis, M. pennsylvanicus, Mus musculus, Neotoma floridana,
Intermediarios Ondatra zibethica, Procyon lotor, Rattus lutreolus, R. norvegicus, R.
rattus, R. tiomanicus, Sciurus carolinensis, S. niger, Sigmodon
hispidus

Lagomorfos | Lepus americanus, Oryctolagus cuniculus

Referéncias: Harkema, 1936; Mahon, 1954; Gallati, 1956; Abuladze, 1964; Ishimoto, 1974;
Krishnasamy et al., 1980; Taylor & Calaby, 1988; Founta et al., 1994; Hasegawa et al., 1994; Behnke
et al., 1998; Calvete et al., 1998; Torres et al., 1998; Bomfim, 2001; Ito & Itagaki, 2003; Matoba et al.,
2003; Pétavy et al., 2003; Eira et al., 2006; Irizarry-Rovira et al., 2007; Singla et al., 2009.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. taeniaeformis é indirecto, com o gato como hospedeiro definitivo
principal e diversas espécies de roedores como hospedeiro intermediario. Apds a ingestao
por parte do roedor de alimento ou agua contaminada com fezes do hospedeiro definitivo
infectado, a membrana externa dos ovos ingeridos € dissolvida pelos sucos gastricos e a
oncosfera ou embrido hexacanto é libertada no intestino delgado. Posteriormente, a
oncosfera penetra a parede intestinal e é transportada pela corrente sanguinea até ao
figado em cujos capilares fica alojada. Apds 6 dias, uma larva pode ser encontrada no
interior de uma pequena vesicula enquistada na superficie do figado. As paredes da
vesicula sao formadas pela proliferagcdo do tecido conjuntivo do roedor. S0 necessarios
cerca de 2 meses para a larva se transformar num estrobilocerco infectante completamente
desenvolvido. Quando o hospedeiro definitivo ingere o figado do roedor infectado, a
digestdo da vesicula liberta a larva que depois se fixa a parede intestinal. Esta atinge a
maturidade em 35-42 dias, periodo em que 0s primeiros ovos comegam a surgir nas fezes.
No total, sdo necessarios pelo menos 250 dias para o ciclo de vida se completar, e a
paténcia pode durar 7-34 meses (Salisbury & Anderson, 1939; Gallati, 1956; Singh & Rao,
1965; Williams & Sheareer, 1981).

Potencial zoonético

Apenas ha registo de um caso humano de infecgao por C. fasciolaris, a forma larvar
de T. taeniaeformis. Este caso foi diagnosticado durante a autopsia de um homem de 77
anos que apresentava numerosos quistos no figado, e que tera falecido por causas alheias

a infeccao (Stérba & Barus, 1976).
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Alguns casos humanos esporadicos de parasitismo pela forma adulta, T.
taeniaeformis, tém sido registados, nomeadamente na Argentina, ex-Checoslovaquia,
Dinamarca, Taiwan e Sri Lanka (Al-Jashamy & Islam, 2007). Nestes casos, foram
recuperadas formas adultas de intestinos humanos. O modo de como estes pacientes foram
infectados n&o é inteiramente conhecido. Nos casos em que um unico verme foi removido, é
possivel que o verme adulto tenha sido consumido pelos pacientes apés o verme ter
passado pelas fezes de um gato. Nos casos em que varios vermes foram removidos, os
pacientes deverao ter ingerido tecidos de coelho ou roedores infectados pelo estado larvar
(Bowman et al., 2002).
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Figuras 3.1-3.3 — Fotomicrografias de C. fasciolaris (forma larvar de T. taeniaeformis). 3.1 — Aspecto
morfologico geral da larva e da vesicula (V) na qual ocorre inclusa. 3.2 — Vesicula enquistada no
figado. 3.3 — Escolex mostrando as quatro ventosas (Vt) e o rostelo (R) armado com uma dupla coroa
de ganchos.
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HYMENOLEPIS DIMINUTA (RUDOLPHI, 1819) BLANCHARD, 1891

Morfologia

Tal como os restantes céstodes, o corpo de Hymenolepis diminuta tem a forma de
uma longa fita segmentada, estando revestido por um tegumento e dividido em escolex,
pescoco e estrébilo. O estrobilo divide-se, por sua vez, em centenas de proglétides. As
proglétides sdo consideradas jovens ou imaturas quando a sua estrutura reprodutora esta
ainda resumida ao poro genital unilateral e a um esbogo do utero. As proglétides sexuadas e
maduras ja sdo hermafroditas, apresentando estruturas masculinas (trés testiculos ovoides)
e femininas (utero e ovario) (Figura 3.5). O aparelho reprodutor masculino é o primeiro a ser
formado e vai atrofiando a medida que o feminino se desenvolve. O aparelho reprodutor
feminino também acaba por regredir ao dar lugar a um utero repleto de ovos que ocupa
quase por completo o interior da proglétide (Figura 3.6). As proglétides neste estadio de
desenvolvimento s&o denominadas de proglotides gravidas. A cabegca € pequena e
arredondada, provida de quatro pequenas ventosas e de um rostelo, piriforme e desarmado
(desprovido de ganchos), que se encontra geralmente retraido ou invaginado numa
cavidade anterior (Figura 3.4).

Os estrobilos extraidos intactos do intestino delgado de M. musculus mediram em
meédia 13,4 cm de comprimento. Ha referéncias na literatura de estrébilos que atingiram 1 m,
mas normalmente o seu comprimento médio situa-se nos 20-60 cm (Faust, 1949),
consoante o tipo de hospedeiro (Read & Voge, 1954). Aumentam gradualmente em largura
desde a zona do pescoco até a porgao final do estréobilo. Uma analise mais atenciosa revela-
nos que este aumento gradual se deve ao facto de as proglétides serem sucessivamente
maiores, estando as imaturas, e por isso mais pequenas, mais proximas do escoélex e as
gravidas, maiores e repletas de ovos, mais afastadas. As proglétides terminais sdo as
maiores e alcancam 1,9 mm de comprimento e 0,325 mm de largura. As proglétides
gravidas desprendem-se do estrébilo, sdo parcialmente digeridas e os ovos sao libertados
no lumen do intestino. Estes ovos de forma oval medem em média 64,8 um de comprimento
e 57,6 um de largura. Sao hialinos, mas apresentam uma coloragao castanha-amarelada em
resultado da absorcao de pigmentos biliares. A oncosfera apresenta uma membrana interna
desprovida de filamentos polares, apesar de possuir um espessamento em cada poélo. No

seu interior ocorrem trés pares de ganchos lanceolados (Figura 3.7).

45



Capitulo 3

Hospedeiros & Distribuicao geografica

H. diminuta é o céstode mais frequentemente encontrado em Rafttus sp., o
hospedeiro e reservatério natural, mas M. musculus e outros mamiferos, incluindo o homem,
podem igualmente ser infectados por este parasita. Diversas espécies de artrépodes
copréfagos actuam como hospedeiros intermediarios (Quadro 3.2). E um parasita de

distribuicdo cosmopolita que tem sido encontrado em todas as regiées do mundo.

Quadro 3.2 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de H. diminuta.

Hospedeiros Ordem Espécies

Apodemus speciosus, A. sylvaticus, Citellus tridecemlineatus,
Geomys bursarius, Grammomys surdaster, Mogera kobeae, M.

I Roedores : .

Definitivos wogura, Mus musculus, Praomys jacksoni, Rattus exulans, R.

norvegicus, R. rattus, Sciurus carolinensis

Carnivoros | Felis catus

Aglossa dimidiata, Aphornia gularis, Pyralis farinalis, Tinea

Lepidopteros granella, T. pellionella

Dermapteros | Fontaria virginiensis, Julus sp.

Ceratophyllus fasciatus, Ctenocephalides canis, Ctenopsyllus
Sifonapteros | segnis, Nosopsyllus fasciatus, Orchopeas wickhami, Pulex irritans,

Intermediarios Xenopsylla cheopis

Akis spinosa, Aphodius distinctus, Dermestes peruvianus,
Dyscinetus gagates, D. vulpinus, Geotrupes stercorosus, Scaurus
striatus, Stegobium paniceum, Tenebrio molitor, Tribolium
castaneum, T. confusum, T. obscurus, Ulosonia parvicornis

Coledpteros

Blatideos Blatta orientalis, Blattella germanica, Periplaneta americana

Ortépteros | Amblycorypha sp., Melanoplus femurrubrum, Schistocerca gregaria

Referéncias: Riley & Shannon, 1922; Oldham, 1931; Faust, 1949; Hansen, 1950; Bacigalupo, 1951;
Wardle & McLeod, 1952; Burnham, 1953; Heyneman & Voge, 1971; Lethbridge, 1971; Joseph, 1974;
Heicher & Gallati, 1978; Yokohata et al., 1989; Roberts et al., 1992; Yokobori et al., 1993; Founta et
al., 1994; Sohn & Chai, 2005.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de H. diminuta é indirecto com um insecto como hospedeiro
intermediario. Apés ingestao de fezes de um hospedeiro infectado, as oncosferas contidas
nos ovos séo libertadas, eclodem no tracto digestivo dos insectos e pela acgdo mecénica
dos ganchos penetram a parede intestinal e alcangam o hemocélio onde se transformam em
larvas cisticercoides (a fase infectiva para os mamiferos). Com a ingestdao do insecto
infectado pelo hospedeiro definitivo, normalmente um roedor, a larva cisticercoide é
libertada, fixa-se a parede intestinal e prossegue o0 seu desenvolvimento até ao estado
adulto. Novas proglétides estdo constantemente a ser produzidas pela linha celular
germinativa localizada posteriormente ao escoléx. Estas proglétides comegam a produzir os
seus primeiros ovos em cerca de 9 dias apds a sua formagao (Faust, 1949; Kearn, 1998).

Em roedores, especialmente quando a infecgdo € produzida por apenas alguns
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especimenes, os parasitas podem viver tanto quanto o tempo de vida do hospedeiro (Read,
1967).

Potencial zoonético

A himenolepiase humana causada por H. diminuta € uma infeccao rara, com cerca
de 500 casos humanos diagnosticados a nivel mundial (Wiwanitkit, 2004). No entanto, uma
vez que varias espécies de roedores comensais sdo portadoras da infeccao, é provavel que
0 numero real de casos humanos seja muito superior. A transmisséo do parasita ao homem,
geralmente criancas (Marangi et al., 2003), ocorre acidentalmente através da ingestdo de

um insecto hospedeiro infectado com larvas cisticercéides.

Sintomatologia

A himenolepiase humana é geralmente assintomatica, mas dor abdominal, prurido,
tonturas, indigestédo, diarreia, perda de peso e eosinofilia tém sido registados (Marangi et al.,
2003; Kunwar et al., 2005; Watwe & Dardi, 2008).

Diagnéstico & Tratamento

O diagnéstico € realizado pela identificagdo microscépica dos ovos mediante analise
coprolégica. Os ovos podem ser diferenciados dos de Rodentolepis nana pelo seu maior
tamanho e pela auséncia dos filamentos polares na membrana interna (Andreassen, 1998).
A droga de elei¢cao para o tratamento de himenolepiase humana é o praziquantel (Marangi
et al., 2003; Mowlavi et al., 2008). Outras drogas como a niclosamida também tém-se

revelado eficazes (Tena et al., 1998; Marangi et al., 2003).
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Figuras 3.4-3.7 — Fotomicrografias de H. diminuta. 3.4 — Escolex mostrando as ventosas (setas) e o
rostelo desarmado (cabega de seta) retraido numa cavidade interior. 3.5 — Porgcdo do estrobilo
formada por um conjunto de proglétides maduras, apresentando os 6rgdos reprodutores corados
(setas). 3.6 — Secgdo de uma porgao do estrobilo formada por um conjunto de proglétides gravidas,
em cujo interior ocorre o utero repleto de ovos. 3.7 — Ovo apresentando a coloragdo amarelada
caracteristica e trés pares de ganchos lanceolados (seta).
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RODENTOLEPIS NANA (VON SIEBOLD, 1852) SPASSKII, 1954°

Morfologia

Apesar de menores dimensdes, o corpo de R. nana € em forma e constituicao muito
semelhante ao de H. diminuta. A cabeca é romboidal, provida de quatro ventosas
hemisféricas (Figura 3.8) e de um rostelo armado com uma coroa de 22-26 ganchos em
forma de “Y” com 10,8 um de comprimento (Figura 3.9). O pescogo é alongado e delgado. O
comprimento dos estrobilos extraidos do intestino delgado de M. musculus em S&o Miguel
foi em média de 45,7 mm. As proglétides mais proximas do escélex, imaturas e mais
pequenas, vao-se sucedendo proglétides progressivamente mais maduras, de comprimento
e larguras maiores. Estas ultimas alcangcam 0,844 mm de comprimento e 0,155 mm de
largura. Cada proglétide madura (Figura 3.10) possui um poro genital unilateral e trés
testiculos que formam um tridngulo alongado separado pelos ovarios. Cada proglétide
gravida possui um utero cheio de ovos. Estes ovos sdo de forma oval ou quase esférica e
quase transparentes (Figura 3.11), medindo em média 53,1 um de comprimento e 37,8 um
de largura. A membrana da oncosfera possui um espessamento em cada pélo dos quais
partem 4 ou 8 filamentos que se prolongam pelo espago entre as membranas interna e

externa. No interior da oncosfera ocorrem trés pares de ganchos lanceolados.
Hospedeiros

R. nana possui como hospedeiros principais nao s6 diversas espécies de roedores,
como também o ser humano (Quadro 3.3). No entanto, alguns autores alegam que nos
roedores ocorre uma estirpe diferente, R. nana var. fraterna, por oposig¢ao a estirpe humana,
R. nana var. nana, ambas morfologicamente indistinguiveis. Surge assim a controvérsia
sobre o estatuto singular ou dualistico deste céstode. Ainda ndo esta completamente
esclarecido se as espécies R. nana e R. fraterna sdo de facto duas espécies distintas,
especificas para homem e roedores, respectivamente, se sao espécies distintas, mas

ambas com capacidade para infectar homem e roedores, ou se simplesmente sao a mesma

% Nota sistematica: Na literatura existe uma grande falta de consenso em relagdo a classificagdo taxonémica
desta espécie. Espécies do género Hymenolepis de rostelo armado com os testiculos em linha ndo separados
pelos ovarios foram reposicionadas no género Vampirolepis Spasskii, 1954. Outras espécies do género
Hymenolepis de rostelo armado e com os testiculos orientados em forma de um tridngulo alongado separados
em dois grupos pelos ovarios foram reposicionadas no género Rodentolepis. O género Vampirolepis ficou
restringido a espécies parasitas de morcegos, partiihando com Rodentolepis um rostelo armado retractil
(Vaucher, 1992; Czaplinski & Vaucher, 1994). De acordo com esta classificacéo, a espécie Hymenolepis nana foi
re-classificada como Rodentolepis nana, e o género Hymenolepis passou a conter apenas espécies com rostelo
desarmado. Apesar desta revisdo da nomenclatura, R. nana continua a ser referida universalmente como H.
nana na literatura ndo-taxonémica e no meio médico.
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espécie que pode ser encontrada em qualquer um dos hospedeiros (Brumpt, 1949; Ferretti
et al., 1981). Contudo, infecgcbes cruzadas em ambas as direcgdes sao possiveis, pelo que
R. nana deve ser considerada uma espécie zoondtica (Andreassen, 1998; El-Sayad & Lotfy,
2002; El-Sayad & Lotfy, 2004).

Quadro 3.3 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de R. nana.

Hospedeiros Ordem Espécies
Apodemus argenteus, A. sylvaticus, Bandicota bengalensis,
Definitivos Roedores Funambulus pennanti, Meriones hurrianae, M. unguiculatus,

Mesocricetus auratus, Mus musculus, Rattus norvegicus, R. rattus

Sifonapteros | Ctenocephalides canis, Pulex irritans, Xenopsylla cheopis

Intermediarios

Coleépteros | Tenebrio molitor, T. obscurus, Tribolium confusum

Referéncias: Larsh, 1946; Bailey, 1947; Faust, 1949; Lussier & Loew, 1970; Nama, 1990; Yokobori et
al., 1993; Fuentes et al., 2004.

Distribuicao geografica

R. nana é um céstode de distribuicdo cosmopolita, apesar de aparentemente ser
mais comum em regides quentes em detrimento das mais frias. Ocorre no sul da Asia,
Médio Oriente, Europa Meridional, republicas da Asia Central, india, América do Sul, sul dos
Estados Unidos e Pacifico Sudoeste (Fan, 2005).

Ciclo de vida

Os céstodes geralmente requerem pelo menos um hospedeiro intermediario para
completar o seu ciclo de vida (Smyth, 1969). R. nana é o Unico céstode capaz de o
completar sem esse intermediario. No entanto, além do ciclo de vida directo R. nana pode

ter também um ciclo de vida indirecto com um insecto a servir de hospedeiro intermediario.

Directo

O desenvolvimento de R. nana de ovo a larva cisticercoide e posteriormente ao
estado adulto pode ocorrer inteiramente no hospedeiro definitivo sem a necessidade da
intervengdo de um hospedeiro intermediario. Apds a sua ingestao pelo hospedeiro definitivo,
os ovos eclodem no duodeno e libertam as oncosferas que penetram com os trés pares de
ganchos as vilosidades intestinais do intestino delgado, onde se desenvolvem até ao estado
de larva cisticercéide. Em 5-6 dias, a vilosidade entra em ruptura, a larva cisticercoide
emerge da mucosa para o lumen intestinal, fixa-se firmemente a parede intestinal pelo
escolex e em cerca de 2 semanas desenvolve-se até ao estado adulto, de estrobilo maduro

e com capacidade reprodutiva. O periodo pré-patente é de cerca de 14 dias, podendo
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chegar aos 25, e o tempo de vida do verme adulto € de 4-6 semanas (Faust, 1949; Wardle &
McLeod, 1952; Smyth, 1962). Quando uma proglétide gravida se desprende do estrébilo,
passa pelo tracto digestivo e € expelida juntamente com as fezes. Contudo, alguns ovos que
se soltam da proglétide podem dar inicio a um processo de auto-infec¢cdo ao se alojarem
nas vilosidades intestinais em vez de passarem para o exterior. Assim, um unico estrébilo
pode dar origem a uma grande coldnia de vermes adultos e a infecgdo pode persistir por um

tempo muito superior ao tempo de vida do primeiro verme.

Indirecto

O ciclo de vida indirecto inicia-se quando o insecto hospedeiro intermediario ingere
ovos de R. nana. Estes eclodem no tubo digestivo e libertam as oncosferas que penetram a
parede intestinal e se desenvolvem no hemocélio até a fase de larva cisticercéide. Quando o
hospedeiro definitivo ingere o hospedeiro intermediario, as larvas cisticercéides sao
libertadas deste ultimo e fixam-se a parede intestinal do definitivo onde se desenvolvem até
ao estado adulto. O periodo pré-patente de 4 dias é inferior ao do ciclo de vida directo
(Faust, 1949).

Potencial zoonético

Transmissao

A transmissdo de R. nana no homem ocorre pela via feco-oral, com passagem de
ovos directamente da mao para a boca. Por este motivo, ha uma tendéncia para que a
prevaléncia de infeccdo seja superior em grupos onde as condicbes de higiene sao
deficientes, como criancas e pessoas institucionalizadas. A contaminacdo por ingestao
acidental de um hospedeiro intermediario infectado com larvas cisticercoides ou por
ingestdo de agua ou alimentos contaminados com ovos sado vias de transmissao alternativas
(Faust, 1949; Mason & Patterson, 1994; Andreassen, 1998; Sirivichayakul et al., 2003).
Apesar de o homem ser o principal foco de infecgdo, os roedores constituem sempre uma

potencial ameacga (Andreassen, 1998).

Epidemiologia

Crompton (1999) estimou que no mundo inteiro existem cerca de 75 milhbdes de
pessoas infectadas por R. nana, fazendo deste parasita a infeccdo céstode humana mais

comum a nivel mundial. R. nana é mais frequente nos paises em desenvolvimento, devido
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em parte as condig¢des climaticas mais favoraveis, climas quentes e aridos, e as condigbes
higiénico-sanitarias deficitarias. A prevaléncia de infecgdo varia entre valores proximos de
zero e 1,2% nos paises desenvolvidos (Min et al., 1986; Kappus et al., 1991; EI-On et al.,
1994; Alegre et al., 2004) e entre 1,81% e 13,42% nos paises em desenvolvimento (Marnell
et al., 1992; Fallah et al., 2002; Mirdha & Samantray, 2002; Tasawar et al., 2004; Hamit et
al., 2008), podendo alguns casos mais especificos, como populac¢des indigenas, atingir
valores tao elevados como 31,2-54,6% (Reynoldson et al., 1997; Menghi et al., 2007). De
modo geral € em criangas em idade escolar de comunidades desfavorecidas que se
verificam as maiores prevaléncias de infecgao, variando entre 5% e os casos mais extremos
de 58,6% (Mason & Patterson, 1994; Getahun, 2005; Adhikari et al., 2007; Jacobsen et al.,
2007; Al-Zain, 2009).

Sintomatologia

Apesar de R. nana ser o céstode humano de menores dimensdes, pode originar
graves complicagdes nervosas ou toxicoldgicas, particularmente em criangas de tenra idade
OU nOs casos em que O parasita esteja presente em elevado numero. Os sintomas
apresentados pelo paciente parecem ser maioritariamente influenciados pela intensidade ou
gravidade da infeccdo. Infecgdes superiores a 1000-2000 vermes (severas) sao
normalmente acompanhadas por dor abdominal, diarreia, vomitos, convulsdes, tonturas,
perda de apetite, fraqueza e eosinofilia (Faust, 1949; Andreassen, 1998). Em criangas, a
infeccao pode estar associada a um retardamento do crescimento em peso e altura (Khalil et
al., 1991). Infeccdbes com reduzido numero de vermes (suaves) sdo geralmente

assintomaticas.

Diagnéstico & Tratamento

O diagndstico é baseado na presenga dos ovos caracteristicos nas fezes. Os ovos
de R. nana podem ser facilmente diferenciados dos de H. diminuta pelo seu menor tamanho
e pela presenca dos filamentos polares na membrana interna (Andreassen, 1998).
Praziquantel e niclosamida sao as drogas mais frequentemente usadas no tratamento de
infeccao por R. nana (Schenone, 1980; Eom et al., 1988; Khalil et al., 1991; Andreassen,
1998). Nitazoxanida tem também mostrado alguns resultados satisfatorios (Diaz et al., 2003;
Chero et al., 2007). As larvas cisticercoides de R. nana n&o sao tao susceptiveis as drogas
como os vermes adultos, pelo que para um tratamento bem sucedido podera ser necessario
uma maior dose do composto anti-helmintico ou um prolongamento da duragcdo do

tratamento.
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Figuras 3.8-3.11 — Fotomicrografias de R. nana. 3.8 — Escolex mostrando as ventosas (setas) e o
rostelo armado (cabega de seta). 3.9 Pormenor do rostelo armado com uma coroa de cerca de 24
ganchos em forma de “Y”. 3.10 — Porgéo do estrébilo formada por um conjunto de proglotides
maduras, apresentando os 6rgaos masculinos (seta) e femininos (cabeca de seta) corados. 3.11 —
Conjunto de ovos resultante da ruptura de uma proglétide gravida, cada ovo apresentando filamentos
polares (setas) e trés pares de ganchos lanceolados (cabega de seta).
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AONCHOTHECA ANNULOSA (DUJARDIN, 1845) BAIN ET WERTHEIM, 1980

Morfologia

O longo corpo de Aonchotheca annulosa tem caracteristicamente forma de anel,
particularmente na porcao posterior (Figura 3.12). A terminacéo cefalica €, por sua vez,
extremamente fina e apresenta uma abertura bucal sem labios (Figura 3.13). A juncao
esoéfago-intestinal define a fronteira entre a porgéo anterior e posterior do corpo (Figura
3.14). A cuticula é estriada transversalmente e a banda bacilar (Figura 3.15) lateral
compreende 1/3 do diametro do corpo.

Nenhum macho e apenas duas fémeas foram extraidos do intestino grosso de dois
individuos M. musculus. Estas mediram 19,1 mm de comprimento e 0,056 mm de largura. A
vulva ndo apresenta qualquer tipo de apéndice. A cauda é cega, nao pontiaguda, € 0 anus
subterminal (Figura 3.16). Nao foram observados ovos, provavelmente devido aos
especimenes nao terem ainda atingido a plena maturidade, mas segundo Skrjabin et al.

(1957) estes medem 56 ym de comprimento por 50 um de largura.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

A. annulosa é um nematode que parasita habitualmente roedores (Quadro 3.4) que

ocorre na Europa, Russia e Norte de Africa (Skrjabin et al., 1957).

Quadro 3.4 — Espectro de hospedeiros de A. annulosa.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Apodemus sylvaticus, Clethrionomys glareolus, M. musculus, R. norvegicus, R. rattus,

Roedores . o
Tamias sibiricus

Referéncias: Skrjabin et al., 1957; Milazzo et al., 2003; Pisanu et al., 2007.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de A. annulosa nao esta descrito. Pensa-se que esta espécie

apresenta ciclo de vida directo (Féliu et al., 1997).

Potencial zoonético

Nao ha casos humanos registados de parasitismo por A. annulosa.
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Figuras 3.12-3.16 — Fotomicrografias de A. annulosa. 3.12 — Aspecto geral da porgéo posterior e
parte inicial da porgéo anterior. 3.13 — Pormenor da extremidade anterior mostrando a abertura bucal
(seta) sem labios. 3.14 — Pormenor da jungéo esodfago-intestinal (JEI). 3.15 — Pormenor da zona
esofagica evidenciando a banda bacilar (BB) e os esticécitos (setas). 3.16 — Porgéo posterior

mostrando a abertura anal (seta).
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CALODIUM HEPATICUM (BANCROFT, 1893)

Morfologia

Devido a sua espessura, comprimento e localizacao, & extremamente dificil extrair os
delicados exemplares de Calodium hepaticum intactos do parénquima hepatico onde se
encontram embebidos (Figura 3.17). Além do mais, os individuos desta espécie
desintegram-se ao fim de algumas semanas. Por esta razdo, nenhum macho foi extraido
intacto.

Os nematodes extraidos do tecido hepatico sao filiformes e de cor esbranquigada. O
corpo cilindrico é revestido por uma cuticula fina e estriada transversalmente. As bandas
bacilares ocorrem em fileiras perpendiculares a superficie da cuticula, prolongando-se ao
longo de grande parte do corpo. A abertura bucal € muito pequena e arredondada, sem
labios. O esdéfago é formado por duas seccbes, uma anterior, pequena e muscular, e uma
posterior, fina e cuticular. Ocorre rodeado dorsal e lateralmente por uma longa coluna de
células moniliformes com fungdes analogas a glandulas esofagicas. Este conjunto celular é
denominado de esticossoma e as células que o constituem de esticécitos.

As fémeas extraidas mediram em média 63 mm de comprimento, apresentando uma
zona cefalica delgada com 0,074 mm de largura e a porgao posterior consideravelmente
mais espessa com 0,162 mm de largura. O ovario localiza-se na zona final da porgao
posterior do corpo, onde se liga ao oviducto, que por sua vez comunica com o utero. O utero
€ um tubo, cheio de ovos nas fémeas sexualmente maduras (Figura 3.19), que se
transforma numa vagina muscular. Os peculiares ovos desta espécie apresentam forma de
barril com opérculos tipicos nos polos, e uma estriagao radial caracteristica (Figura 3.20). Os
ovos medem em meédia 53,1 ym de comprimento e 28,8 um de largura. A casca do ovo
consiste em quatro camadas: a externa muito fina que cobre o ovo inteiro; a segunda muito
espessa, que nao cobre os dois opérculos; a terceira de tom acastanhado, que forma os

opérculos nos pélos; e a quarta, transparente, que cobre a parte germinativa do ovo.
Analise histologica de tecido hepatico

O diagndstico final de infeccao por C. hepaticum foi realizado com recurso a cortes
histologicos de figados infectados, que permitiram a identificacdo dos ovos caracteristicos

deste nematode. Macroscopicamente, os figados apresentaram aspecto reticulado conferido

por lesbes hepaticas multifocais de maior ou menor extensao distribuidas aleatoriamente na
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superficie capsular (Figura 3.18). Estas lesdes eram caracterizadas por pontos ou linhas
amareladas que se entrecruzavam no parénquima hepatico.

As lesdes histopatoldgicas do figado consistiram em varios aglomerados multifocais
de ovos (Figuras 3.21 e 3.22) e em cortes transversais e longitudinais de parasitas adultos
(Figura 3.23), alguns ja em processo de degeneragdo, rodeados por focos necréticos,
inflamacgdes granulomatosas e pequenas ou moderadas quantidades de tecido fibroso
decorrentes da proliferacdo de fibroblastos e da deposicdo de matriz colagénica (fibrose).
Os granulomas eram constituidos por focos de necrose e detritos celulares associados a
células inflamatérias, nomeadamente eosindfilos, neutrdfilos, leucédcitos e macréfagos
epitelidides. Varios conjuntos de ovos ocorreram livres no tecido hepatico devido a
desintegracao das fémeas que morrem logo apdés a postura e devido a reabsorg¢ao de zonas
fibréticas. Foram também detectados alguns focos de calcificagdo, por vezes significativos,
em material necrético (Figura 3.23).

Nalgumas preparacgdes histolégicas surgiram zonas brancas, principalmente nas
regides mais periféricas, correspondentes as zonas do tecido hepatico em que ocorreu
grande destruicdo de hepatdcitos. Tais artefactos sdo consequéncia do processo de

congelamento a que os figados estiveram sujeitos.

Hospedeiros

Os roedores s&o os principais hospedeiros de C. hepaticum. As maiores prevaléncias
tém sido registadas em R. rattus e R. norvegicus, que sdo os hospedeiros e reservatorios
por exceléncia. Este parasita tem sido detectado em muitos outros mamiferos (Quadro 3.5),
incluindo o homem, correspondendo a infecgdes acidentais resultantes do consumo de

alimento e agua contaminados com ovos embrionados (Spratt & Singleton, 1986).
Distribuicao geografica

C. hepaticum é um helminta cosmopolita, tendo ja sido registado em praticamente
todas as regides geograficas do globo, de diversos climas e condigcbes ambientais. No

entanto, parece ocorrer maioritariamente nas zonas temperadas e tropicais, onde a

temperatura e a humidade s&o elevadas (Galvao, 1981).

60



Apresentagdo dos Resultados

Quadro 3.5 — Espectro de hospedeiros de C. hepaticum.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Aethomys kaiseri medicatus, Apodemus agrarius, A. argenteus, A. flavicollis, A.
silvaticus, Arvicanthis abyssinicus rubescens, Arvicola terrestris, Blarina brevicauda,
Castor canadensis, C. fiber, Clethrionomys gapperi, C. glareolus, C. rufocanus,
Cricetomys gambianus, C. migratorius, Cynomys ludovicianus, Dasymys incomtus
medius, Ellobius talpinus, Erethizon dorsatum, Gerbilliscus kempi, Lemniscomys
Roedores striatus massaicus, Marmota monax, Mastomys coucha ugandae, Microtus nivalis,
Mus musculus, Myocastor coypus, Neotoma floridana, Ondatra zibethicus, Otomys
tropicalis, Peromyscus floridanus, P. gossypinus, P. leucopus, P. maniculatus,
Praomys albipes, P. jacksoni, Rattus exulans, R. norvegicus, R. rattus, Sciurus
anomalus, S. vulgaris, Sigmodon hispidus, Sorex cinereus, S. fumeus, Spilogale

putorius
Lagomorfos Lepus europaeus, Oryctolagus cuniculus, Sylvilagus floridanus
Carnivoros Canis familiaris, C. latrans, Cerdocyon thous, Felis catus, Lycalopex gymnocercus
Hiracdides Dendrohyrax arboreus

Perissodactilos | Equus ferus caballus

Ateles geoffroyi, Callithrix geoffroyi, Cebus capucinus imitator, Cercopithecus
Primatas aethiops, Gorilla gorilla beringei, Macaca nigra, Pan troglodytes, Pithecia pithecia,
Saguinus bicolor

Referéncias: Fain, 1953; Freeman & Wright, 1960; Layne & Griffo, 1960; Seo et al., 1964; Layne &
Winegarner, 1971; Solomon & Handley, 1971; Barrett & Chalmers, 1972; Wobeser & Rock, 1973;
Ishimoto, 1974; Farhang-Azad & Schlitter, 1978; Nation & Dies, 1978; Chaiyabutr, 1979; Chieffi et al.,
1981; Chineme & lbrahim, 1984; Singleton et al., 1991; Roberts et al., 1992; Borucinska & Nielsen,
1993; Borucinska et al., 1997; Graczyk et al., 1999; Hamir & Rupprecht, 2000; Illha & Barros, 2000;
Shimalov & Shimalov, 2002; Stojcevi¢ et al., 2002; Hilken et al., 2003; Landolfi et al., 2003; Ruas et
al., 2003; Reperant & Deplazes, 2005; Pizzi et al., 2008; Stidworthy et al., 2009.

Ciclo de vida

O desenvolvimento de C. hepaticum ocorre directamente sem um hospedeiro
intermediario, apesar dos predadores terem um papel importante no seu ciclo de vida. Apés
a infeccdo, o0s parasitas permanecem vivos no figado dos hospedeiros por
aproximadamente um més. Assim que morrem, ocorre a lise e a reabsor¢do dos seus
tecidos. A fémea deposita ao redor do seu corpo grupos de ovos no parénquima hepatico do
hospedeiro. Posteriormente, fibrose e calcificacdo das lesbes acabam por encapsular
parasitas € massas de ovos, podendo ai permanecer viaveis durante meses (Weidman,
1925; Shorb, 1931; Luttermoser, 1938a,b). Uma vez encapsulados, os ovos nao sao
excretados para o ambiente durante o tempo de vida do hospedeiro. A libertagdo dos ovos
ocorre por ingestdo do figado de um animal infectado por actos de canibalismo, predacao ou
necrofagia. A consequente passagem do figado pelo tubo digestivo do predador liberta os
ovos de C. hepaticum pela accédo dos sucos digestivos, que acabam por ser disseminados
no solo juntamente com os excrementos. Processos de decomposi¢ao do figado raramente
estdo na origem de ovos viaveis (Luttermoser, 1938a,b; Skrjabin et al., 1957). Na literatura
ha referéncia a ovos de C. hepaticum ocorrendo em fractos digestivos e fezes (Faust &
Martinez, 1935; Foster & Johnson, 1939; Chieffi et al., 1981). Skrjabin et al. (1957) sugerem

que estes sdo meros casos de parasitismo transiente, causados pela ingestao de figados de

61




Capitulo 3

animais hospedeiros infectados por C. hepaticum e consequente passagem dos ovos pelo
tracto gastrointestinal. Freeman & Wright (1960) e Farhang-Azad (1977b) sugerem a
manutencdo de C. hepaticum nos sistemas de tuneis e ninhos por canibalismo,
considerando a predacao e a decomposicao fontes secundarias de infeccao.

Em condi¢des de temperatura e humidade favoraveis e na presenca de oxigeénio, 0s
ovos de C. hepaticum desenvolvem-se até ao estadio infectante. Sdo susceptiveis a
dissecacdo, mas em ambiente humido a temperatura de 25°C desenvolvem-se
completamente em 35-45 dias. Podem permanecer viaveis durante longos periodos de
tempo (meses a anos, consoante os autores), tanto no estadio embrionado como nao
embrionado, e podem suportar as baixas temperaturas do Inverno sob os mantos de neve e
nos ninhos dos hospedeiros (Skrjabin et al., 1957). O hospedeiro é infectado pela ingestao
de ovos embrionados, que eclodem no ceco em 24 h. As larvas no primeiro estadio larvar
(L1) atravessam a parede do intestino em cerca de 6 h. Migram pela cavidade abdominal,
entram na veia porta hepatica e 52 h apés a infeccdo alcangam o figado. Atingem o estado

maduro neste 6rgao, surgindo fémeas gravidas 21 dias apos a infecgao (Olsen, 1986).

Potencial zoonético

C. hepaticum é um nematode zoonoético, com algumas dezenas de casos humanos
referenciados na literatura. O homem ¢ infectado pela ingestdo de comida, agua ou solo
contaminado por ovos (Tesana et al., 2007). A maior parte dos casos humanos reportados
diz respeito a criangas com idade inferior a 5 anos (Choe et al., 1993; Terrier et al., 1999),
provavelmente devido ao habito mais frequente nestas idades de levar a mao a boca e a
ingestdo de solo (geofagia) (Sawamura et al., 1999). Quando ovos embrionados sao
ingeridos ocorre a chamada infecgao genuina, em que a larva eclode no ceco e migra até ao
figado, desenvolvendo-se a capilariase hepatica. A larva pode chegar a outros 6érgaos, como
pulmbes e baco, mas morre quase de imediato (Sawamura et al., 1999). Fan et al. (2000)
fazem uma revisdo dos casos humanos até a data, aludindo a 42 genuinos a nivel mundial,
muitos dos quais terminaram em morte. Na revisao bibliografica realizada no ambito deste
estudo, constatou-se que estes autores identificaram erroneamente como sendo
portugueses dois casos brasileiros de capilariase hepatica. Outra forma de infecgédo por C.
hepaticum é a chamada infec¢ao espuria, mais frequente no homem, que ocorre quando o
hospedeiro ingere ovos ndo embrionados. Neste caso, 0s ovos apenas passam através do
tracto gastrointestinal e sdo libertados nas fezes, sem envolvimento do figado. E o que
sucede quando o hospedeiro ingere figado de um animal parasitado (Foster & Johnson,
1939).
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Sintomatologia

Elevada taxa de eosindfilos (eosinofilia até 85%), febre e hepatoesplenomegalia
(Cochrane et al., 1957; Galvao, 1981; Terrier et al., 1999; Fan et al., 2000) constituem os
sintomas quase sempre presentes nos casos descritos de capilariase hepatica. Anemia é
frequentemente observada, assim como hipergamaglobulinemia, quando averiguada. Por
vezes ocorre um aumento moderado e transitério do nivel das enzimas hepaticas (Cochrane
& Skinstad, 1961; Silverman et al.,, 1973; Choe et al., 1993; Nabi et al., 2007). Outras
manifestagcdes da doenca sdo cansago, nauseas, vomitos, perda de apetite e peso, dor e
distensdo abdominal (Berger et al., 1990; Terrier et al., 1999; Klenzak et al., 2005; Tesana et
al., 2007). Cislaghi & Radice (1970) apontam para a possibilidade da infeccdo por C.
hepaticum ser a causa de eosinofilia, hepatomegalia e febre inexplicaveis em criangas.

A infecgao pode causar hepatite aguda ou subaguda (inflamacéo local), dilatacdo dos
ductos biliares, abcessos hepaticos, destruicido de parénquima hepatico, fibrose que podera
evoluir para cirrose e mudangas granulomatosas devido essencialmente a desintegracéo
dos parasitas e aos seus ovos, resultando em dor abdominal, febre, convulsdes e nos outros
sintomas desta helmintiase (Choe et al., 1993; Fan et al., 2000; Keven et al., 2001; Klenzak
et al., 2005; Tesana et al., 2007).

A infeccdo espuria normalmente € assintomatica ou causa sintomas intestinais
transitorios, como desconforto abdominal e vomitos, sendo apenas detectada por analise

coprolégica (Lubinsky, 1961; Sawamura et al., 1999).

Casos subdiagnosticados

E surpreendente que apesar da grande prevaléncia desta parasitose entre roedores
comensais, do grande numero destes animais, e apesar das baixas condi¢des de higiene e
condi¢cbes econdmicas em que vive grande parte da populacdo mundial, aliada a alta
resisténcia dos ovos e a baixa especificidade de C. hepaticum, a capilariase hepatica nao
seja mais frequente entre os seres humanos (Galvao, 1981). Uma explicacao para este facto
podera estar na dificuldade do diagndstico, pois os ovos dos parasitas ndo aparecem nas
fezes (Galvao, 1979). Por outro lado, as manifestagbes clinicas de maior relevancia da
capilariase hepatica como hepatite aguda ou subaguda com hipereosinofilia, nao sao
especificas desta infeccao (Fan et al., 2000), pelo que é provavel que muitos casos desta
helmintiase sejam mal diagnosticados. Por exemplo, as larvas de C. hepaticum podem ser
responsaveis pela sindrome da larva migrans ou larva migrante, normalmente associada a
larvas de Toxocara canis e T. cati (Silverman et al., 1973; Kumar et al., 1985; Sawamura et

al., 1999). E ainda de realcar que os casos humanos n&o fatais e subclinicos podem passar
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despercebidos (Galvao, 1981), como provam alguns casos detectados acidentalmente
(Juncker-Voss et al., 2000).

Como os ovos de C. hepaticum sdo muito semelhantes aos de Trichuris trichiura, os
primeiros poderao passar despercebidos, ndo sendo identificados, em exames coprolégicos
rotineiros, quando ndo se esta atento para a possibilidade de encontrar este parasita
(Galvao, 1979). Assim, a infecgéo espuria podera ser mais frequente do que o relatado e ser

por vezes confundida com tricuriase, uma helmintiase muito comum a nivel global.

Diagnéstico

Todos os casos descritos foram diagnosticados através de biopsia hepatica ou
autdpsia, uma vez que os ovos nao passam para as fezes na infeccao genuina (Fan et al,,
2000). De facto, em vida, as possibilidades de diagnéstico ficam reduzidas a biopsia
hepatica que, para um diagndstico mais preciso, de ser realizada com laparotomia ou
laparoscopia, ja que os ovos se concentram em focos que podem nao ser atingidos com a
biopsia de agulha, conduzindo assim a um diagnéstico incorrecto (Galvao, 1981; Klenzak et
al., 2005). Devido a necessidade de um método mais adequado para o diagndstico, tém
surgido estudos incidindo sobre métodos imunoldgicos, principalmente técnicas de
imunofluorescéncia, para deteccido deste parasita, que requerem apenas uma amostra de
soro do paciente (Galvao, 1979; Juncker-Voss et al., 2000; Assis et al., 2004).

O prognéstico depende da gravidade da infestacdo. Com a destruicdo massiva do
tecido hepatico e faléncia hepatica, o resultado final podera ser morte, se nao estiver

disponivel um transplante hepatico (Terrier et al., 1999).

Tratamento

A infeccao por C. hepaticum tem sido tratada com prednisona, disofenol, tartarato de
pirantel, tiabendazol, mebendazol, albendazol e ivermectina com resultados mais ou menos
satisfatérios (Pereira & Franca, 1983; Berger et al., 1990; Sawamura et al., 1999; Terrier et
al., 1999; Nabi et al., 2007). O mebendazol, cuja dose terapéutica esta dentro do limite
recomendado para o homem (Cheetham & Markus, 1991), é a droga de eleigdo para o
tratamento de capilariase hepatica humana (Sawamura et al., 1999). Contudo, as drogas
apenas actuam contra parasitas adultos, sdo ineficazes contra os ovos, protegidos pelo
tecido fibroso e pela casca, que permanecem no tecido hepatico com a lesdo. Assim, em
alguns casos pode ser necessario a administracdo de corticosterdides para reduzir a

resposta inflamatéria (Sawamura et al., 1999; Keven et al., 2001).
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Figuras 3.17-3.20 - Fotomicrografias de C. hepaticum. 3.17 — Especimenes embebidos no
parénquima hepatico. 3.18 — Figado com aspecto reticulado conferido por lesbes de coloragao
amarelada que se entrecruzam na superficie do parénquima hepatico. 3.19 — Porgdo média da fémea
com utero repleto de ovos. 3.20 — Conjunto de ovos evidenciando os caracteristicos opérculos nos
polos (setas), resultante da ruptura de tecido hepatico parasitado por fémeas gravidas.
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3.23

Figuras 3.21-3.23 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de figado infectado por C. hepaticum.
3.21 - Conjunto de aglomerados multifocais de ovos no tecido hepatico. 3.22 — Pormenor de
aglomerado de ovos. 3.23 — Grupos de ovos livres no tecido hepatico e cortes transversais de
parasitas adultos em processo de degeneragdo, evidenciando alguma infiltracdo de células
inflamatérias (setas) e focos de calcificagdo (cabecgas de seta).
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EUCOLEUS GASTRICUS (BAYLIS, 1926)

Morfologia

Foram extraidos dois exemplares de Eucoleus gastricus do estdbmago de dois
individuos M. musculus de S&o Miguel que se encontravam em condi¢des muito
degradadas, provavelmente em consequéncia da fragil estrutura do corpo desta espécie e
do processo de congelagdo e descongelagdo a que estiveram sujeitos. Para além das
caracteristicas morfolégicas claramente visiveis (como os ovos), a localizagdo no
hospedeiro do qual foram recolhidos (estdbmago) e o facto da espécie ja ter sido identificada
por Casanova et al. (1996) em M. musculus de Sao Miguel, contribuiram para a identificagdo
dos exemplares.

O corpo de E. gastricus apresenta-se longo e afilado, com uma delicada cuticula
estriada transversalmente e bandas bacilares. Apesar do estado de conservagdo dos
exemplares extraidos, a presenca de ovos (Figura 3.24) em ambos permitiu a sua
classificagcdo como fémeas. Os ovos medem 72 ym de comprimento € 32 um de largura,

possuindo casca estriada n&o-granulosa.
Hospedeiros & Distribuicao geografica
E. gastricus € um nematode que parasita diversas espécies roedoras (Quadro 3.6)

que ocorre na Europa Ocidental, Arménia, Japdo, América do Sul e Australia (Skrjabin et al.,
1957).

Quadro 3.6 — Espectro de hospedeiros de E. gastricus.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Apodemus agrarius, A. alpicola, A. sylvaticus, Microtus arvalis, M. pinetorum, Ondatra

Roedores zibethica, Rattus fuscipes, R. lutreolus, R. norvegicus, R. rattus

Referéncias: Kasai, 1978; Obendorf, 1979; Lochmiller et al., 1982; Feliu et al., 1985; Taylor & Calaby,
1988; Féliu et al., 1997; Asakawa et al., 1999; de Bellocq et al., 2003; Klimpel et al., 2007.

Ciclo de vida

Além do estdbmago, E. gastricus pode ocorrer no eséfago do hospedeiro. O seu ciclo
de vida nao esta descrito, mas segundo Skrjabin et al. (1957), minhocas como Lumbricus
terrestris podem actuar como reservatérios e hospedeiros intermediarios deste nematode.

Os ovos sao ingeridos pelas minhocas nas quais eclodem. As larvas invadem os tecidos das
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minhocas e, apesar de permanecerem em L1, apos um periodo de crescimento moderado

tornam-se infectantes para o hospedeiro final (Anderson, 1992).

Potencial zoonético

N&o ha casos humanos registados de parasitismo por E. gastricus.

Figura 3.24 — Fotomicrografia de E. gastricus, mostrando a por¢do média da fémea com o utero
preenchido por uma fiada de ovos.
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GONGYLONEMA NEOPLASTICUM (FIBIGER ET DITLEVSEN, 1914)

Morfologia

Gongylonema neoplasticum é um nematode que parasita o estbmago e o eséfago
dos seus hospedeiros. Contudo, os exemplares do presente estudo foram extraidos da
mucosa do intestino delgado de M. musculus, local onde se encontravam fixados (Figura
3.25). Este é o primeiro caso descrito a nivel mundial de parasitismo por G. neoplasticum no
intestino.

Tal como os restantes membros do seu género, o corpo alongado de G.
neoplasticum apresenta uma cuticula coberta por espessamentos verruciformes ou bossas
cuticulares, especialmente proeminentes na parte anterior do corpo (Figura 3.26). A abertura
bucal é circundada por duas formacgdes frilobadas com I6bulos dorsais e ventrais
esclerotizados externamente e um denticulo interno. Lateralmente ocorrem lobulos estreitos
e pequenos e duas papilas cefalicas, além de duas submedianas. Dois alelos laterais,
comegando logo a seguir a papila cervical que ocorre a nivel do anel nervoso, prolongam-se
ao longo do comprimento do corpo. O eso6fago € muito longo, composto por duas secgbes, a
anterior, mais pequena e espessa, e a posterior, maior.

Os machos G. neoplasticum extraidos do intestino de M. musculus mediram em
média 13,82 mm de comprimento € 0,172 mm de largura maxima. O es6fago mediu na sua
totalidade 3,21 mm. Na porg¢ao posterior, a cauda é ligeiramente curva e possui dois alelos
caudais assimétricos, esquerdo e direito, suportados por 5 ou 6 pares de papilas pré-anais e
3 pares poés-anais assimetricamente distribuidos, duas espiculas quitinizadas de tamanho e
forma diferentes (Figura 3.27), e gobernaculo assimétrico. A espicula maior, localizada no
lado esquerdo, mediu 590 um de comprimento e 9,22 ym de largura maxima. Por sua vez, a
espicula menor, no lado direito, mediu 119,8 ym de comprimento e 13,82 um de largura, e o
gobernaculo 54,51 ym de comprimento.

As fémeas extraidas mediram em média 35,02 mm de comprimento e 0,311 mm de
largura maxima. O eséfago mediu na sua totalidade 4,61 mm. A cauda é de forma cénica e
préoximo do seu apice encontra-se o anus. A vulva encontra-se na porgao final do corpo.
Possuem utero didélfico, preenchido com ovos (Figura 3.28), e um oviducto muito longo,
tendo aproximadamente metade do comprimento do corpo. Os ovos medem 54,0 um de
comprimento e 34,2 ym de largura. Apresentam-se envoltos por uma casca espessa e

contém uma larva L1 na altura da postura.
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Hospedeiros & Distribuicao geografica

G. neoplasticum é um parasita comum em Rattus sp. que ja foi identificado em
muitas outras espécies animais. Os hospedeiros intermediarios sado insectos (Quadro 3.7).
Apresenta uma distribuicdo cosmopolita, tendo sido registado em praticamente todas as

regides do mundo.

Quadro 3.7 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de G. neoplasticum.

Hospedeiros Ordem Espécies

Apodemus flavicolis, A. sylvaticus, Dipodomys panamintinus, Mus

Roedores ) ; ;
musculus, Rattus norvegicus, R. rattus, R. tiomanicus

Definitivos Lagomorfos | Oryctolagus cuniculus

Artiodactilos | Ovis aries

Coleépteros | Tenebrio molitor

Intermediarios . Blatta orientalis, Blattella germanica, Periplaneta americana, P.
Blatideos : :
australasiae, Rhyparobia maderae

Referéncias: Yokogawa, 1925; Voge, 1956; Vives & Zeleddén-Araya, 1957; Krishnasamy et al., 1980;
Cordero-del-Campillo et al., 1994; Hasegawa et al., 1994; Eira et al., 2006.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de G. neoplasticum é indirecto e requer um insecto copréfago como
hospedeiro intermediario, tal como as restantes espécies do género. A fémea deposita os
ovos embrionados no limen do 6rgao em que se encontra. Os ovos passam depois para as
fezes do hospedeiro infectado e necessitam de ser ingeridos por um insecto hospedeiro
apropriado, geralmente um coledptero ou um blatideo. Posteriormente, eclodem nos tubos
digestivos dos insectos e as larvas invadem e desenvolvem-se até larva de segundo estagio
(L2) no hemocélio. Algumas larvas poderao eventualmente ser encapsuladas nos musculos,
onde atingem o terceiro estadio larvar (L3). Este estadio infectante & atingido no interior do
insecto 20-30 dias apds a ingestao dos ovos. A infecgao do hospedeiro vertebrado definitivo
ocorre apoés ingestédo do insecto. Os parasitas chegam ao estadio adulto 60-80 dias apds a

ingestao de um insecto infectado (Anderson, 1992; Haruki et al., 2005).
Potencial zoonético

A gongilonemose humana é uma infecg¢ao rara, com apenas 52 casos registados em
todo o mundo, e sem causar complicacdes de maior. Na maior parte dos casos humanos, G.

pulchrum é a espécie envolvida (Wilson et al., 2001; Haruki et al., 2005). Nao obstante, nao

existem casos humanos de parasitismo por G. neoplasticum registados.
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Figuras 3.25-3.28 — Fotomicrografias de G. neoplasticum. 3.25 — Especimenes fixos na mucosa do
intestino delgado. 3.26 — Porgéo posterior (esquerda) e anterior (direita) do corpo da fémea,
apresentando bossas cuticulares ovalada (seta) especialmente proeminentes na zona mais anterior.
3.27 - Zona caudal da porgao posterior do macho evidenciando as espiculas maior (seta) e menor
(cabecga de seta). 3.28 — Porgdo média da fémea com o utero (U) repleto de ovos em evidéncia.
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HETERAKIS SPUMOSA (SCHNEIDER, 1866)

Morfologia

Os exemplares de Heterakis spumosa, extraidos do ceco e da primeira porcdo do
célon, apresentam um corpo delgado de coloracdo amarela-esbranquigada. A boca é
pequena e tem trés labios desiguais, cada um com duas papilas laterais e uma situada entre
os labios. O esoéfago é desenvolvido e a sua por¢ao muscular passa por um bolbo esofagico
(Figura 3.29) que possui um complexo valvular. A cuticula que recobre o corpo é estriada
longitudinal e transversalmente. O corpo possui alelos cuticulares laterais suportados por um
par de papilas cervicais, que se iniciam ao nivel da zona cefalica na porgao anterior e se
prolongam até ao final da porgao posterior. O poro excretor ocorre na zona da por¢cao média
do esoéfago.

Os machos H. spumosa extraidos de M. musculus mediram em média 6,07 mm de
comprimento e 0,225 mm de largura maxima. Na regido caudal apresentam a ventosa
genital, uma estrutura muscular e pedunculada que é interrompida na margem posterior por
uma estrutura papiliforme (Figura 3.32). Nesta regido, os alelos caudais sdo suportados por
10 pares de papilas caudais: 2 pares de papilas pedunculadas ao nivel da ventosa, 3 pares
de papilas pedunculadas laterais (1 par pré-cloacal maior e mais largo, 1 par adcloacal
delgado e granular, 1 par pds-cloacal grande e mais delgado), 2 pares de papilas sésseis
proximos da cloaca, 3 pares de papilas laterais no extremo caudal. Nado apresentam
gobernaculo, mas possuem espiculas de tamanho e forma desiguais que terminam numa
ligeira curvatura.

As fémeas H. spumosa extraidas mediram em média 8,44 mm de comprimento e
0,281 mm de largura maxima. Apresentam 5 formacgdes cuticulares (labios) associadas a
vulva, 1 anterior a abertura vulvar e 4 posteriores (1 formacao seguida de mais 3) (Figura
3.30). A vulva é estriada transversalmente e a sua abertura ocorre aproximadamente a meio
do corpo. A cauda, conica e pontiaguda (Figura 3.31), apresenta 2 pares de papilas sésseis,
1 proximal ventrolateral e 1 assimétrico distal localizado lateralmente. O utero didélfico esta
repleto de ovos em forma de morula (Figura 3.30) que medem em média 60,3 um de

comprimento e 42,3 ym de largura.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

H. spumosa € um nematode vulgarmente encontrado no ceco do intestino grosso de

Rattus sp. e M. musculus. Muitas outras espécies de roedores podem ser infectadas
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(Quadro 3.8). De distribuicdo cosmopolita, tem sido registado nas mais diversas partes do

mundo.
Quadro 3.8 — Espectro de hospedeiros de H. spumosa.
Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)
Abrothrix olivaceus, Apodemus argenteus, A. speciosus, Bandicota bengalensis,
Roedores Clethrionomys rufocanus, Crycetomys emini, C. buchanani, C. gambianus, Hydromys
chrysogaster, Lophuromys sikapusi, Mogera kobeae, Rattus exulans, R. fuscipes, R.
norvegicus, R. rattus, R. sordidus, R. tunneyi, Rhizomys sp.

Referéncias: Smith, 1953; Ishimoto, 1974; Yokohata et al., 1989; Roberts et al., 1992; Cabrera &
Mendoza, 2001; Landaeta-Aqueveque et al., 2007; Rosario Robles et al., 2008.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de H. spumosa € directo. Os ovos ingeridos pelo hospedeiro eclodem
no intestino delgado e as larvas passam para o célon onde podem ser encontradas 48-72 h
ap6s a infeccdo. Os parasitas imaturos tendem a localizar-se no célon e a medida que se
vao aproximando da maturidade tendem a concentrar-se nos primeiros 1-2 cm. Em Rattus
sp., o periodo pré-patente é de 26-47 dias. Os ovos fertilizados aparecem nas fémeas 25
dias apés a infecgdo do hospedeiro, mas s6 a partir do dia 30 é que comegam a surgir nas
fezes. As fémeas continuam a crescer nos 100 dias seguintes apds o inicio da produgao de
ovos. Mais de 50% dos hospedeiros perdem a infecgdo em cerca de 150 dias, apesar de
alguns animais permanecerem infectados por mais de 300 (Skrjabin et al., 1961; Anderson,
1992).

Potencial zoonético

Nao ha casos humanos registados de parasitismo por H. spumosa.
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Figuras 3.29-3.32 — Fotomicrografias de H. spumosa. 3.29 — Por¢ao anterior mostrando o bolbo
esofagico (seta). 3.30 — Por¢cdo média da fémea evidenciando os labios (L) associados a vulva e o
utero (U) repleto de ovos. 3.31 — Porgao posterior da fémea. 3.32 — Porgao posterior do macho
apresentando a complexa estrutura copulatéria em vista lateral.
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MASTOPHORUS MURIS (GMELIN, 1790)

Morfologia

Mastophorus muris sdao nematodes relativamente grandes que apresentam uma
coloragao acastanhada e o corpo cilindrico revestido por uma cuticula muito espessa
constituida por cértex e camadas mediana e basal (Hamada & Wertheim, 1978). A abertura
bucal é rodeada por dois labios trilobados muito cuticularizados (Figura 3.33), em que o0s
I6bulos medianos tém forma quadrada e os laterais triangular. A superficie interna de cada
I6bulo possui uma membrana da qual emanam fiadas de dentes em numero e tamanho
variaveis. Na base de cada labio encontram-se duas papilas, uma em cada jungdo dos
I6bulos medianos e laterais. Pelo menos em especimenes fixados, a por¢cado posterior do
corpo adquire uma forma espiralada e apresenta tendencialmente uma curvatura ventral na
zona caudal (Figura 3.34).

Os machos M. muris extraidos de M. musculus mediram em média 28,5 mm de
comprimento e 0,844 mm de largura maxima. A cuticula na por¢cado posterior pode
apresentar-se inchada dando uma aparéncia ondulada ao corpo. Na face ventral da por¢ao
posterior a cuticula possui espessamentos ovais alongados. As papilas caudais,
pedunculadas, sao constituidas por 4 pares de papilas pré-anais e 2 pares pos-anais. Perto
da zona final da cauda existem pequenas papilas sésseis de numero variavel. As espiculas
séo filiformes, curvilineas e esclerotizadas. A espicula maior (Figura 3.35), localizada no
lado direito, mediu 1,39 mm de comprimento e 36 pm de largura maxima. Por sua vez, a
espicula menor, no lado esquerdo, mediu 1,01 mm de comprimento e 32,4 ym de largura
maxima.

As fémeas M. muris extraidas mediram em média 42,0 mm de comprimento e 1,35
mm de largura maxima. A vulva ocorre na primeira metade do corpo suportada por uma
estrutura esclerotizada. Os ovos sdo ovalados e medem 48,6 uym de comprimento e 27,0 ym

de largura, ocorrendo no estadio larvar ou no embrionado (Figura 3.36).
Hospedeiros & Distribuicao geografica

M. muris é vulgarmente encontrado no estbmago de Rattus sp. e varias outras
espécies de roedores, sendo raramente encontrado em carnivoros. Possui varias espécies
de insectos como hospedeiros intermediarios (Quadro 3.9). Tem sido registado em todo o
mundo, desde as regides noérdicas de clima temperado, como o Alasca, Finlandia e Polonia,

aos climas mais quentes de Israel e Flérida.
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Quadro 3.9 — Espectro de hospedeiros definitivos e intermediarios de M. muris.

Hospedeiros

Ordem

Espécies

Definitivos

Roedores

Acomys cahirinus dimidiatus, Apodemus sylvaticus, Calomys
callosus, Clethrionomys glareolus, C. rufocanus, C. rutilus,
Dipodomys ordii, Geomys bursarius, Graomys griseoflavus,
Microtus miurus, M. nivalis, Mus musculus, Mus spretus,
Onychomys leucogaster, Oryzomys palustris, Peromyscus
leucopus, Rattus alexandrinus, R. exulans, R. fuscipes assimilis, R.
norvegicus, R. rattus, Sciurus vulgaris, Sigmodon hispidus

Carnivoros

Canis latrans, Felis catus, F. silvestris, Genetta genetta, Lynx
pardinus, Martes foina, Meles meles, Mustela nivalis, Vulpes vulpes

Lagomorfos

Sylvilagus aquaticus

Diprotodontes

Hypsiprymnodon moschatus

Intermediarios

Sifonapteros

Ceratophyllus anisus, C. fasciatus, Ctenophthalmus agyrtes, C.
arvernus, Ctenopsyllus segnis, Nosopsyllus fasciatus, Xenopsylla
cheopis

Coledpteros

Tenebrio molitor

Blatideos

Blattella germanica

Dipteros

Phlebotomus ariasi, P. perniciosus

Referéncias: Skrjabin et al., 1949; Melvin & Chandler, 1950; Burnham, 1953; Wertheim, 1962; Garner
et al., 1976; Pfaffenberger et al., 1985; Haukisalmi et al., 1987; Haukisalmi et al., 1988; Anderson,
1992; Haukisalmi et al., 1995; Lucientes et al., 1995; Miller & Miller, 1995; Smales, 1995; King et al.,
1996; Mafiana et al., 1997; Torres et al., 1998; Behnke et al., 2000; Torres et al., 2001; Shimalov &
Shimalov, 2002; Rojas & Digiani, 2003; Milazzo et al., 2005; Sainz-Elipe et al., 2007; Vuki¢evi¢-Radi¢

et al., 2007.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de M. muris é indirecto, envolvendo como hospedeiros intermediarios

diversas espécies de insectos. De acordo com Quentin (1970), as larvas L1 eclodem no

insecto e invadem o hemocélio e o tecido adiposo, onde sao encapsuladas e se

desenvolvem até L3 nos primeiros 15 dias apds infeccdo. Nos hospedeiros definitivos,

parasitas adultos sdo observados 28 dias apoés infecgao.

Potencial zoonético

Nao ha casos humanos registados de parasitismo por M. muris.
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Figuras 3.33-3.36 — Fotomicrografias de M. muris. 3.33 — Porg¢édo anterior apresentando abertura
bucal (seta) rodeada por dois labios trilobados. 3.34 — Porgéo posterior da fémea. 3.35 — Porgao
posterior do macho com a espicula maior (seta) em evidéncia. 3.36 — Conjunto de ovos em estadio
larvado (seta) ou embrionado (cabega de seta) resultante da ruptura dos tecidos de uma fémea
gravida.

81






Apresentagdo dos Resultados

NIPPOSTRONGYLUS BRASILIENSIS (TRAVASSOS, 1914) TRAVASSOS ET
DARRIBA, 1929

Morfologia

Os exemplares de Nippostrongylus brasiliensis apresentam uma coloracao
avermelhada (Figura 3.37), devido a presencga de hemoglobina na cuticula, tecidos e fluidos
corporais do parasita, € nao devido a hemoglobina do hospedeiro (Kassai, 1982). A
coloragao das fémeas é geralmente mais intensa que a dos machos. O corpo dos parasitas
removidos apresenta uma forma espiralada (Figuras 3.38 e 3.39). Na porcao anterior, a
zona cefdlica possui uma expansao cuticular inflada e a abertura bucal é trirradiada e
circundada por um anulo (Figura 3.40).

Os machos N. brasiliensis extraidos de M. musculus mediram em média 3,8 mm de
comprimento e 0,098 mm de largura maxima. Na por¢ao posterior do corpo apresentam uma
bolsa copulatéria bem desenvolvida de natureza cuticular que rodeia a cloaca (Figura 3.41).
Esta estrutura cuja forma relembra um par de maos abertas unidas pelos pulsos, consiste
em dois I6bulos laterais e num Iébulo dorsal mais pequeno, suportados por raios. Possuem
ainda na porcao terminal do corpo duas espiculas filiformes de coloragdo acastanhada,
ocorrendo geralmente unidas pelas pontas curvilineas. As espiculas mediram em média
492,2 um de comprimento e 21,1 um de largura maxima.

As fémeas N. brasiliensis extraidas mediram em média 5,2 mm de comprimento e
0,119 mm de largura maxima. A vulva ocorre na regido ventral e o utero ocorre ao longo do
corpo, estando preenchido por uma fiada de ovos. Os ovos sao elipsoidais (Figura 3.42) e

medem 54,9 um de comprimento e 28,8 um de largura.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

N. brasiliensis ocorre naturalmente no intestinos delgado de Rattus sp. e mais
raramente em M. musculus e outras espécies de roedores (Quadro 3.10). E um nemétode

de distribuicdo cosmopolita que tem sido registado desde as Filipinas, Asia e Australia, até &

América, passando pelo Médio Oriente e Europa (Kassai, 1982).
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Quadro 3.10 — Espectro de hospedeiros de N. brasiliensis.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Chinchilla chinchilla, Citellus tridecemlineatus, Gerbillus pyramidum, Mastomys
natalensis, Melomys rufescens, Meriones unguiculatus, Mesocricetus auratus, Mus
musculus, Rattus conatus, R. fuscipes assimilis, R. norvegicus, R. rattus, R. sordidus,
R. tiomanicus, Sigmodon hispidus

Roedores

Lagomorfos | Oryctolagus cuniculus

Referéncias: Vives & Zeledon-Araya, 1957; Krishnasamy et al., 1980; Spatafora & Platt, 1982;
Smales, 2009.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de N. brasiliensis é directo e envolve uma fase externa de vida livre.
Kassai (1982) faz uma reviséo geral do ciclo de vida desta espécie. As fémeas adultas
produzem ovos no intestino do hospedeiro que passam depois para o exterior através das
fezes. Os ovos eclodem no ambiente externo e as larvas L1 desenvolvem-se até ao estadio
infectante L3 em 5 ou 6 dias. Estas larvas entram no hospedeiro através da penetracio da
pele deste e migram pela corrente sanguinea até aos alvéolos pulmonares em 1-4 dias,
onde prosseguem o seu desenvolvimento até ao quarto estadio larvar (L4). Posteriormente
migram para o intestino delgado passando pela traqueia, eséfago e estdbmago. No intestino
delgado, aproximadamente 5 dias apds infec¢cdo, terminam o seu desenvolvimento
alcancando a fase adulta (L5). Os ovos comegam a surgir nas fezes a partir do sétimo dia,
persistindo até a expulsao dos parasitas adultos, 9-14 dias apds infecgdo. Como a maioria

dos nematodes, N. brasiliensis ndo se multiplica no hospedeiro.

Potencial zoonético

Nao ha casos humanos registados de parasitismo por N. brasiliensis.
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Figuras 3.37-3.42 — Fotomicrografias de N. brasiliensis. 3.37 — Especimenes fixos na mucosa do
intestino delgado. 3.38 — Aspecto morfoldgico geral da fémea. 3.39 — Aspecto morfolégico geral do
macho. 3.40 — Pormenor da porc¢éo anterior. 3.41 — Pormenor da bolsa copulatéria do macho com a
dupla espicula (seta) e os raios (cabegas de seta) em evidéncia. 3.42 — Ovo elipsoidal.
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SYPHACIA OBVELATA (RUDOLPHI, 1802) SEURAT, 1916

Morfologia

Os nematodes da espécie Syphacia obvelata sdo parasitas de pequenas dimensdes,
coloragao esbranquicada e que apresentam acentuado dimorfismo sexual, sendo as fémeas
muito maiores que os machos (Figuras 3.43 e 3.46). Na porcao anterior, a zona cefalica
possui duas dilatagdes cuticulares infladas, estriadas transversalmente, que se estendem
até ao nivel do anel nervoso. O esoéfago cilindrico possui um bolbo esofagico esférico
(Figura 3.44), estando ambos separados por uma constrigdo. A boca é formada por trés
labios distintos em posicao trirradial.

Os machos S. obvelata extraidos de M. musculus mediram em média 1,15 mm de
comprimento e 0,105 mm de largura maxima. Possuem trés dilatacbes mamelonadas, de
origem cuticular e estriadas transversalmente, na face ventral do ultimo ter¢o do corpo
(Figura 3.45). A cauda é extremamente encurvada. Apresentam ainda na porg¢ao posterior 3
pares de papilas caudais (2 pares pré-anais e 1 pds-anal), um gobernaculo fusiforme com
36 ym de comprimento e uma espicula longa e ligeiramente encurvada com 73,83 uym de
comprimento e 7,03 ym de largura na base.

As fémeas S. obvelata extraidas mediram em média 4,92 mm de comprimento e
0,244 mm de largura maxima. Dois alelos laterais estendem-se ao longo do corpo que
termina numa cauda longa e fina. O poro excretor muito pequeno encontra-se no ponto
mediano entre o bolbo esofagico e a vulva, localizada num espessamento cuticular. A
vagina ocorre parcialmente projectada nos especimenes mais velhos (Figura 3.44), com um
oviducto muscular que comunica directamente com o utero. O utero é longo e repleto de
ovos nas fémeas gravidas. Os ovos sdo em forma de banana (Figura 3.47) e medem 126

pm de comprimento e 41,4 um de largura.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

S. obvelata é um nematode do intestino grosso extremamente vulgar em M.
musculus, o seu hospedeiro principal. Pode também ocorrer em varias outras espécies de

roedores selvagens e comensais (Quadro 3.11). De distribuigdo cosmopolita, este nematode

tem sido registado em todo o mundo.
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Quadro 3.11 — Espectro de hospedeiros de S. obvelata.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Abrothrix olivaceus, Apodemus agrarius, A. sylvaticus, Crocidura russula, Gerbillus
Roedores | pyramidum, Lemniscomys barbarus, Microtus arvalis, M. pennsylvanicus, Mus musculus,
R. alexandrinus, Rattus norvegicus, R. rattus

Referéncias: Erickson, 1938; Seo et al., 1958; Skrjabin et al., 1960; Landaeta-Aqueveque et al., 2007.

Ciclo de vida

O ciclo de vida de S. obvelata é directo. As fémeas gravidas migram do ceco para o
anus onde depositam os ovos embrionados na pele ou onde simplesmente rebentam por
compressao, libertando assim os ovos. Estes tornam-se infectantes em poucas horas apos a
postura e sobrevivem varias semanas no ambiente. O hospedeiro ¢ infectado pela ingestao
dos ovos directamente da regido perianal de um animal infectado ou indirectamente de
materiais contaminados no ambiente, como alimentos e agua. Devido ao seu peso
extremamente baixo, os ovos também podem ser propagados como aerosséis (Baker,
1998). Pode ainda ocorrer retroinfecgao, a migracdo de larvas recém-eclodidas no anus
para o colon. Apds a ingestédo do ovo, a larva eclode em 1 h e migra para o ceco em 2 h. As
larvas prosseguem o seu desenvolvimento e os machos atingem a maturidade sexual em 96
h. Estes ultimos acabam por morrer logo apds a cépula. Cinco dias apds a infeccdo a
maioria das fémeas é fertilizada, surgem gravidas em 9 dias e migram do ceco para o anus
em 12 dias. A maioria deixa o hospedeiro 12-15 dias apds infeccao (Sharpless, 1943;
Skrjabin et al., 1960; Taffs, 1976).

Potencial zoonético

A infeccao de humanos por S. obvelata é extremamente rara. Apenas trés casos a
nivel mundial foram diagnosticados, dois nos Estados Unidos e um nas Filipinas. Riley
(1919) estudou o caso de uma crianga americana nas Filipinas, cuja analise coproldgica
revelou ovos e duas fémeas adultas de S. obvelata nas fezes. Concluiu que a contaminagao
acidental de alimentos por ratos infectados teria sido a causa da infeccdo humana. Em
1944, ovos tipicos de S. obvelata encontrados na analise coproldgica revelaram a infeccao
de duas criangas nos Estados Unidos. Os aspectos clinicos da infecgao por S. obvelata nao
foram estudados (Faust, 1949). A dificuldade em detectar os ovos nas fezes, relativamente
raros, a aparente reduzida patogenicidade e as variagdes sazonais desta espécie levam a

crer que os casos humanos poderao estar subdiagnosticados.
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Figuras 3.43-3.47 — Fotomicrografias de S. obvelata. 3.43 — Aspecto morfolégico geral da fémea.
3.44 - Porgédo anterior da fémea evidenciando o bolbo esofagico esférico (seta), a vagina
parcialmente projectada (cabega de seta) e o Utero (U) repleto de ovos. 3.45 — Pormenor da zona
ventral em vista lateral do macho apresentando trés dilatagbes cuticulares (setas) e pormenor da
longa espicula (cabega de seta) na terminagdo caudal. 3.46 — Aspecto morfolégico geral do macho.
3.47 — Conjunto de ovos em forma de banana resultante da ruptura dos tecidos de uma fémea
gravida.
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TRICHURIS MURIS (SCHRANK, 1788) HALL, 1916

Morfologia

Os nematodes da espécie Trichuris muris fazem parte do morfogrupo dos whipworms
(“vermes chicote”), devido ao seu corpo caracteristico em forma de chicote. A porgao
anterior do corpo que engloba o eséfago (Figura 3.49), é manifestamente mais longa e
delgada que a posterior (Figura 3.48). A zona onde o longo e estreito eséfago se transforma
no intestino corresponde a zona onde a porgao anterior se transforma na porgéo posterior. A
boca € simples, ndo apresentando labios (Figura 3.50). A superficie ventral da porgao
anterior apresenta a caracteristica banda bacilar (Figura 3.51). O corpo é revestido por uma
fina cuticula estriada transversalmente.

Os machos T. muris extraidos de M. musculus mediram em média 15,5 mm de
comprimento e 0,239 mm de largura na zona de juncado do eséfago com o intestino. Na
porcéo posterior do corpo, a cauda € espiralada dorsalmente e termina numa espicula longa
e pontiaguda de 632,8 ym de comprimento. A espicula encontra-se protegida por uma
bainha protundente coberta externamente por pequenos espinhos (Figura 3.54).

As fémeas T. muris extraidas mediram em média 17,4 mm de comprimento e 0,211
mm de largura na zona de juncdo do eséfago com o intestino. A zona final da cauda é
arredondada e termina numa pequena saliéncia (Figura 3.52). A vulva encontra-se na altura
da zona de jungéo do es6fago com o intestino. O longo utero é preenchido por ovos. Estes
sdo em forma de barril, com uma espessa cuticula e um opérculo em cada pdlo (Figura

3.53). Medem 64,8 ym de comprimento e 30,8 um de largura.
Hospedeiros & Distribuicao geografica

T. muris € um nematode vulgarmente encontrado no intestino grosso de M.
musculus, Rattus sp. e outros roedores (Quadro 3.12), que tem sido registado em todo o

mundo.

Quadro 3.12 — Espectro de hospedeiros de T. muris.

Ordem Espécies (hospedeiros definitivos)

Apodemus sylvaticus, Arvicanthis abyssinicus, Arvicola terrestris, Cricetulus migratorius,
Georychus capensis, Holochilus physodes, H. brasiliensis, Loncheres bistriata, Mastomys
Roedores | coucha ugandae, Meriones persicus, M. ftristrami, Mesocricetus auratus, M. brandti,
Microtus arvalis, M. socialis, Mus musculus, Rattus norvegicus, R. rattus, Trychomys
apereoides

Referéncias: Skrjabin et al., 1957; Milazzo et al., 2005.
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Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. muris é directo. Os ovos sdo ingeridos em alimentos
contaminados e eclodem no intestino delgado do hospedeiro. As larvas resultantes migram
rapidamente para o intestino grosso e invadem o epitélio da mucosa intestinal onde
prosseguem o seu desenvolvimento até a fase adulta. A regido esofagica anterior dos
parasitas adultos penetra na mucosa em 40-55 dias apds infeccdo enquanto a porgao
posterior do corpo permanece livre no lumen intestinal. Em 30-49 dias apds infecgao, as
fémeas comegam a produzir e a libertar ovos no intestino grosso. Comparativamente com as
fémeas, o numero de machos vai sendo substancialmente reduzido a medida que a infeccao
progride. O tempo de vida dos parasitas no hospedeiro n&o vai além dos 76-100 dias (Pike,
1959; Anderson, 1992).

Potencial zoonético

Nao ha casos humanos registados de parasitismo por T. muris.
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Figuras 3.48-3.54 — Fotomicrografias de T. muris. 3.48 — Aspecto geral da porgédo posterior do
macho, onde ocorre o intestino. 3.49 — Aspecto geral da porgao anterior, onde ocorre o eséfago. 3.50
— Pormenor da extremidade anterior mostrando a abertura bucal sem labios. 3.51 — Pormenor da
zona esofagica evidenciando a banda bacilar (BB) e os esticocitos (setas). 3.52 — Porgéo posterior da
fémea. 3.53 — Ovos caracteristicos em forma de barril com um opérculo em cada pdlo (setas). 3.54 —
Espicula encontrada no término caudal do macho, protegida por uma bainha protundente (B)
externamente coberta por pequenos espinhos.
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3.1.2. Composic¢ao quantitativa

A Tabela 3.1 descreve a composi¢cao quantitativa da helmintofauna de M. musculus

em Sao Miguel. Nela é feita referéncia aos valores obtidos para a prevaléncia, abundancia e
carga parasitaria. Esta ultima é definida pela intensidade média e pela amplitude da

intensidade (intensidades minima e maxima).

Tabela 3.1 — Localizagdo anatdomica em M. musculus, prevaléncia, intensidade média, abundéancia
média £ desvio padrdo (DP) e amplitude da intensidade de infeccao da helmintofauna de M. musculus
em Sao Miguel.

Espécie Localizagao Prevaléncia Intensidade Abundéncia Amplitude da
anatémica (%) média média * DP intensidade
CESTODA 21,74
R. nana Intestino delgado 10,87 2,40 0,26 + 0,90 1-6
T. taeniaeformis ~ Figado 7,61 1 0,08 £ 1,94 1
H. diminuta Intestino delgado 5,43 5,40 0,29 £ 0,27 1-18
NEMATODA 100
N. brasiliensis Intestino delgado 100 313,73 313,73 £ 242,89 3-1013
S. obvelata Intestino grosso 53,26 37,82 20,14 £ 47,5 1-325
C. hepaticum Figado 40,22 1,89 0,76 + 1,04 1-3
T. muris Intestino grosso 10,87 2,30 0,25+ 0,88 1-6
M. muris Estébmago 9,78 1,89 0,18 £ 0,65 1-4
H. spumosa Intestino grosso 3,26 5 0,16 £ 1,18 2-11
A. annulosa Intestino delgado 217 1 0,02+1,15 1
E. gastricus Estébmago 217 1 0,02+1,15 1
G. neoplasticum  Intestino delgado 1,09 27 0,29 + 2,81 27

Mais de 30 000 especimenes pertencentes a 11 espécies helmintas (C. hepaticum
nao incluido para efeitos de contagem) foram identificados e colectados neste estudo. Os
nematodes foram o grupo helminta com maior prevaléncia e maior intensidade média de
infeccdo, ocorrendo em 100% dos hospedeiros e representando 99,81% (30 802) dos
especimenes colectados. Por sua vez, os céstodes ocorreram em 21,74% dos hospedeiros
e representaram apenas 0,19% (58) dos especimenes colectados.

A riqueza de espécies das infracomunidades helminticas variou entre 1 e 5 espécies.
No gréfico da Figura 3.55 estdo representadas as percentagens relativas ao grau de
parasitismo dos hospedeiros. Mais especificamente, 19,56% dos hospedeiros estavam
infectados por 1 espécie, 33,70% por 2 espécies, 28,26% por 3 espécies, 17,39% por 4
espécies e 1,09% por 5 espécies. A média da riqueza de espécies foi de 2,467 por
hospedeiro.
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1%

B 1 espécie

O 2 espécies
B 3 espécies
O 4 espécies

@ 5 espécies

Figura 3.55 — Percentagens de hospedeiros com diferentes graus de parasitismo (N = 92).

3.2. ABORDAGEM ECOLOGICA DA HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS EM
SAO MIGUEL

De acordo com os seus valores de importancia de Bush, 2 espécies foram
classificadas como dominantes e 9 como subordinadas (Tabela 3.2). Nenhuma espécie foi
classificada como codominante nem como pioneira mal sucedida. Segundo os valores de
prevaléncia, 1 espécie foi ainda classificada como central, 2 como secundarias € 9 como
satélites (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Valores de importancia de Bush e classificagdo consoante o estatuto na comunidade
das espécies helmintas de M. musculus em Sao Miguel.

Espécie Valor de importancia Classificagao da Estatuto na
de Bush importancia comunidade
CESTODA
R. nana 0,009 Subordinada Satélite
H. diminuta 0,005 Subordinada Satélite
T. taeniaeformis 0,002 Subordinada Satélite
NEMATODA
N. brasiliensis 96,66 Dominante Central
S. obvelata 3,31 Dominante Secundaria
C. hepaticum T T Secundaria
T. muris 0,008 Subordinada Satélite
M. muris 0,006 Subordinada Satélite
H. spumosa 0,002 Subordinada Satélite
A. annulosa 0,0002 Subordinada Satélite
E. gastricus 0,0002 Subordinada Satélite
G. neoplasticum 0,001 Subordinada Satélite

(1) Nao analisado.
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O indice de Simpson calculado para as 11 espécies helmintas de intensidade
conhecida foi de 0,878. A diversidade helmintica média calculada de acordo com o indice de
Shannon foi de 0,267. O valor obtido para o indice de equidade de Pielou, de 0,111, foi
reduzido, devido ao elevado valor do indice de Simpson.

Os valores obtidos pelo indice de dispersao (Tabela 3.3) indicam que os helmintas
em estudo apresentaram uma distribuicdo agregada, seguindo o padrao da distribuicdo
binomial negativa. De acordo com o indice de Green e com o parametro k da distribuigao
binomial negativa, o grau de agregacao pode ser classificado como muito elevado. Apesar
da prevaléncia geral superior a 10%, C. hepaticum nao foi incluido nesta analise uma vez

que nao se procedeu a contagem dos helmintas desta espécie.

Tabela 3.3 — Valores dos indices de dispersao e de Green e do paradmetro k da distribuicdo binomial
negativa e classificagdo da distribuicdo das espécies helmintas de M. musculus em Sao Miguel.

Espécie indice de Distribuigdo Indice de  Parametro k
dispersao Green

CESTODA

R. nana 3,11 Binomial negativa 0,092 0,124
NEMATODA

N. brasiliensis 188,05 Binomial negativa 0,006 1,677

S. obvelata 112,01 Binomial negativa 0,06 0,181

T. muris 3,13 Binomial negativa 0,097 0,117

M. muris 2,25 Binomial negativa 0,078 0,148

Tabela 3.4 — Pares de espécies helmintas co-ocorrentes de M. musculus em Sao Miguel, e
respectivos valores do coeficiente de correlagdo por postos de Spearman (rs), do teste do qui-
quadrado (xz) e dos indices ndo-probabilisticos de associagéo de Ochiai, Dice e Jaccard (p = nivel de
significancia).

Pares de espécies co- rs P X P indices
ocorrentes Ochiai Dice Jaccard
N. brasiliensis - S. obvelata 0,138 0,188 T T 0,730 0,695 0,533
N. brasiliensis - C. hepaticum  0,273* 0,008 T T 0,634 0,574 0,402
N. brasiliensis - T. muris -0,019 0,855 T T 0,330 0,196 0,109
N. brasiliensis - M. muris -0,024 0,823 T T 0,313 0,178 0,098
N. brasiliensis - R. nana -0,058 0,586 1 T 0,330 0,196 0,109
S. obvelata - C. hepaticum -0,001 0,992 0,304 0,581 0,493 0,488 0,323
S. obvelata - T. muris 0,101 0,338 1,263 0,261 0,316 0,237 0,135
S. obvelata - M. muris 0,040 0,708 0,720 0,396 0,238 0,172 0,094
S. obvelata - R. nana 0,171 0,104 3,222 0,073 0,361 0,271 0,157
C. hepaticum - T. muris -0,062 0,560 0,487 0,485 0,156 0,128 0,068
C. hepaticum - M. muris 0,101 0,338 0,976 0,323 0,274 0,217 0,122
C. hepaticum - R. nana -0,060 0,572 0481 0485 0,456 0,128 0,068
T. muris - R. nana -0,017 0,872 0,009 0,925 0,100 0,100 0,053

(*) Valor significativo.
(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de 100%, facto que ndo permitiu o
calculo do x°.
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Dos 13 pares de associagdes testados, 7 resultaram em correlagbes negativas e 6
em positivas. Os valores de correlagdo mais elevados foram obtidos para as associacdes
positivas. Contudo, apenas o par co-ocorrente formado por N. brasiliensis e C. hepaticum
apresentou um valor de correlacdo positiva significativo entre os respectivos valores de

abundéncia parasitaria, além de indices relativamente elevados de associagéo (Tabela 3.4).

3.3. FACTORES INDUTORES DE VARIABILIDADE NA HELMINTOFAUNA DE
MUS MUSCULUS EM SAO MIGUEL

3.3.1. Influéncia do sexo do hospedeiro

A amostra em estudo constituida por 92 hospedeiros foi subdividida em dois grupos
de 50 machos e 42 fémeas, com o intuito de se analisar a influéncia do sexo na composicao
qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel (Tabelas 3.5 e
3.6, respectivamente para machos e fémeas).

Na composicdo qualitativa da helmintofauna em funcdo do sexo salienta-se a
auséncia de H. spumosa nos machos e as auséncias de A. annulosa e G. neoplasticum nas
fémeas.

Em relagdo a composicédo quantitativa, os céstodes apresentaram maior prevaléncia
geral nos machos (26% contra 16,67%), sexo em que se detectou o dobro do valor de
prevaléncia de R. nana, embora a diferenca nao seja estatisticamente significativa (consultar
Tabela 3.7 para valores estatisticos). Quanto aos nematodes, para C. hepaticum foi
detectada uma prevaléncia superior nos machos (48% contra 30,95%), n&o significativa para
o nivel de significancia adoptado (significativa, no entanto, para o nivel de P < 0,10). As
espécies S. obvelata e T. muris apresentaram prevaléncias praticamente idénticas nos dois
sexos. O unico caso em que as diferengcas de prevaléncia foram estatisticamente
significativas diz respeito a M. muris, em que as fémeas apresentaram uma prevaléncia
superior aos machos (4% contra 16,67%). No que diz respeito a carga parasitaria,
constatou-se que o sexo masculino apresentou intensidades médias superiores
estatisticamente significativas para as duas espécies dominantes da comunidade helmintica
de M. musculus em Sao Miguel, N. brasiliensis e S. obvelata (361,38 contra 257 e 48,19
contra 25,09, respectivamente). Naturalmente, devido a importancia destes helmintas, a
carga parasitaria correspondente ao total das espécies revelou-se também
significativamente maior nos machos. Para as restantes espécies ndo se assinalaram

diferencas significativas.
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Tabela 3.5 — Composicéo qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em fung¢ao do sexo masculino.

Machos (n = 50)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 26
R. nana 14 2,57 0,36 1-6
H. diminuta 6 2,67 0,16 1-4
T. taeniaeformis 8 1 0,08 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 361,38 361,38 26 - 1013
S. obvelata 54 48,19 26,02 1-325
C. hepaticum 48 1,83 0,88 1-3
T. muris 10 2,4 0,24 1-6
M. muris 4 1,5 0,06 1-2
H. spumosa - - - -
A. annulosa 4 1 0,04 1
E. gastricus 2 1 0,02 1
G. neoplasticum 2 27 0,54 27

(-) Espécie ndo detectada.

Tabela 3.6 — Composigao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em fungdo do sexo feminino.

Fémeas (n = 42)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 16,67
R. nana 7,14 2 0,14 1-3
H. diminuta 4,76 9,50 0,45 1-18
T. taeniaeformis 7,14 1 0,07 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 257 257 3-926
S. obvelata 52,38 25,09 13,14 1-153
C. hepaticum 30,95 2 0,619 1-3
T. muris 11,90 2,20 0,26 1-4
M. muris 16,67 2 0,33 1-4
H. spumosa 7,14 5 0,36 2-1
A. annulosa - - - -
E. gastricus 2,38 1 0,02 1

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie nao detectada.
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Tabela 3.7 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (x°) para a analise da influéncia do
sexo do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia, respectivamente, na comunidade helmintica
de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel de significancia).

Espécie t p x2 p
CESTODA
R. nana 0,350 0,735 1,108 0,293
NEMATODA
N. brasiliensis 2,369 0,020* T T
S. obvelata 2,068 0,044* 0,024 0,877
C. hepaticum I I 2,759 0,097
T. muris <0,001 1,000 0,085 0,770
M. muris -0,460 0,659 4,150 0,042*
TOTAL 2,514 0,014* 1 1

(*) Valor significativo.

(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de
100%, facto que ndo permitiu o calculo do )(2.

() Teste t-student n&o aplicavel; variavel analisada pelo teste U de
Mann-Whitney, obtendo-se os valores de Z =-0,686 e p = 0,492.

3.3.2. Influéncia da idade do hospedeiro

Com o intuito de se analisar a influéncia da idade na composicao qualitativa e
quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel, subdividiu-se a amostra em
estudo constituida por 92 hospedeiros em dois grupos de 60 adultos e 32 juvenis (Tabelas
3.8 e 3.9, respectivamente para adultos e juvenis).

A nivel qualitativo, a composigédo helmintica dos individuos em idade juvenil mostrou-
se com uma riqueza especifica inferior a dos individuos em idade adulta, estando ausentes
H. spumosa, E. gastricus e G. neoplasticum.

A nivel quantitativo, a prevaléncia de infeccdo por céstodes foi a mesma entre os
dois grupos etarios. Todavia, embora sem uma diferenca significativa (consultar Tabela 3.10
para valores estatisticos), R. nana apresentou uma prevaléncia superior nos juvenis
(15,63% contra 8,33%). E de salientar que a prevaléncia de C. fasciolaris em adultos
alcangou os 10%. Embora assinalavel, a prevaléncia de T. muris superior nos adultos (15%
contra 3,12%) nao é significativa para o nivel de significancia adoptado (significativa, no
entanto, para o nivel de P < 0,10). Para C. hepaticum foram encontrados valores de
prevaléncia proximos em ambos os grupos e um valor de intensidade de infecgao
ligeiramente superior nos adultos (diferenca significativa apenas para o nivel de P < 0,10). O
valor de intensidade média de N. brasiliensis superior nos adultos também nao foi
estatisticamente significativo. O Unico caso em que as diferengas relacionadas com a idade,

quer em termos de prevaléncia quer de intensidade, foram estatisticamente significativas foi
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o de S. obvelata. Para este nematode, a maior prevaléncia ocorreu nos juvenis (68,75%

contra 45%) enquanto a maior intensidade média ocorreu nos adultos (52,26 contra 20,09).

Tabela 3.8 — Composicéo qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em funcao da idade adulta.

Adultos (n = 60)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 21,67
R. nana 8,33 2 0,167 1-3
H. diminuta 5 7,67 0,38 1-18
T. taeniaeformis 10 1 0,10 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 345,20 345,20 3-1013
S. obvelata 45 52,26 23,52 1-325
C. hepaticum 41,67 2,04 0,85 1-3
T. muris 15 2,44 0,37 1-6
M. muris 8,33 2 0,17 1-4
H. spumosa 5 5 0,25 2-11
A. annulosa 1,67 1 0,02 1
E. gastricus 3,33 1 0,03 1
G. neoplasticum 1,67 27 0,45 27

Tabela 3.9 — Composigéo qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em funcao da idade juvenil.

Juvenis (n = 32)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 21,88
R. nana 15,63 2,8 0,44 1-6
H. diminuta 6,25 2 0,13 1-3
T. taeniaeformis 3,13 1 0,03 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 254,72 254,72 26 — 926
S. obvelata 68,75 20,09 13,82 1-111
C. hepaticum 37,50 1,58 0,59 1-3
T. muris 3,13 1 0,03 1
M. muris 12,50 1,75 0,22 1-2
H. spumosa - - - -
A. annulosa 3,13 1 0,03 1
E. gastricus - - - -

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie nao detectada.
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Tabela 3.10 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (x°) para a analise da influéncia da
idade do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia, respectivamente, na comunidade helmintica
de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel de significancia).

Espécie t p X p
CESTODA
R. nana -0,344 0,740 1,145 0,285
NEMATODA
N. brasiliensis 1,251 0,214 T T
S. obvelata 2,186 0,034* 4,729 0,030*
C. hepaticum I I 0,151 0,698
T. muris 1,045 0,327 3,038 0,081
M. muris -0,060 0,954 0,411 0,522
TOTAL 1,347 0,181 1 1

(*) Valor significativo.

(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de
100%, facto que ndo permitiu o calculo do )(2.

() Teste t-student n&o aplicavel; variavel analisada pelo teste U de
Mann-Whitney, obtendo-se os valores de Z = -1,697 e p = 0,090.

3.3.3. Influéncia na condigao fisica do hospedeiro

Neste ponto pretendeu-se analisar a influéncia das espécies helmintas na condig¢ao
fisica dos individuos, esta ultima avaliada com o indice de Davis & Hall (1951), uma vez que
a prevaléncia e intensidade de infecgao helmintica pode afectar a sobrevivéncia e a fitness
dos animais infectados (Caughley & Sinclair, 1994; Eira et al., 2006).

Devido a heterogeneidade das dimensdes dos individuos que compdem a amostra
em estudo (Tabela 3.11), os hospedeiros foram separados por sexo e grupo etario na
tentativa de homogeneizar a amostra e assim se estabelecerem correlagbes mais realistas.
Além disso, os efeitos deletérios dos helmintas podem diferir entre os subgrupos da
populagdo (Haukisalmi et al., 1995). Assim, com esta prévia divisdo da amostra a
interferéncia dos factores idade e sexo na avaliagdo da influéncia dos parametros de

parasitagao na condicao fisica foi minimizada.

Tabela 3.11 — Valores médios + desvio padrao (DP) para a condigao fisica de M. musculus em Sao
Miguel, de acordo com o seu grupo etario e sexo.

Sexo Grupo etario Condigao fisica

Machos 2,491 £ 0,25
Adultos
Fémeas 2,292 + 0,32
. Machos 2,256 £ 0,27
Juvenis
Fémeas 2,462 £ 0,25
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A analise estatistica aplicada entre a condi¢ao fisica dos hospedeiros e os dois
grupos etérios revelou que a condicao fisica ndo é significativamente diferente entre adultos
e juvenis (t = 0,854; g.l. = 90; p = 0,396), mas entre os adultos, foi significativamente
diferente entre machos e fémeas (t = 2,670; g.l. = 58; p = 0,010). Entre a condigao fisica de
machos e fémeas juvenis também ndo se obteve uma diferenga significativa (t = -1,746;
g.1.=30; p = 0,081). Posto isto, para a analise da influéncia da prevaléncia e intensidade de
infeccao na condigao fisica do hospedeiro os adultos foram analisados separados por sexos
(machos adultos e fémeas adultas) e os juvenis analisados como um so6 grupo.

Na Tabela 3.12 encontra-se resumida a analise estatistica referente as diversas

correlagcdes analisadas.

Tabela 3.12 — Valores do coeficiente de correlagao por postos de Spearman (r;) e do coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) para avaliar a relagdo entre a condigéo fisica de M. musculus em Sao
Miguel (agrupados por sexo e/ou grupo etario) e a abundancia e a prevaléncia de infecgdo dos
componentes da sua comunidade helmintica (p = nivel de significancia).

Adultos Juvenis
Machos Fémeas

Espécie re P r p re p r p rs p r p
CESTODA
R. nana 0,147 0431 0,249 0,176 | -0,305 0,107 -0,245 0,200 | -0,176 0,336 -0,214 0,240
NEMATODA
N. brasiliensis 0,011 0,953 T T -0,106 0,585 T T 0,091 0,622 T 1
S. obvelata 0,060 0,750 -0,139 0456 | 0,036 0,851 0,013 0,949 | 0,203 0,265 0,353 0,048*
C. hepaticum -0,055 0,768 -0,055 0,769 | -0,143 0,460 -0,218 0,256 | -0,1770 0,352 -0,197 0,280
T. muris 0,136 0,467 0,055 0,767 | 0,369 0,049* 0,334 0,076 | 0,263 0,146 0,195 0,285
M. muris 0,061 0,743 0,022 0,906 | -0,081 0,678 -0,059 0,760 | 0,069 0,708 0,089 0,627
TOTAL 0,140 0,453 1 1 -0,082 0,674 1 1 0,094 0,611 1 1

(*) Valor significativo.

(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de 100%, facto que nao permitiu o
calculo da correlagao.

3.3.4. Influéncia da época de captura

Para analisar a influéncia da época de captura na composicdo qualitativa e
quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel, subdividiu-se a amostra total
em trés grupos correspondentes aos hospedeiros capturados nas trés estagdes do ano
amostradas: Outono (com 22 hospedeiros), Inverno (55) e Primavera (15). A composi¢cao
helmintica em fungéo da estacdo do ano encontra-se discriminada nas Tabelas 3.13, 3.14 e

3.15, respectivamente.
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Infelizmente ndo se teve acesso a material bioldégico correspondente ao ano inteiro,

uma vez que a captura de animais esteve restrita ao periodo compreendido entre Novembro

e Marco. Deste modo, além de nao terem sido contempladas amostras correspondentes ao

Verédo, o numero de amostras analisado ndo foi homogeneamente distribuido pelas trés

estacbes amostradas.

Tabela 3.13 — Composi¢ao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em funcéo da estagao do ano (Outono).

Outono (n = 22)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 22,73
R. nana 13,64 1,33 0,18 1-2
H. diminuta - - - -
T. taeniaeformis 9,09 1 0,09 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 334 334 3 -926
S. obvelata 68,18 40,33 27,50 1-325
C. hepaticum 50 1,55 0,77 1-3
T. muris 4,55 1 0,05 1
M. muris 13,64 1,67 0,23 1-2
H. spumosa 4,55 2 0,09 2
A. annulosa 4,55 1 0,05 1
E. gastricus 4,55 1 0,05 1
G. neoplasticum 4,55 27 1,23 27

(-) Espécie néo detectada.

Tabela 3.14 — Composi¢ao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em fungdo da estagdo do ano (Inverno).

Inverno (n = 55)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade

CESTODA 25,45
R. nana 12,73 2,86 0,36 1-6
H. diminuta 9,09 5,40 0,49 1-18
T. taeniaeformis 7,23 1 0,07 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 286,87 286,87 29-1013
S. obvelata 56,36 36,58 20,62 1-165
C. hepaticum 30,91 1,88 0,58 1-3
T. muris 14,55 2,50 0,36 1-6
M. muris 9,09 2,20 0,20 1-4
H. spumosa 3,64 6,50 0,24 2-11
A. annulosa 1,82 1 0,02 1
E. gastricus 1,82 1 0,02 1

G. neoplasticum

(-) Espécie ndo detectada.
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Tabela 3.15 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel

em funcao da estagao do ano (Primavera).

Primavera (n = 15)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 6,67
R. nana - - - -
H. diminuta - - - -
T. taeniaeformis 6,67 1 0,07 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 382,47 382,47 26 — 962
S. obvelata 20 38 7,60 4-59
C. hepaticum 60 2,33 1,40 2-3
T. muris 6,67 2 0,13 2
M. muris 6,67 1 0,07 1
H. spumosa - - - -
A. annulosa - - - -

E. gastricus -
G. neoplasticum -

(-) Espécie nao detectada.

De um ponto de vista qualitativo, € de salientar que em nenhuma estagao do ano se

detectaram todas as espécies que compdem a helmintofauna de M. musculus em Sao

Miguel, embora no Inverno apenas nao se tenha detectado G. neoplasticum e no Outono H.

diminuta. Na Primavera apenas foram detectadas 6 espécies, estando ausentes os céstodes

R. nana e H. diminuta e os nematodes H. spumosa, A. annulosa, E. gastricus e G.

neoplasticum.

Tabela 3.16 — Valores dos testes ANOVA (F) e do qui-quadrado (xz) para a analise da influéncia da
época de captura do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia, respectivamente, na
comunidade helmintica de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel de significancia).

2

Espécie F p X p
CESTODA
R. nana 3,305 0,107 2,199 0,333
NEMATODA
N. brasiliensis 0,356 0,701 T T
S. obvelata 0,233 0,793 8,846 0,012
C. hepaticum I i 5,299 0,071
T. muris 0,478 0,639 1,949 0,377
M. muris 0,543 0,607 0,565 0,754
TOTAL 0,239 0,788 T T

(*) Valor significativo.

(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de

100%, facto que ndo permitiu o calculo do )(2.

(¥) ANOVA néo aplicavel; variavel analisada pelo teste de Kruskal-
Wallis, obtendo-se os valores de H = 1,309 e p = 0,253.

105



Capitulo 3

A nivel quantitativo, registaram-se diferengas significativas entre as estagcdes do ano
para a prevaléncia de infeccdo por S. obvelata (consultar Tabela 3.16 para valores
estatisticos). A prevaléncia deste nematode foi decrescendo a medida que as trés estagdes
se sucederam (Outono: 68,18%; Inverno: 56,36%; Primavera: 20%). Apesar de nao
significativa, outra diferenga assinalavel entre as estagdes do ano foi observada para a
prevaléncia de C. hepaticum (diferenga significativa, no entanto, para o nivel de P < 0,10). O
menor valor de prevaléncia deste nematode foi obtido para o Inverno (30,90%) e o mais

elevado para a Primavera (60%), seguido pelo Outono (50%).

3.3.5. Influéncia do local de captura

Para analisar a influéncia do habitat na composicido qualitativa e quantitativa da
helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel, a amostra total foi subdividida em trés
grupos correspondentes aos hospedeiros capturados nos trés habitats. Obteve-se assim um
grupo constituido por 29 hospedeiros capturados na floresta, outro grupo constituido por 26
capturados na pastagem e outro por 37 capturados na area peri-urbana (composi¢cao

helmintica nas Tabelas 3.17, 3.18 e 3.19, respectivamente).

Tabela 3.17 — Composig¢ao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em funcédo do habitat correspondente a floresta.

Floresta (n = 29)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade

CESTODA 20,69
R. nana 6,90 2 0,14 1-3
H. diminuta - - - -
T. taeniaeformis 13,79 1 0,14 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 420,31 420,31 94 — 926
S. obvelata 55,17 25,25 13,93 1-111
C. hepaticum 51,72 2 1,03 1-3
T. muris - - - -
M. muris 6,90 2,50 0,17 2-3
H. spumosa 3,45 2 0,07 2
A. annulosa - - - -
E. gastricus - - - -

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie néo detectada.
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Tabela 3.18 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em func¢ao do habitat correspondente a pastagem.

Pastagem (n = 26)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade

CESTODA 15,38
R. nana 3,85 2 0,08 2
H. diminuta 7,69 11 0,85 4-18
T. taeniaeformis 7,69 1 0,08 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 259 259 26 —1013
S. obvelata 61,54 77,25 47,55 1-325
C. hepaticum 30,77 1,75 0,54 1-3
T. muris 34,62 2,33 0,81 1-6
M. muris - - - -
H. spumosa 7,69 6,50 0,50 2-11
A. annulosa 3,85 1 0,04 1
E. gastricus 7,69 1 0,08 1

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie ndo detectada.

Tabela 3.19 — Composicao qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
em func¢ao do habitat correspondente a area peri-urbana.

Peri-urbana (n = 37)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 27,03
R. nana 18,92 2,57 0,49 1-6
H. diminuta 8,11 1,67 0,14 1-3
T. taeniaeformis 2,70 1 0,03 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 268,65 268,65 3-827
S. obvelata 45,95 12,53 5,76 1-51
C. hepaticum 37,84 1,86 0,70 1-3
T. muris 2,70 2 0,05 2
M. muris 18,92 1,71 0,32 1-4
H. spumosa - - - -
A. annulosa 2,70 1 0,03 1
E. gastricus - - - -
G. neoplasticum 2,70 27 0,73 27

(-) Espécie nao detectada.

Em nenhum dos habitats foram detectadas todas as espécies que compdem a
helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel. Na floresta nao foi detectado o céstode H.
diminuta nem os nematodes T. muris, A. annulosa, E. gastricus e G. neoplasticum, na
pastagem os nematodes M. muris e G. neoplasticum, e na area peri-urbana os nematodes
H. spumosa e E. gastricus. Os céstodes R. nana e T. taeniaeformis e os nematodes N.

brasiliensis, S. obvelata e C. hepaticum foram transversais aos trés habitats estudados.
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Assim, na floresta foram detectadas 7 espécies e na pastagem e na area peri-urbana 10 em
cada.

Tabela 3.20 — Valores dos testes ANOVA (F) e do qui-quadrado (x°) para a analise da influéncia do
habitat do hospedeiro na intensidade média e prevaléncia, respectivamente, na comunidade
helmintica de M. musculus em Sao Miguel (p = nivel de significancia).

Espécie F p X p
CESTODA
R. nana 0,069 0,934 4,271 0,118
NEMATODA
N. brasiliensis 5,095 0,008* T T
S. obvelata 4,674 0,014* 1,554 0,460
C. hepaticum I I 2,650 0,266
T. muris 0,008 0,931 21,216  <0,001*
M. muris 1,457 0,267 6,592 0,037
TOTAL 4,339 0,016* 1 1

(*) Valor significativo.

(1) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de
100%, facto que ndo permitiu o calculo do )(2.

(¥) ANOVA néo aplicavel; variavel analisada pelo teste de Kruskal-
Wallis, obtendo-se os valores de H = 0,697 e p = 0,706.

Em relagdo as prevaléncias de infeccdo, apenas se registaram diferencas
significativas entre os habitats para T. muris e M. muris, nematodes que nao ocorreram na
floresta nem na pastagem, respectivamente (consultar Tabela 3.20 para valores estatisticos
nao mencionados no texto). Os valores de prevaléncia sugerem que T. muris ocorre
preferencialmente no habitat pastagem, mesmo em detrimento da area peri-urbana (34,62%
contra 2,7%; )(2 = 11,646, g.l. = 1, p = 0,001). J& M. muris parece ocorrer preferencialmente
na area peri-urbana em detrimento da floresta, embora ndo significativamente (18,92%
contra 6,90%; )(2 =1,995, g.l. =1, p = 0,158). Quanto a intensidade média de parasitagao,
foram registadas diferengas significativas entre habitats para N. brasiliensis e S. obvelata. A
maior intensidade de N. brasiliensis foi detectada na floresta, enquanto a maior intensidade
de S. obvelata foi detectada na pastagem. A floresta foi, inevitavelmente, o habitat com
maior carga parasitaria correspondente ao total das espécies devido ao peso de N.

brasiliensis na comunidade helmintica.
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3.4. RELAGAO ENTRE MACRO E MICROPARASITISMO

Dos 92 hospedeiros que constituem a amostra em estudo, 77,17% encontrava-se
infectado por Leptospira sp., o agente etioldgico da leptospirose. Neste ponto pretendeu-se
analisar a possivel associacéo entre o microparasitismo protagonizado por esta bactéria e o
macroparasitismo protagonizado pelas espécies helmintas que constituem a helmintofauna
de M. musculus em Sao Miguel, relacionando para isso as prevaléncias e intensidades de
infeccao dos helmintas com a presenca ou a auséncia da bactéria.

Da andlise da Tabela 3.21 verifica-se que a prevaléncia de infeccdo por Leptospira
sp. variou consoante o sexo e o grupo etario dos hospedeiros. De facto a analise estatistica
revelou que a prevaléncia de infeccdo nao é independente do grupo etario, mais
concretamente, que os adultos apresentavam uma taxa de infecgdo significativamente
superior & dos juvenis (x? = 8,824; g.l. = 1; p = 0,003). Contudo, a prevaléncia de infecgdo ja
nao foi significativamente diferente entre machos e fémeas adultos ()(2 = 2,629; g.l. = 1;
p=0,105) nem entre machos e fémeas juvenis (x> = 1,587; g.l. = 1; p = 0,208). Posto isto,
para a analise da possivel relagdo entre helmintas e Leptospira sp. os adultos foram
analisados como um sé grupo e 0s juvenis como outro, caso contrario o factor idade

influenciaria os resultados

Tabela 3.21 — Prevaléncia de infecgdo por Leptospira sp. em M. musculus de Sao Miguel, de acordo
com 0 seu grupo etario e sexo.

Grupo Etario Sexo Prevaléncia (%)

Adultos MAachos 93,55

Fémeas 79,31

. Machos 68,42
Juvenis

Fémeas 46,15

A nivel qualitativo, todas as espécies helmintas que constituem a helmintofauna de
M. musculus em Sao Miguel foram detectadas nos hospedeiros adultos co-infectados com
Leptospira sp. (Tabela 3.22). Ja nos hospedeiros adultos ndo infectados pela bactéria
(Tabela 3.23), o céstode R. nana e os nematodes T. muris, M. muris, A. annulosa e G.
neoplasticum nao foram detectados. Todavia, apesar da assinalavel auséncia de R. nana, T.
muris e M. muris, na medida em que sao espécies com prevaléncias para a populagao total
na ordem dos 10%, estes resultados poderdo estar enviesados devido ao numero reduzido
de hospedeiros negativos para Leptospira sp.

Quantitativamente ndo foram encontradas grandes diferencas entre as prevaléncias
e intensidades de infecgao para as subpopulagdes adultas infectadas e nao infectadas por

Leptospira sp. Além da prevaléncia exclusiva de R. nana, T. muris e M. muris, os individuos
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infectados por Leptospira sp. tenderam a apresentar maiores niveis de parasitismo pelas
espécies mais importantes da comunidade, N. brasiliensis e S. obvelata, embora a diferencga
nao seja estatisticamente significativa (Tabela 3.24). Contrariando esta tendéncia, C.
hepaticum apresentou uma prevaléncia estatisticamente superior em adultos nao infectados

por Leptospira sp. (36,54% contra 75%).

Tabela 3.22 — Composigado qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus adultos em
Sao Miguel em fungéo da positividade (+) para Leptospira sp.

Leptospira sp. (+) (n = 52)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 23,08
R. nana 9,62 2 0,19 1-3
H. diminuta 3,85 2,50 0,10 1-4
T. taeniaeformis 9,62 1 0,10 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 347,54 347,54 3-1013
S. obvelata 48,08 55,68 26,77 1-325
C. hepaticum 36,54 2,11 0,77 1-3
T. muris 17,31 2,44 0,42 1-6
M. muris 9,62 2 0,19 1-4
H. spumosa 1,92 2 0,04 2
A. annulosa 1,92 1 0,02 1
E. gastricus 1,92 1 0,02 1
G. neoplasticum 1,92 27 0,52 27

Tabela 3.23 — Composi¢ado qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus adultos em
Sao Miguel em fungao da negatividade (-) para Leptospira sp.

Leptospira sp. (-) (n = 8)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 12,50
R. nana - - - -
H. diminuta 12,50 18 2,25 18
T. taeniaeformis 12,50 1 0,13 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 330 330 42 — 794
S. obvelata 25 9,50 2,38 5-14
C. hepaticum 75 1,83 1,38 1-3
T. muris - - - -
M. muris - - - -
H. spumosa 25 6,50 1,63 2-11
A. annulosa - - - -
E. gastricus 12,50 1 0,13 1

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie ndo detectada.

110



Apresentagdo dos Resultados

Tabela 3.24 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (x°) para a intensidade média e
prevaléncia, respectivamente, para a analise da relagado entre Leptospira sp. e as espécies que
constituem a comunidade helmintica de M. musculus adultos em S&o Miguel (p = nivel de
significancia).

Espécie t p x2 p
CESTODA
R. nana # # 0,839 0,360
NEMATODA
N. brasiliensis 0,012 0,991 T T
S. obvelata -0,777 0,444 1,492 0,222
C. hepaticum I i 4,220 0,040*
T. muris # # 1,629 0,202
M. muris # # 0,839 0,360
TOTAL -0,031 0,975 T T

(*) Valor significativo.

(1) Néao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de
100%, facto que ndo permitiu o calculo do xz.

(¥) Teste t-student ndo aplicavel; variavel analisada pelo teste U de
Mann-Whitney, obtendo-se os valores de Z = -1,685 e p = 0,092.
(#) Nao calculado; espécie s6 ocorreu em hospedeiros positivos
para Leptospira sp., facto que ndo permitiu o calculo do teste t-
student.

Para os juvenis, a nivel qualitativo, T. muris destaca-se como estando uma vez mais
ausente da subpopulacdo nao infectada (Tabelas 3.25 e 3.26). Quantitativamente, e a
semelhanga dos adultos, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
prevaléncias e intensidades de infecgdo para as duas subpopulagdes juvenis, infectada e
nao infectada por Leptospira sp. (Tabela 3.27). Ainda assim, salienta-se o facto de a
prevaléncia de C. hepaticum ter sido superior em juvenis infectados pela bactéria (47,37%
contra 23,08%), e a prevaléncia de S. obvelata superior nos nao infectados (84,62% contra

57,89%), ambas as espécies contrariando deste modo a tendéncia verificada nos adultos.
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Tabela 3.25 — Composicdo qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus juvenis em
Sao Miguel em fungéo da positividade (+) para Leptospira sp.

Leptospira sp. (+) (n = 19)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade
CESTODA 15,79
R. nana 15,79 3 0,47 1-6
H. diminuta - - - -

T. taeniaeformis - - - -

NEMATODA 100

N. brasiliensis 100 244 95 244,95 29 — 926
S. obvelata 57,89 23,55 13,63 1-111
C. hepaticum 47,37 1,56 0,74 1-2
T. muris 5,26 1 0,05 1

M. muris 10,53 1,50 0,16 1-2
H. spumosa - - - -

A. annulosa 5,26 1 0,05 1

E. gastricus - - - -

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie néo detectada.

Tabela 3.26 — Composi¢do qualitativa e quantitativa da helmintofauna de M. musculus juvenis em
Sao Miguel em fungao da negatividade (-) para Leptospira sp.

Leptospira sp. (-) (n =13)

Espécie Prevaléncia Intensidade Abundéancia Amplitude da
(%) Média Média intensidade

CESTODA 30,77
R. nana 15,38 2,50 0,38 1-4
H. diminuta 15,38 2 0,31 1-3
T. taeniaeformis 7,69 1 0,08 1
NEMATODA 100
N. brasiliensis 100 269 269 26 — 582
S. obvelata 84,62 16,64 14,08 1-104
C. hepaticum 23,08 1,67 0,38 1-2
T. muris - - - -
M. muris 15,38 2 0,31 2
H. spumosa - - - -
A. annulosa - - - -
E. gastricus - - - -

G. neoplasticum - - - -
(-) Espécie néo detectada.
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Tabela 3.27 — Valores dos testes t-student (f) e do qui-quadrado (x°) para a intensidade média e
prevaléncia, respectivamente, para a analise da relagado entre Leptospira sp. e as espécies que
constituem a comunidade helmintica de M. musculus juvenis em Sao Miguel (p = nivel de
significancia).

Espécie t p x2 p
CESTODA
R. nana -0,159 0,884 0,001 0,975
NEMATODA
N. brasiliensis 0,486 0,631 T T
S. obvelata -0,793 0,437 2,565 0,109
C. hepaticum I i 1,943 0,163
T. muris # # 0,706 0,401
M. muris 1,000 0,423 0,167 0,683
TOTAL 0,547 0,589 T T

(T) Nao calculado; N. brasiliensis apresentou uma prevaléncia de
100%, facto que nao permitiu o calculo do xz.

(¥) Teste t-student ndo aplicavel; variavel analisada pelo teste U de
Mann-Whitney, obtendo-se os valores de Z = -1,269 e p = 0,204.
(#) Nao calculado; espécie s6 ocorreu em hospedeiros positivos
para Leptospira sp., facto que ndo permitiu o calculo do teste t-
student.
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Discussédo dos Resultados

4.1. COMPOSIGAO DA HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS EM SAO
MIGUEL

4.1.1. Composicao qualitativa

A helmintofauna de M. musculus da ilha agoriana de Sao Miguel é constituida por 12
espécies helmintas, 3 das quais pertencentes a Classe Cestoda e 9 ao Filo Nematoda. Nao
foi detectada nenhuma espécie representante da Classe Trematoda. Quando os
hospedeiros sdo abruptamente introduzidos num novo habitat tém tendéncia em perder as
espécies trematodes, que geralmente possuem um ciclo de vida complexo, associado a
recursos hidricos e envolvendo um ou mais hospedeiros intermediarios. Outro grupo
helminta ndo representado na helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel € o Filo
Acanthocephala. Tal auséncia ndo é de todo surpreendente, pois o numero de espécies
Acanthocephala descrito em roedores € muito reduzido (Singla et al., 2008). A titulo de
exemplo, na Peninsula Ibérica, onde o estudo helmintolégico de pequenos mamiferos tem
sido bastante extensivo, apenas Moniliformis moliniformis foi identificado em R. norvegicus
(Ribas & Casanova, 2006).

Foi a primeira vez que os céstodes R. nana e C. fasciolaris e os nematodes A.
annulosa e G. neoplasticum foram detectados em M. musculus de Sao Miguel. Em relacéo a
G. neoplasticum, além de ter sido a primeira vez que a espécie foi identificada nesta ilha,
este foi também o primeiro caso de infeccdo de M. musculus por G. neoplasticum
identificado em Portugal. De facto, a nivel mundial sdo extremamente raros os casos
reportados de parasitismo por G. neoplasticum em M. musculus. Durante muitos anos
pensou-se que a infecgdo neste roedor estava restrita aos casos de infecgao experimental
em laboratdrio, até que Oliveira Rodrigues & Lopes dos Santos (1984) detectaram no Brasil
o0 primeiro caso mundial de infecgao natural em M. musculus. Por outro lado, este foi
também o primeiro caso descrito a nivel mundial de parasitismo por G. neoplasticum no
intestino. Excluiu-se a possibilidade de se tratar de um caso de migragdo post mortem
devido ao elevado numero de especimenes colectados da mucosa intestinal onde se
encontravam fixados ou embebidos. Além disso, todos os hospedeiros capturados foram

mortos em laboratério e os 6rgaos removidos e imediatamente congelados.

A helmintofauna de espécies em ambiente insular apresenta tipicamente uma
rigueza especifica relativamente reduzida, quando em comparacdo com as suas
contrapartes continentais (Fromont, 2001; Beadell et al., 2006; Nieberding et al., 2006;

Lopez-Darias et al.,, 2008). Tal deve-se em parte ao numero geralmente reduzido de
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hospedeiros fundadores que colonizam as ilhas (Dobson, 1988), ao facto destes
provavelmente estarem infectados por um menor niumero de parasitas (Goly de Bellocq et
al., 2002), e ao isolamento ou a distancia destas popula¢des fundadoras das populagdes
continentais infectadas (Poulin & Morand, 1999; McCallum et al., 2001).

No entanto, apesar da histéria recente da introdugcdo de M. musculus nos Acgores e
da localizagcdo geografica do arquipélago, ndo se encontrou um efeito significativo da
insularidade na riqueza de espécies em M. musculus de Sao Miguel. Por exemplo, Feliu et
al. (1997) detectaram 15 espécies helmintas em M. musculus de Espanha, face as 12
detectadas neste estudo. Além disso, apesar de se suspeitar que o numero de espécies
parasitas encontrado em ilhas oceanicas ¢ inferior ao de ilhas continentais (Foronda et al.,
2003), o numero de espécies helmintas detectado em Sao Miguel revelou-se superior ao
numero detectado em M. musculus de muitas ilhas mediterrdnicas, mesmo de maiores
dimensdes (Milazzo et al., 2003). Existem inclusivamente estudos em zonas da Europa
Continental (Mazeika et al., 2003; Grikieniené, 2005; lzdebska & Rolbiecki, 2006;
Kataranovski et al., 2008) e de outras regides continentais do globo (Pulido-Flores et al.,
2005; Landaeta-Aqueveque et al., 2007) que apresentaram riquezas especificas inferiores a
detectada no presente estudo.

Sendo uma espécie associada ao homem, M. musculus pode migrar e colonizar
ambientes insulares com relativa facilidade através do transporte humano (Goly de Bellocq
et al., 2002). Este facto aliado a posicao geoestratégica dos Agores, onde todos os anos
aporta grande numero de barcos e navios, pode traduzir-se na potencial chegada de novas
espécies helmintas com a chegada de novos hospedeiros M. musculus a ilha de Sao Miguel.
Além disso, como sugerido por Torchin et al. (2003), o estabelecimento das novas espécies

podera ser facilitado pela elevada densidade populacional dos roedores na ilha.

4.1.2. Composig¢ao quantitativa

Todos os hospedeiros M. musculus analisados encontravam-se parasitados por pelo
menos uma espécie helminta. Esta elevada prevaléncia ¢é justificada em grande parte pela
prevaléncia de 100% que o nematode N. brasiliensis alcangou na populagao estudada. Este
nematode atingiu ainda uma elevada intensidade média (313,73 parasitas por hospedeiro).
O parasitismo pode ser um custo associado a densidade do hospedeiro (Morand & Poulin,
1998). Segundo Arneberg et al. (1998) existe uma relacdo positiva entre a densidade
populacional do hospedeiro e a abundancia de parasitas: a medida que a densidade
populacional do hospedeiro aumenta, também devera aumentar a abundancia de parasitas

na comunidade. E provavel que este fenémeno se deva ao aumento da probabilidade de um
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ovo ou larva entrar em contacto com um hospedeiro quando o numero de hospedeiros
disponivel € mais elevado (Anderson & May, 1978; May & Anderson, 1978). Deste modo os
dados parasitolégicos obtidos apontam para uma elevada densidade populacional de M.
musculus na ilha de Sao Miguel, alids confirmada pelos estudos levados a cabo no ambito
do projecto “Epidemiologia e Controlo da Leptospirose nos Agores” (Collares-Pereira et al.,
2007). Além disso, o parasitismo pode ser um custo associado & socializacdo. E
reconhecido que o comportamento social do hospedeiro tem um grande efeito na
transmissdo de parasitas de ciclo de vida directo. Para o caso em estudo, o facto de M.
musculus ser um animal gregario que forma grandes unidades familiares pode promover o
contacto entre individuos susceptiveis e infectados (Ezenwa, 2004), levando assim ao
aumento da prevaléncia e intensidade de infecgdes helminticas na populagdo hospedeira. A
viruléncia de N. brasiliensis deve ser também reduzida o suficiente para permitir to elevada
prevaléncia, caso contrario a prevaléncia na populagdo seria pequena, pois os individuos
infectados nao sobreviveriam muito tempo (van Boven & Weissing, 2004). Além da elevada
densidade populacional de M. musculus em Sao Miguel, também ha que ter em conta que
0s ovos e as fases de vida livre de N. brasiliensis e de outros helmintas podem beneficiar
das temperaturas amenas e da elevada humidade caracteristicas de Sao Miguel

necessarias para o seu desenvolvimento (Anderson, 1992).

4.2. ABORDAGEM ECOLOGICA DA HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS EM
SAO MIGUEL

A colonizacao dos hospedeiros pelos helmintas depende da sobrevivéncia das fases
de desenvolvimento de vida livre no novo ambiente e da disseminacdo dos helmintas
relativamente a dindmica populacional do hospedeiro (Dobson & May, 1986). Por este
motivo, espécies helmintas de ciclo de vida directo s&o normalmente encaradas como boas
colonizadoras (Morand, 1996). Por outro lado, tem-se assumido que helmintas com ciclo de
vida indirecto ndo sdo colonizadores tdo eficientes devido a auséncia dos hospedeiros
intermediarios necessarios para completarem o seu desenvolvimento no novo habitat
(Dobson & May, 1986). Das 12 espécies identificadas neste estudo, apenas 3 (25%) ou 4
(33,3%) se contarmos com R. nana, possuem um ciclo de vida indirecto. De facto, a
contribuicdo dos dois ciclos de vida para a populacédo de R. nana em M. musculus no estado
selvagem €& desconhecida (Mackiewicz, 1988). As restantes espécies possuem entdo um
ciclo de vida directo. De um modo geral, todas as espécies identificadas podem ser
consideradas como eurixenas, ou seja, apresentam reduzida especificidade parasitaria,

podendo por isso infectar uma ampla variedade de hospedeiros.
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A classificacdo das populagdes de endoparasitas de acordo com os valores de
importancia de Bush €& primordial para a avaliagdo quantitativa da importancia relativa
dessas populagdes na comunidade de endoparasitas de um dado hospedeiro. N. brasiliensis
e S. obvelata, foram classificadas como espécies dominantes, ou seja, contribuem
significativamente para a comunidade helmintica de M. musculus. As duas espécies foram
responsaveis por 93,53% e 6% dos helmintas colectados, respectivamente. As outras nove
espécies foram classificadas como subordinadas, apresentando uma contribuicdo muito
menos significativa para a comunidade helmintica de M. musculus em Sao Miguel.

Em relacéo ao estatuto das espécies na comunidade helminta, apenas N. brasiliensis
apresentou uma prevaléncia suficientemente elevada para ser classificada como espécie
central, o que corresponde a uma espeécie regionalmente comum e localmente abundante.
S. obvelata foi classificada juntamente com C. hepaticum como espécie secundaria. A
prevaléncia relativamente reduzida das restantes nove espécies justifica a sua classificacao
como especies satélites, ou seja, espécies que tendem a colonizar poucos hospedeiros, e
quando o fazem ocorrem em pequeno numero.

O elevado valor do indice de Simpson obtido corresponde a uma reduzida
biodiversidade de espécies e indicia claramente a existéncia de pelo menos uma espécie
dominante na comunidade helmintica de M. musculus, que podera influenciar o tamanho
das outras infrapopulagoes.

O indice de Shannon e o indice de equidade de Pielou sugerem uma tendéncia para
a homogeneidade da comunidade helmintica e que alguma espécie apresentou uma
intensidade de infeccdo suficientemente elevada para influenciar o tamanho das outras
infrapopulagdes de helmintas. Os resultados obtidos apontam claramente para N.
brasiliensis como sendo a Unica espécie capaz de exercer tal influéncia, pois além de
constituir o principal componente da comunidade helminta, € a espécie dominante e de
maior importancia nas infracomunidades helminticas de M. musculus em Sao Miguel.

O caracter agregado da distribuicdo dos helmintas significa que a maioria dos
hospedeiros alberga poucos helmintas, enquanto que um numero relativamente pequeno de
hospedeiros concentra a maioria dos helmintas. Este tipo de distribuicdo agregada é tipico
de grande parte dos sistemas parasitarios (von Zuben, 1997; Shaw et al., 1998; Galvani,
2003) e resulta da heterogeneidade na susceptibilidade dos hospedeiros, que surge devido
as diferencas comportamentais, genéticas ou imunolégicas, ou ainda devido a possibilidade
de contacto com aglomerados de estadios infecciosos que se encontrem no ambiente
(Anderson & Gordon, 1982).

As interacgdes entre as espécies sao processos importantes para a compreensao
global da ecologia dessas mesmas espécies. Num determinado hospedeiro, sdo diversos os

factores que podem influenciar a interaccdo entre espécies co-ocorrentes. Um possivel
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padrao de associacdo interespecifico entre duas espécies ira variar consoante estas
prefiram ou evitem o mesmo micro-habitat de parasitacdo, apresentem algum grau de
repulsa ou atraccido natural entre elas, ou ndo apresentem qualquer tipo de interaccéao.
Assim, as associacbes interespecificas podem ser positivas, negativas ou inexistentes
(Poulin, 1997). O facto de as espécies do par co-ocorrente formado por N. brasiliensis e C.
hepaticum se encontrarem espacialmente separadas, uma vez que parasitam o6rgaos
distintos do hospedeiro (intestinos e figado, respectivamente), ndo impede a ocorréncia de
uma correlagcédo positiva entre ambas e a sua interacgcdo. Por exemplo, mesmo helmintas
restringidos ao tracto gastrointestinal podem ter efeitos imunolégicos sistémicos via
citocinas, moléculas sinalizadoras consideradas pouco especificas (Mohrs et al., 2005), e
deste modo interagir com outros helmintas. Contudo, quando as espécies parasitas ocorrem
em tecidos diferentes a natureza de tal interacgdo ndo é tdo 6bvia (Janovy, 2002). A
deteccao de um padréo de associacgao interespecifico nao fornece a explicagdo da causa de
tal padrao, devendo apenas ser encarada como o ponto de partida para um futuro estudo da
interaccdo entre as espécies associadas. Para a espécie hospedeira em estudo, a
associacao entre N. brasiliensis e C. hepaticum sugerida pelos valores obtidos, € um caso
que merece ser investigado futuramente. E provavel que tal associacdo passe pela
interacgdo da fase de larva migrans de N. brasiliensis, que pode inclusivamente alcangar o
figado, com C. hepaticum, ou a presenca de uma das espécies ao modificar 0 micro-habitat
pode alterar a susceptibilidade do hospedeiro & outra (Lotz & Font, 1994). E ainda de
assinalar que M. muris nao co-ocorreu com T. muris nem com R. nana nos hospedeiros M.
musculus analisados. Com apenas uma associagcdo positiva significativa detectada, as
interacgdes entre as espécies helmintas de M. musculus em Sao Miguel podem ser
consideradas raras ou mesmo ausentes. Tal como sugerido por Kennedy et al. (1986), esta
condicdo pode ser o reflexo da reduzida riqueza de espécies e dos reduzidos valores de
abundancia encontrados para grande parte das espécies colectadas.

Stock & Holmes (1988) consideraram os dois tipos de comunidades parasitarias, a
interactiva, com espécies centrais e associacdes interespecificas, e a isolacionista, sem
evidéncias de espécies centrais e associacdes interespecificas, ndo como um padrao onde
se poderiam classificar todos os tipos de comunidades parasitarias, mas como um
continuum formado por um conjunto de comunidades com caracteristicas intermédias entre
os dois tipos. Além da escassez de pares de espécies associadas, a comunidade helmintica
de M. musculus em Sao Miguel apresentou poucas espécies com prevaléncias e
abundancias elevadas, pelo que parece ser uma comunidade mais préxima do tipo
isolacionista. Os resultados parecem estar de acordo com Poulin (1997), segundo o qual a

maioria das comunidades parasitas de hospedeiros vertebrados é isolacionista.
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4.3. FACTORES INDUTORES DE VARIABILIDADE NA HELMINTOFAUNA DE
MUS MUSCULUS EM SAO MIGUEL

Neste ponto sera discutida a influéncia de diversos factores, tanto intrinsecos ao
hospedeiro (sexo, idade, dimensdes corporais e condig¢ao fisica) como ambientais (época
anual de captura e habitat do hospedeiro), na composicao da helmintofauna de M. musculus

em Sao Miguel.

4.3.1. Influéncia do sexo do hospedeiro

O sexo do hospedeiro parece nao exercer influéncia na composi¢ao qualitativa da
helmintofauna uma vez que as diferengcas constatadas referem-se a espécies que
apresentam uma prevaléncia muito reduzida no hospedeiro estudado. No entanto, de um
ponto de vista quantitativo, o sexo ja parece exercer influéncia na composi¢cdo da mesma.

Os dados sugerem que os individuos do sexo masculino tendem a apresentar maior
prevaléncia e principalmente, tendo em conta a importancia das espécies envolvidas, maior
carga parasitaria, o que esta em linha com varios estudos que indicam que M. musculus do
sexo masculino apresentam maiores prevaléncias e intensidades de infeccdo que o sexo
feminino (Poulin, 1996; Schalk & Forbes, 1997; Kataranovski et al., 2008). E interessante
realcar que os resultados obtidos neste estudo relacionados com a intensidade de infecgao
por N. brasiliensis em M. musculus selvagens estao de acordo com o verificado em
condicbes experimentais por Neafie & Haley (1962), que demonstraram que os machos
apresentam uma carga parasitaria deste nematode muito superior as fémeas. Outros
estudos também demonstraram que as fémeas sdo mais resistentes a infeccdo por
Aspiculuris tetraptera, um oxiurideo tal como S. obvelata, apresentando menores valores de
intensidade que os machos (Mathies, 1954; Behnke, 1975).

Na verdade, tém sido reportados diferentes niveis de parasitismo entre os dois sexos
em varias espécies de mamiferos, com os machos tendencialmente a hospedar mais
parasitas que as fémeas ou a sofrer mais intensamente os seus efeitos (Reimchen & Nosil,
2001; Zuk, 2009). Alguns estudos sugerem que machos de espécies que apresentam um
sistema de poliginia, como M. musculus, investem menos no sistema imunitario que as
fémeas conspecificas (Zuk, 1990). Baseiam-se na “hipétese do macho susceptivel’, de
acordo com a qual os machos ganham mais em investir em caracteristicas relacionadas
com o sucesso reprodutor a curto prazo do que a investir em caracteristicas imunitarias que

afectam a longevidade (Forbes, 2007). Este ndo parece ser o caso das fémeas, que
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precisam de investir pouco para garantir o acasalamento, estando por isso mais livres para
investir num sistema imunitario que Ihes confere maior longevidade (Stoehra & Kokko, 2006;
Forbes, 2007). Por outro lado, em consequéncia da competicdo por parceiras e da defesa
territorial, os machos estao sujeitos a elevados niveis de stress e podem apresentar-se mais
debilitados fisicamente, estando assim mais susceptiveis a infec¢cbes (Zuk, 1990; Herbert &
Cohen, 1993; Braude et al., 1999). Além disso, acredita-se que a testosterona, hormona
masculina necessaria para um comportamento agressivo e para o desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios, tenha efeitos imunossupressores no sistema imunitario
(Folstad & Karter, 1992; Stoehra & Kokko, 2006). Esta reducdo da imunocompeténcia
podera influenciar também a maior susceptibilidade dos machos a parasitas (Ezenwa, 2004;
Skorping & Jensen, 2004). A influéncia do sexo nas infecgdes por parasitas pode ainda ter
origem em diferencas comportamentais ou ecoldgicas (Ezenwa, 2004). Por exemplo, a
maior actividade dos machos ou a maior area vital destes pode resultar em diferentes
exposigcdes a parasitas nao relacionadas com os custos desiguais da reproducao (Hughes &
Randolph, 2001; Reimchen & Nosil, 2001). Tal como sugerido por Layne & Griffo (1960),
esta maior area vital podera estar na origem da prevaléncia em C. hepaticum superior nos
machos detectada neste estudo.

Por outro lado, M. muris é a Unica espécie cuja prevaléncia é superior nas fémeas.
Este nematode de ciclo de vida indirecto possui diversas espécies de insectos como
hospedeiros intermediarios, nomeadamente algumas espécies de escaravelhos e baratas. A
maior prevaléncia em fémeas podera indicar uma maior ac¢ao predatéria e consumo por
parte do sexo feminino de espécies de insectos hospedeiras intermediarias de M. muris. E
provavel que este consumo se deva a uma necessidade energética e proteica das fémeas

superior a dos machos.

4.3.2. Influéncia da idade do hospedeiro

A idade do hospedeiro é um factor que se sabe ter influéncia na estrutura das
comunidades helminticas de roedores selvagens (Bajer et al., 2005). A composi¢cao
helmintica dos individuos em idade juvenil mostrou-se com uma riqueza especifica inferior a
dos individuos em idade adulta. No entanto, as espécies ausentes nos juvenis apresentam
prevaléncias muito reduzidas mesmo em adultos, pelo que a idade nao parece ter um papel
preponderante em termos qualitativos na composicdo helmintica. De um ponto de vista
quantitativo ja foram encontradas diferengas assinalaveis.

A prevaléncia de R. nana superior nos juvenis esta de acordo com alguns estudos

que sugerem que os adultos tendem a ser mais resistentes a infecgdo por este céstode
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(Furukawa et al., 1982). Em humanos, as criangas também sdo o grupo etario mais
susceptivel. Ainda em relagdo aos céstodes, a prevaléncia de C. fasciolaris superior em
adultos podera resultar da maior exposi¢cao destes ao ambiente e consequentemente a
maior probabilidade de contactarem com fezes de gatos infectados (Farhang-Azad, 1977b).
Alguns estudos referentes a Rattus sp. sugerem que a prevaléncia em C. hepaticum
aumenta com a idade do hospedeiro, 0 mesmo se passando com a intensidade de infeccéo
(Farhang-Azad, 1977a; Chieffi et al., 1981), provavelmente devido a maior exposicao
ambiental dos adultos que além de maiores territorios tiveram um periodo de vida mais
longo (Layne & Griffo, 1960). A proximidade dos valores de prevaléncia de C. hepaticum
detectada no presente estudo entre adultos e juvenis ndo permite corroborar esta situagéo
em M. musculus, apesar da diferenga dos valores de intensidade ja ser mais significativa.
Curiosamente, a maior prevaléncia de S. obvelata em juvenis e a maior intensidade
meédia nos adultos traduz-se na pratica numa subpopulacido deste oxiurideo mais agregada
nos adultos e numa mais dispersa nos juvenis. De acordo com Taffs (1976) e Bazzano et al.
(2002), este tipo de infecgdes sao geralmente mais frequentes em juvenis porque os adultos
sdo mais resistentes. Este estudo em Sao Miguel é um dos primeiros a nivel mundial a
mostrar esta resisténcia em condicbes de campo. A resisténcia podera estar associada a
producao de imunoglobulinas G (IgG) especificas contra S. obvelata (Sato et al., 1995). No
entanto, a prevaléncia em adultos, apesar de significativamente menor, continuou elevada,
além destes individuos terem apresentado valores de intensidade em média superiores. Os
resultados sugerem que outros factores que n&o a idade ou o sexo poderao estar envolvidos
na elevada intensidade de parasitagcdo dos adultos. Sabe-se que as fémeas S. obvelata
migram para a superficie perianal onde libertam os ovos quer por deposi¢cdo quer por
ruptura do seu proprio corpo. Como estes ovos se tornam rapidamente infectantes, o
hospedeiro ao limpar a sua pele pode dar origem ao processo de auto-infecgdo. E provavel
gue os adultos M. musculus tenham maiores cuidados de higiene que os juvenis, pelo que
0s que se encontrem parasitados por S. obvelata, por se encontrarem mais debilitados
imunologicamente ou por outra razdo, podem ter tendéncia a apresentar maior intensidade

de infecgao que os juvenis em resultado de processos de auto-infecgao.

4.3.3. Influéncia na condigao fisica do hospedeiro

Os parasitas podem ter muitos e variados efeitos nao letais na fitness do hospedeiro,
podendo debilitar a sua saude geral ou a sua condigao fisica (Price, 1977; Stoehra & Kokko,
2006). Alteram o ambiente que os rodeia através de, por exemplo, perturbagbes mecanicas

que exercem no tubo digestivo, competicdo pelos nutrientes, supressao da capacidade de
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acumular reservas energéticas (gordura), e eliminagao de metabolitos toxicos resultantes do
seu metabolismo (Bakke & Wiger, 1975; Newey et al., 2005). Todavia, nas correla¢des entre
o factor condicao fisica de M. musculus e a prevaléncia e intensidade de infec¢cao nao se
verificaram influéncias negativas das espécies helmintas sobre a condigdo fisica dos
hospedeiros, os quais aparentemente suportam os prejuizos causados pelos parasitas que
carregam consigo. Foram até encontradas duas correlagdes positivas, uma para a
prevaléncia de S. obvelata em hospedeiros juvenis e outra para a abundancia de T. muris
em adultos do sexo feminino, o que podera indicar que estes nematodes privilegiaram
hospedeiros que se encontravam em boas condi¢des fisicas. De facto, ja durante a
realizacao das capturas e necropsias se verificou o bom estado de saude geral dos
hospedeiros em estudo, que se apresentaram ageis e aparentemente saudaveis, sem
lesbes nos d6rgaos internos nem sinais externos de doencga. Esta relacdo aparentemente
pacifica pode ser o resultado de uma intima histéria co-evolutiva que resultou numa
compatibilidade tdo elevada entre os gendtipos de M. musculus e dos helmintas que

compdem a sua helmintofauna que nenhum efeito adverso é detectado no hospedeiro.

4.3.4. Influéncia da época de captura

Apesar da conhecida influéncia do clima nos padrbes de transmissao de parasitas
(Bajer et al., 2005), para o periodo de amostragem estudado (Novembro de 2005 a Margo
de 2006) nao foram detectadas diferencas significativas entre as estagdes do ano nas
composicdes qualitativa e quantitativa que possam ser atribuidas directamente a factores
ambientais.

Com apenas 6 espécies detectadas, a Primavera foi a estacdo do ano com menor
rigueza de espécies. No entanto, o numero de amostras analisado desta estacao foi inferior
ao analisado para as restantes duas, pelo que o numero de espécies podera estar
subavaliado. A nivel quantitativo, também n&o foram encontradas grandes diferencas entre
as trés estagdes do ano analisadas.

As diferencas na prevaléncia de S. obvelata detectadas (prevaléncias
sucessivamente decrescentes do Outono para a Primavera) ndo se devem directamente a
caracteristicas ambientais relacionadas com as estacdes do ano, mas as flutuagdes naturais
da composicdo etaria da populagdo de M. musculus. S. obvelata é maioritariamente
transmitida por contacto entre os hospedeiros, pelo que a sua transmissao raramente é
influenciada por constrangimentos ambientais (Hugot, 1988). Como descrito no ponto 4.3.2,
os hospedeiros em idade juvenil apresentam maior prevaléncia de infeccao por S. obvelata

que os adultos, e o Outono foi a estacdo em que maior numero de juvenis foi capturado
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(40,90% do total de capturas), seguindo-se o Inverno (34,55%) e por fim a Primavera
(26,67%), pelo que esta diferenca reflecte meramente as diferengas nas composigdes
etarias das populacbes de hospedeiros. Curiosamente, uma tendéncia semelhante foi
constatada para outro helminta, R. nana, com prevaléncias superiores no Outono e Inverno
(13,64% e 12,73%, respectivamente) face a sua auséncia na Primavera.

Ao contrario de S. obvelata, nao foram encontradas diferencas entre as prevaléncias
de C. hepaticum em adultos e juvenis, pelo que as diferengas etarias nido parecem estar
subjacentes as diferencas nas prevaléncias deste nematode encontradas entre as estagbes
do ano (prevaléncias superiores no Outono e Primavera). Estes valores podem ser o reflexo
das densidades populacionais de M. musculus nas respectivas estagbes do ano, pois, tal
como sugerido por Farhang-Azad (1977a) para R. norvegicus, elevadas prevaléncias de
infeccao podem ser resultado da elevada densidade populacional dos roedores. Na mesma
linha de raciocinio, reduzidas densidades populacionais resultam em prevaléncias menores
no hospedeiro. Isto porque um maior nimero de hospedeiros assegura o fornecimento
continuo de ovos e aumenta a probabilidade de contacto com ovos infecciosos. De facto, M.
musculus foi claramente mais abundante nos meses estudados do Outono e da Primavera,
apresentando um claro decréscimo populacional nos de Inverno (Collares-Pereira et al.,
2007).

Assim, mesmo as diferengas observadas podem ser atribuidas as flutuagdes naturais
da estrutura e densidade das populacbées de M. musculus. A influéncia aparentemente
ausente das estacbes do ano sobre a composicdo helmintica podera dever-se ao clima
temperado de Sao Miguel que, tal como as restantes ilhas acorianas, apresenta
temperaturas amenas e elevados niveis de precipitacdo e humidade durante todo o ano. De
facto, durante o periodo de amostragem nao se observaram variagdes muito expressivas
nos valores médios mensais da temperatura do ar (floresta: 13,3 a 16,2°C; pastagem: 12,1 a
14,9°C; area peri-urbana: 14,0 a 15,9°C) nem da humidade relativa do ar (floresta: 66,3 a
100%; pastagem: 98,6 a 100%; area peri-urbana: 90,1 a 97,6%), sendo a precipitagéo o
parametro que demonstrou variagcbes mais evidentes (floresta: 1,8 a 43,1 mm; pastagem:
4,2 a 42,0 mm; area peri-urbana: 0,9 a 21,1 mm). N&o obstante, é provavel que se tivessem
obtido diferengas mais demarcadas na helmintofauna entre as estagdes se o periodo de

amostragem tivesse coberto todo o ano.

4.3.5. Influéncia do local de captura

De um ponto de vista qualitativo, a floresta foi o habitat que apresentou menor

rigueza especifica. Porém, em nenhum habitat se detectaram todas as espécies que

126



Discussédo dos Resultados

compdem a helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel. Os resultados obtidos na analise
quantitativa, discutidos de seguida, foram mais interessantes.

A area peri-urbana destaca-se das restantes duas por apresentar as prevaléncias
mais elevadas das espécies de ciclo de vida indirecto que utilizam um insecto como
hospedeiro intermediario, nomeadamente M. muris, R. nana e H. diminuta. G. neoplasticum,
nematode que também utiliza um insecto como hospedeiro intermediario, apenas foi
detectado neste habitat. Estes resultados podem levar-nos a especular sobre a maior
diversidade e abundancia de insectos associada a area peri-urbana, mais precisamente ao
aterro sanitario onde foram realizadas as capturas dos hospedeiros. E no entanto de realcar
que a suspeita carece de significado estatistico.

Por outro lado, as espécies helmintas em cujo ciclo de vida os predadores
desempenham um papel importante, C. hepaticum e T. taeniaeformis, parecem estar mais
associadas a floresta. De acordo com Conlogue et al. (1979) a actividade predatéria pode
afectar a taxa de infecgdo por C. hepaticum. E provavel que o mesmo suceda no caso de T.
taeniaeformis. Pelas suas caracteristicas, a floresta parece ser o local mais indicado a
ocorréncia de espécies carnivoras, nomeadamente aves de rapina e cades e gatos
selvagens. No entanto, a elevada prevaléncia de C. hepaticum na floresta podera ser o
reflexo das condi¢cbes climaticas neste habitat, nomeadamente temperatura, oxigénio e
humidade, favoraveis a sobrevivéncia e desenvolvimento dos ovos deste nematode (Spratt
& Singleton, 1986). A floresta foi o habitat que registou maiores valores médios de
pluviosidade (16,7 mm) e temperatura do ar (14,3°C), e o segundo com maior humidade
relativa (93,3%).

E provavel que a maior intensidade de N. brasiliensis detectada na floresta seja
resultado do coberto vegetal de porte arbéreo que predomina neste habitat, que podera criar
condicbes mais favoraveis a sobrevivéncia dos estadios larvares de vida livre de N.
brasiliensis e a posterior maior taxa de infeccdo dos hospedeiros. A mesma linha de
pensamento podera se aplicada para S. obvelata na pastagem, onde foram detectados os
maiores valores de intensidade. No entanto, sera necessaria uma investigacdo mais

aprofundada para ambas as espécies para esclarecer os factores envolvidos.

4.4. RELAGCAO ENTRE MACRO E MICROPARASITISMO

De um modo geral, a auséncia de resultados estatisticamente significativos, tanto
para individuos adultos como juvenis, ndo permite concluir a existéncia de uma associagao

positiva entre as espécies helmintas e Leptospira sp.
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Ainda assim, salienta-se a auséncia de T. muris na subpopulacao nao infectada por
Leptospira sp. € a maior prevaléncia de C. hepaticum em juvenis co-infectados pela
bactéria. Contrariando a tendéncia verificada nos juvenis, a prevaléncia de C. hepaticum
superior em adultos nao infectados por Leptospira sp., além de contrariar a tendéncia de
maiores niveis de parasitismo pelas espécies mais importantes da comunidade (N.
brasiliensis e S. obvelata) em adultos co-infectados, podera significar que a co-infecgao por
C. hepaticum e Leptospira sp. € demasiado nefasta para o hospedeiro, levando a sua morte
prematura e por conseguinte menor capturabilidade (i.e., a probabilidade de juvenis co-
infectados com C. hepaticum e Leptospira sp. atingirem a idade adulta podera ser inferior a
dos nao co-infectados).

As elevadas prevaléncias de infeccdo constatadas para ambos os tipos de
parasitismo, podem simplesmente ser o resultado das excelentes condicbes ambientais de
Sao Miguel, propicias a sobrevivéncia e desenvolvimento de ambos os tipos de parasitismo,
nao existindo qualquer relagdo entre eles. Por outro lado, s&do estas mesmas elevadas
prevaléncias que levam a supor a existéncia de tal associagcdo, principalmente entre N.
brasiliensis, pela sua espectacular prevaléncia e intensidade de infeccéo, e Leptospira sp.

Apesar dos avangos dos Ultimos anos, ainda ndo sao exactamente conhecidos os
mecanismos pelos quais o sistema imunitario do hospedeiro remove os parasitas, em parte
devido a elevada complexidade e redundancia das varias respostas imunolégicas envolvidas
(Koski & Scott, 2003). No entanto, sabe-se que a maioria dos macroparasitas extracelulares,
onde se incluem os helmintas gastrointestinais, induz respostas do tipo Th2 (linfécitos T
helper do tipo 2) responsaveis pela imunidade humoral dependente de anticorpos (Urban et
al., 1992), nomeadamente IgG1, 1gG4, e IgE, requerendo a expressao de interleucina (IL)-4
(Loukas & Prociv, 2001; Koski & Scott, 2003). Por outro lado, os microparasitas, como as
bactérias, induzem uma resposta tipicamente do tipo Th1 (linfécitos T helper do tipo 1)
responsavel pela imunidade celular mediada por interferdo-y (IFN-y) (Urban et al., 1992;
Graham, 2008). Como geralmente as respostas Th1 sdo antagonistas das respostas Th2, e
vice-versa (Mosmann & Sad, 1996), o que significa que um hospedeiro infectado pode
apenas arquitectar eficientemente um tipo de resposta de cada vez (Graham, 2002),
helmintas que induzam a expresséo de citocinas envolvidas na supressao de IFN-y podem
facilitar a expansdo dos microparasitas (Graham, 2008). Apesar da complexidade das
interacgdes no interior do hospedeiro poder tornar ardua a tarefa de predizer como uma
infeccao ira influenciar o decurso de outra (Graham, 2008), é provavel que um mecanismo
semelhante envolvendo a expressao de citocinas supressoras de IFN-y esteja subjacente a

interaccéo entre N. brasiliensis e Leptospira sp.
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4.5. EVOLUGAO DA HELMINTOFAUNA DE MUS MUSCULUS EM SAO MIGUEL

Como referido no Capitulo 1, até ao presente estudo a investigacao helmintolégica
de M. musculus em Sao Miguel resumia-se ao estudo elaborado por Casanova et al. (1996).
Desde entdo, varios anos passaram, pelo que sera interessante averiguar a evolugao
helmintofaunistica da espécie em ambiente insular. No entanto, é necessario ter em
consideracao que apenas 11 hospedeiros foram capturados e analisados entre 1993 e 1996
por Casanova et al. (1996), contra os 92 analisados no presente estudo. Esta discrepancia
afectara naturalmente quaisquer elacdes que se pretenda retirar.

A analise da Tabela 4.1 sugere que a helmintofauna de M. musculus em Sao Miguel
é constituida pelas 12 espécies identificadas no presente estudo, 3 céstodes e 9 nematodes.
A inclusdo do trematode Skrjabinocoelus sp. identificado por Casanova et al. (1996) na
helmintofauna é desvalorizada, na medida em que esta espécie € um parasita caracteristico
de aves dos Acores. Este é portanto um caso de pseudoparasitismo, em que M. musculus

constitui apenas um hospedeiro acidental.

Tabela 4.1 — Comparagéao entre as prevaléncias e intensidades médias de infecgao da helmintofauna
de M. musculus em Sao Miguel detectadas por Casanova et al. (1996) e pelo presente estudo.

Casanova et al. (1996) Presente estudo
(n=11) (n =92)
Espécie Prevaléncia Intensidade Prevaléncia Intensidade
(%) Média (%) Média

TREMATODA 9,09 -
Skrjabinocoelus sp. 9,09 12 - -
CESTODA 9,09 21,74
R. nana - - 10,87 2,4
T. taeniaeformis - - 7,61 1
H. diminuta 9,09 1 5,43 54
NEMATODA 90,90 100
N. brasiliensis - - 100 313,73
S. obvelata 36,36 220,7 53,26 37,82
C. hepaticum 36,36 T 40,22 1,89
T. muris 18,18 3 10,87 2,30
M. muris 18,18 2 9,78 1,89
H. spumosa 45,45 54 3,26 5
A. annulosa - - 2,17 1
E. gastricus 9,09 2 2,17 1
G. neoplasticum - - 1,09 27
Nematoda sp. 9,09 2 - -
TOTAL 90,90 100

(1) Nao analisado.
(-) Espécie néo detectada.
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A comparagdo com o estudo de Casanova et al. (1996) permite constatar algumas
diferencas tanto a nivel qualitativo como quantitativo. Em primeiro lugar, destaca-se o
notavel enriquecimento qualitativo da comunidade helmintica de M. musculus no presente
estudo, com 12 espécies detectadas contra 7 em 1996 (excluindo Skrjabinocoelus sp. e o
nematode nao identificado). Por outro lado, a redugéo da prevaléncia de parasitagao total no
estudo de 1996 néao foi tdo acentuada como a diminui¢cdo da riqueza de espécies (90,90%
contra100%). Ja a prevaléncia de infecgdo por céstodes foi inferior a encontrada no
presente estudo (9,09% contra 21,74%), além de ter sido apenas uma décima parte da
infeccéo por nematodes (90,90%).

Tendo em conta as elevadas prevaléncia (100%) e intensidade média de infecgédo
(313,73) detectadas no presente estudo, além da identificacdo relativamente facil, é
surpreendente que N. brasiliensis nao tenha sido detectado por Casanova et al. (1996). Em
apenas 10 anos, N. brasiliensis passou de uma espécie simplesmente ausente a espécie
dominante e de maior abundancia da comunidade helmintica de M. musculus em Séao
Miguel. Este fendbmeno é de dificil explicacdo e merece ser investigado. Afonso-Roque
(1989) e Casanova et al. (1996) detectaram este nematode em Rattus sp. de Sdo Miguel.
Sendo espécies préximas, ndo sO evolutiva como ecologicamente, € provavel que do
contacto entre os dois roedores tenha resultado a transferéncia interespecifica de N.
brasiliensis de Rattus sp. para M. musculus. Por outro lado, esta bem documentada a
facilidade com que M. musculus é transportado pelo ser humano. Assim, a possibilidade de
M. musculus infectados recém-chegados de outras ilhas acgorianas (N. brasiliensis foi
detectado em M. musculus por Casanova et al. (1996) nas ilhas Terceira e das Flores, com
prevaléncias de 10,52% e 4,54%, respectivamente), do continente (onde os estudos sobre a
helmintofauna de M. musculus s&o escassos) ou mesmo de outras regides do globo, terem
constituido um foco de infecgao inicial que rapidamente se generalizou, deve também ser
tida em consideracdo. Em qualquer dos casos, parece que N. brasiliensis tera encontrado
em M. musculus de Sao Miguel um nicho relativamente livre e um hospedeiro adequado ao
seu ciclo de vida.

Outros nematodes nao detectados por Casanova et al. (1996) foram A. annulosa e
G. neoplasticum. Provavelmente escaparam a detecgao devido as prevaléncias de infeccao
extremamente reduzidas de ambas as espécies em M. musculus de Sao Miguel e ao
pequeno numero de hospedeiros analisados. A hipdtese de alguma destas duas espécies
corresponder ao nematode nao identificado pelos autores foi descartada, uma vez que
estes, no mesmo estudo e com um esforco de amostragem superior, identificaram A.
annulosa em M. musculus da Terceira e Flores e em Rattus sp. em S&o Miguel, e

identificaram G. neoplasticum em Rattus sp. da Terceira.
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Os céstodes R. nana e C. fasciolaris podem também néo ter sido detectados em M.
musculus de Sao Miguel devido a reduzida prevaléncia (10,87% e 7,61%, respectivamente)
aliada a fraca amostragem. E portanto a primeira vez que estas espécies sdo detectadas em
M. musculus de Sao Miguel. Casanova et al. (1996) ja tinham detectado C. fasciolaris em M.
musculus na Terceira e Flores. Curiosamente, estes autores ndo detectaram R. nana, ndo
sbé em M. musculus pertencentes as outras ilhas estudadas, como também em Rattus sp. de
sao Miguel, onde R. nana tinha ja sido identificada por Afonso-Roque (1989).

Neste estudo, os nematodes T. muris, M. muris e E. gastricus apresentaram,
prevaléncias inferiores as detectadas por Casanova et al. (1996), embora nao
estatisticamente significativas ()(2 =0,510, g.l. =1, p = 0,475; )(2 =0,727, g.l. =1, p = 0,394;
x>=1,662, g.l. =1, p = 0,197, respectivamente). Por outro lado, C. hepaticum apresentou um
valor de prevaléncia praticamente igual em ambos os estudos e S. obvelata um valor de
prevaléncia superior, ndo significativo (x> = 1,123, g.l. = 1, p = 0,289). A comparacdo da
intensidade média desta ultima espécie nos dois estudos revela-se mais interessante. Os
autores em 1996 obtiveram uma prevaléncia inferior associada a um valor de intensidade
média mais elevado que no presente estudo, o que conduziu a uma maior agregacao de S.
obvelata. Contudo, a diferencga entre as intensidades médias nao foi significativa (Z = -0,414,
p =0,679).

Outro aspecto distinto entre os estudos é a prevaléncia significativamente superior de
H. spumosa no estudo de 1996 (45,45% contra 3,26%; x* = 24,417, g.I. = 1, p < 0,001). Na
verdade, a importancia de H. spumosa na comunidade helmintica de M. musculus em Sao
Miguel sofreu um grande decréscimo, passando de espécie dominante (/ = 15,10) e
secundaria a espécie subordinada (/ = 0,002) e satélite. Pode-se especular se este declinio
nao estara relacionado com a ascensdo de N. brasiliensis a espécie dominante da
comunidade helmintica. Ao testar a associagdo do par co-ocorrente N. brasiliensis — H.
spumosa do presente estudo ndo se obteve uma correlagao significativa (r; = -0,064, p =
0,542), o que podera indiciar a auséncia de interaccdo entre ambas as espécies. No
entanto, este resultado n&o implica a auséncia de interac¢des negativas no passado em
condicbes ecoldgicas e biolégicas diferentes.

Os dados sugerem que a composicdo helmintica de M. musculus em Sao Miguel
podera estar num processo de transicdo evolutiva, com novas espécies a afirmarem-se a
nivel da comunidade helmintica deste roedor. No entanto, ndo esquecendo os diferentes
esforgos de amostragem entre os dois estudos, as diferencas qualitativas e quantitativas
encontradas podem também ser o reflexo de diversos condicionantes bidticos, como idade e

sexo dos hospedeiros, e abidticos, como diferentes épocas e locais de amostragem.
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4.6. ESPECIES HELMINTAS COM POTENCIAL ZOONOTICO

As zonas rurais da Regido Auténoma dos Agores abrangem 99,6% do territério e
93% da populagéo residente. Além disso, de acordo com os critérios comunitarios, todo o
territorio da regiao esta classificado como zona desfavorecida (MADRP, 2008). Estes factos
traduzem-se na pratica numa populagcdo que esta em constante contacto com o campo e
com toda a perigosidade a ele associada, nomeadamente o contacto préximo com as
espécies de roedores comensais existentes na ilha, conhecidos portadores de agentes
zoonoticos. A elevada prevaléncia de infeccao helmintica aliada a elevada densidade de
roedores, nomeadamente M. musculus, sugere um consideravel potencial de contaminacgéo
ambiental e consequente exposicdo do homem e seus animais domésticos a focos
infecciosos (Ching et al., 2000; Stojcevi¢ et al., 2002).

Seguidamente serdo discutidos os potenciais riscos que as espécies helmintas
identificadas neste estudo em M. musculus em Sao Miguel podem representar para a saude
publica dos habitantes insulares. Das 12 espécies identificadas, pelo menos 5 sao

transmissiveis ao homem, dando origem a zoonoses helminticas:

Classe Cestoda
Cysticercus fasciolaris forma larvar de Taenia taeniaeformis
Hymenolepis diminuta

Rodentolepis nana

Filo Nematoda
Calodium hepaticum

Syphacia obvelata

Considerando os potenciais perigos subjacentes, € do maior interesse para a saude
publica de Sao Miguel que seja feito o reconhecimento e dado o alerta sobre as espécies
helmintas de origem em M. musculus com potencial zoonético. Os aspectos relacionados
com a casuistica a nivel mundial, sintomatologia, diagndstico e tratamento ja foram
abordados no ponto 3.1.1 dedicado ao estudo das espécies helmintas. Cabe agora discutir

os aspectos particulares referentes a problematica de cada espécie na ilha de Sao Miguel.
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4.6.1. Classe Cestoda

Os casos de parasitismo humano por T. taeniaeformis sao esporadicos e
relativamente inécuos. Contudo, ha que manter certas precaugdes para evitar a infecgao por
este helminta, nomeadamente controlar as investidas dos gatos domésticos nas populagdes
de roedores selvagens e evitar o contacto com fezes de gato. O habitat de Sdo Miguel mais
propicio a T. taeniaeformis é a floresta, tendo ocorrido em todos os periodos de estudo.

Entre os céstodes detectados, R. nana e H. diminuta sado os que representam maior
perigosidade em Sao Miguel. Alias, tal facto é comprovado pela identificacdo em analise
coprolégica de um caso de infecgcao por Hymenolepis sp. de uma crianga na regiao de Rabo
de Peixe (Afonso-Roque, 1989).

Nalguns paises do Sudeste Asiatico faz parte da cultura gastrondmica a ingestao de
insectos (Wiwanitkit, 2004). Este comportamento ndo ocorre em Portugal, pelo que é mais
provavel a infec¢gdo humana ocorrer pela ingestdo acidental de um insecto hospedeiro
infectado com larvas cisticercéides. Fica o alerta quanto ao consumo de cereais e farinhas
nao cozinhados, frequentemente contaminados com espécies de insectos que podem ser
hospedeiros intermediarios de H. diminuta (Faust, 1949), nomeadamente Pyralis farinalis,
Stegobium paniceum e Tenebrio obscurus, espécies existentes nos Agores. Em Sao Miguel,
as areas de pastagem e peri-urbana s&o os habitats de maior risco de contracgdo da
infeccao, principalmente durante o Inverno.

A via de transmissdo zoondtica de R. nana também pode ocorrer pela ingestao
acidental de um hospedeiro intermediario infectado. Além disso, o facto deste céstode
possuir um ciclo de vida directo possibilita a sua transmissédo por ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com fezes de roedores infectados. Em Sao Miguel, a area peri-

urbana é o habitat mais propicio a infeccao, principalmente durante o Outono e o Inverno.

4.6.2. Filo Nematoda

Dos helmintas zoonéticos identificados em M. musculus em Sao Miguel, C.
hepaticum pode ser considerado aquele que representa o maior perigo para o ser humano.
Os casos humanos reportados de infecgdo por C. hepaticum sao geralmente graves, a
maioria dos quais termina na morte da pessoa infectada (Galvao, 1981). A infecgdo humana
ocorre pela ingestdo de alimentos, agua ou solo contaminado com ovos embrionados.
Sendo as criangas 0 grupo mais susceptivel, principalmente as mais desfavorecidas onde a
geofagia € um habito mais frequente, maior atencao lhes deve ser atribuida, principalmente

durante as actividades recreativas ao ar livre onde é maior a probabilidade de contactarem
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com material contaminado. A educagdo e implementagdo de habitos higiénicos, como a
lavagem das maos e a nado colocagdo de materiais e dedos na boca, sdo fortemente
aconselhados desde tenra idade.

O facto de C. fasciolaris ter sido detectado em M. musculus sugere uma interacgao
predador-presa entre este roedor e gatos na ilha de Sao Miguel, tal como mencionado por
Ceruti et al. (2001). Sendo assim, gatos domeésticos que cacem M. musculus infectados
podem servir de vectores de C. hepaticum, contribuindo para a disseminacdo de ovos.
Também os céaes, ndo so os vadios como os domésticos que tém acesso ao exterior, podem
contrair a infeccdo ao incluirem na sua dieta carcacas de roedores e contribuir para essa
disseminacao (Conlogue et al., 1979; Chieffi et al., 1981). Ambos os casos podem resultar
na contaminacdo de areas onde habitualmente ndo ocorrem roedores, 0 que aumenta a
probabilidade do ser humano contactar com ovos embrionados. Além do mais, durante a
época de captura dos hospedeiros foram observados caes e gatos nos trés habitats
estudados. E de salientar que a infecgdo por C. hepaticum pode ser adquirida, se ndo ao
longo de todo o ano, pelo menos durante todo o periodo analisado, e em qualquer um dos
habitats de Sao Miguel estudados, inclusivamente na area peri-urbana.

Estes dados sugerem que a potencial transmissdo de C. hepaticum a humanos,
principalmente a criangas, devera ser encarada como um sério problema de saude publica
na ilha de Sao Miguel.

Em relacdo a S. obvelata, apesar de ser um parasita frequentemente associado a M.
musculus, sao extremamente raros os casos humanos diagnosticados de infeccao por este
nematode. Nao obstante, devem ser tomadas as precaugdes necessarias para evitar o
contacto com fémites ou a ingestdo de alimentos contaminados por fezes de M. musculus
infectados. Tal como para C. hepaticum, a elevada prevaléncia de S. obvelata em M.
musculus sugere a possibilidade de contracgio desta infecgcdo em qualquer altura do ano e

em qualquer habitat.

4.6.3. Medidas profilaticas

Apéds esta analise, é sugerido o seguinte conjunto de medidas profilaticas na ilha de
Sao Miguel com vista a promogao da higiene e defesa da saude publica:
= Aumentar a vigilancia das populagdes de roedores presentes na ilha (M. musculus e
Rattus sp.) com o intuito de conhecer a evolugdo e dinamica das suas comunidades
helminticas;
= Promover campanhas de desratizagdo, principalmente nas épocas de menor

abundancia de roedores para potenciar o seu controlo;
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Incentivar a utilizacdo de rodenticidas de morte rapida, evitando assim a morte dos
animais infectados por C. hepaticum nos sistemas de tuneis e ninhos, onde a
libertacdo dos ovos por actos de canibalismo iria fomentar o ciclo do parasita;
Recolher periodicamente todas as carcacas de roedores do seu habitat natural, ndo
permitindo assim que sejam consumidas por predadores;

Destruir as carcacas recolhidas, preferencialmente por incineracao;

Dar preferéncia ao controlo das populagbes de roedores do interior ou proximidades
das habitacgdes;

Fazer o rastreio de C. hepaticum em gatos e caes de Sao Miguel, para estudar o
provavel envolvimento destes animais na disseminagéo dos ovos;

Controlar ou remover as populacdes de caes e gatos vadios;

Garantir o armazenamento livre de roedores dos cereais e outros alimentos;

Melhorar as condi¢des higiénico-sanitarias das populagdes mais desfavorecidas;
Informar a populagdo sobre os perigos do contacto com os roedores, que deve ser
evitado;

Esclarecer a populagdo sobre as helmintiases zoonéticas, através de acgdes de
educacdo e saude que informem a populacdo sobre medidas higiénicas,
nomeadamente a lavagem regular das maos com desinfectante e a cuidada lavagem
dos alimentos para consumo;

Evitar a ingestdo de agua de fontes duvidosas, como pog¢os nao controlados nem
higienizados;

Alertar a comunidade médica para o eventual surgimento de casos de helmintiases

humanas.
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O presente estudo enquadrou-se na &rea da parasitologia e os objectivos
inicialmente definidos pretenderam contribuir para um maior conhecimento da helmintofauna
de M. musculus em Sao Miguel e avaliar o potencial risco dos helmintas identificados para

os habitantes insulares. Seguidamente, destacam-se as principais conclusbes deste estudo:

= A helmintofauna de Mus musculus da ilha acgoriana de Sao Miguel é constituida por
12 espécies helmintas, 3 céstodes (Cysticercus fasciolaris forma larvar de Taenia
taeniaeformis, Hymenolepis diminuta e Rodentolepis nana) e 9 nematodes
(Aonchotheca annulosa, Calodium hepaticum, Eucoleus gastricus, Gongylonema
neoplasticum, Heterakis spumosa, Mastophorus muris, Nippostrongylus brasiliensis,

Syphacia obvelata e Trichuris muris).

= Detecgao pioneira de R. nana, C. fasciolaris, A. annulosa e G. neoplasticum em M.
musculus de Sdo Miguel. E também o primeiro caso de infecgdo de M. musculus por
G. neoplasticum detectado em Portugal, aparentemente apenas o terceiro a nivel
mundial. Ainda em relacdo a este nematode, € o primeiro caso mundial de infeccéo

por G. neoplasticum no intestino de um hospedeiro.

= A insularidade ndo tem um efeito apreciavel na riqueza helmintofaunistica de M.
musculus em Sao Miguel, tendo até sido identificado um numero de espécies
helmintas superior ao de muitas regides continentais do globo. Tal facto podera ser
justificado pela constante chegada de novos hospedeiros em consequéncia da
posicao geoestratégica dos Agores e a elevada densidade populacional que este

roedor atinge nailha.

= A espécie dominante e central foi N. brasiliensis, que atingiu uma prevaléncia de
100% e uma intensidade de infecgdo suficientemente elevada para influenciar o
tamanho das outras infrapopulagdes de helmintas, resultando numa comunidade

helmintica com tendéncia para a homogeneidade.

= A fraca deteccao de espécies com prevaléncias e abundancias elevadas e a quase
auséncia de pares de espécies associadas sugerem uma comunidade préxima do

tipo isolacionista.
= O sexo do hospedeiro ndo exerce grande influéncia a nivel qualitativo na composi¢ao

helmintica de M. musculus. A nivel quantitativo, os machos tendem a apresentar

maiores valores de prevaléncia e principalmente, tendo em conta a importancia das
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espécies envolvidas (N. brasiliensis e S. obvelata), maiores cargas parasitarias que
as fémeas. Todavia, as fémeas apresentaram uma prevaléncia de M. muris

significativamente superior.

A idade parece exercer alguma influéncia na composi¢ao helmintica de M. musculus.
Os individuos adultos apresentaram uma riqueza especifica superior a dos
individuos juvenis. Por outro lado, os juvenis apresentaram uma prevaléncia superior
aos adultos ndo significativa em R. nana e significativa em S. obvelata,

provavelmente por ndo terem adquirido ainda a resisténcia associada a idade.

As espécies helmintas identificadas nao parecem influenciar negativamente a
condicdo fisica dos hospedeiros. Esta relagdo parasita-hospedeiro relativamente
pacifica podera ser o resultado de uma longa histéria co-evolutiva entre M. musculus

e os helmintas identificados.

As espécies T. taeniaeformis, N. brasiliensis, S. obvelata, C. hepaticum, T. muris e
M. muris foram detectadas nas trés estagcdes do ano estudadas. As restantes
apresentaram uma distribui¢cdo irregular, embora no Inverno apenas néo se tenha
detectado G. neoplasticum e no Outono H. diminuta. A Primavera foi a estagdo do
ano que apresentou menor riqueza de espécies. Para o periodo de amostragem
estudado, ndo foram detectadas diferengcas quantitativas significativas entre as
estacbes do ano que possam ser atribuidas directamente a factores ambientais,
provavelmente devido ao clima temperado de Sdo Miguel que n&o apresenta

marcada variagao sazonal.

As espécies R. nana, T. taeniaeformis, N. brasiliensis, S. obvelata e C. hepaticum
foram transversais aos trés habitats estudados. A floresta foi o habitat que
apresentou menor riqueza de espécies. No entanto, as espécies cujo ciclo de vida
estd mais dependente de predadores, C. hepaticum e T. taeniaeformis, parecem
estar mais associadas a este habitat, onde também foi detectada a maior intensidade
em N. brasiliensis. A cobertura vegetal da floresta podera estar na base destes
resultados. Na area peri-urbana ocorreram as prevaléncias mais elevadas das
espécies de ciclo de vida indirecto. Na pastagem foi detectada a maior intensidade

em S. obvelata.

Os hospedeiros adultos infectados por Leptospira sp. tenderam a apresentar maiores

niveis de parasitismo por N. brasiliensis e S. obvelata. Contrariamente, C. hepaticum
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apresentou uma prevaléncia estatisticamente superior em adultos nao infectados, o
que leva a pressupor uma co-infeccdo nefasta para o hospedeiro, conduzindo-o
eventualmente a uma morte prematura. T. muris apenas ocorreu em hospedeiros
infectados por Leptospira sp. Contudo, a auséncia de diferengas significativas nao
permite concluir a existéncia de uma associagao positiva entre as espécies helmintas

e Leptospira sp.

= Pelo menos 5 das 12 espécies identificadas sao passiveis de ser transmitidas ao ser
humano. As espécies zoondticas de maior importancia sao H. diminuta, R. nana e C.

hepaticum, e as de menor importancia T. taeniaeformis e S. obvelata.

= A elevada prevaléncia de infeccdo helmintica aliada a elevada densidade de M.
musculus e a frequéncia com que a populacao insular tem contacto com locais
infestados pelo roedor faz com que a potencial transmissdo de helmintiases aos
habitantes de Sao Miguel deva ser encarada como um sério problema de saude
publica. Além disso, a deteccdo de C. fasciolaris neste hospedeiro sugere a
ocorréncia de uma interacgdo predador-presa e a possibilidade dos gatos e céaes
actuarem como agentes disseminadores de ovos de C. hepaticum na ilha, o que

torna patente o risco de capilariase hepatica nos habitantes insulares.

E importante referir que a composi¢do helmintica ndo é estatica, pelo que a
helmintofauna apresentada apenas diz respeito ao periodo analisado. Além disso, o esforgo
de amostragem nao abrangeu a totalidade da area geografica de Sao Miguel, apesar dos
trés habitats seleccionados serem os mais representativos da ilha. Posto isto, a

extrapolagado dos resultados para a totalidade da ilha deve ser encarada com precaugao.
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ANEXO 1. DADOS CLIMATICOS
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ANEXO 2. PREPARAGAO DE CORANTES, SOLUGOES E REAGENTES

Para a preparagao de:

= 1L de Soro Fisiolégico a 0,9%:
Agua destilada 1L
Cloreto de sédio (NaCl) 9g

Agitar mecanicamente até a dissolugéo do cloreto de sddio.

= 1L de Solugao de Formol a 5%:
Agua destilada 865 mL
Solucéo Stock de formol a 37% 135 mL

Juntar os componentes e homogeneizar.

» Gel de Glicerina (indice de refracgao — 1,47):

Gelatina 1049

Agua destilada 60 mL
Glicerina 70 mL
Fenol (CsHsOH) 0,259

Dissolver a gelatina em agua destilada em banho-maria. Adicionar a glicerina e o

fenol, homogeneizar bem e transferir para recipiente apropriado.

= Corante Paracarmim de Mayer:

Acido carminico (CH20013) 19
Cloreto de aluminio (AIClI3) 0,5¢
Cloreto de calcio (CaCly) 49
Alcool a 70% 100 mL

Dissolver os componentes em alcool a 70% com um ligeiro aquecimento. Deixar

assentar e filtrar.

= Alcool a 30%:
Alcool a 80% 30 mL
Agua destilada 50 mL

Juntar os componentes e homogeneizar.
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Alcool a 50%:
Alcool a 80%
Agua destilada

Juntar os componentes e homogeneizar.

Alcool Isopropilico a 90%:
Alcool isopropilico (concentrado)
Agua destilada

Juntar os componentes e homogeneizar.

Alcool Cloridrico a 50%:
Alcool a 80%
Agua destilada
Acido cloridrico (concentrado)

Juntar os componentes e homogeneizar.

50 mL
30 mL

90 mL
10 mL

100 mL
60 mL
2mL
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ANEXO 3. CLASSIFICAGAO DAS ESPECIES HELMINTAS

CLASSE CESTODA

Superfam. Hymenolepidoidea Spasskii, 1949
Fam. Hymenolepididae Ariola, 1899
Subfam. Hymenolepidinae Perrier 1897
Gén. Hymenolepis Weinland, 1858
Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) Blanchard, 1891
Gén. Rodentolepis Spasskii, 1954
Rodentolepis nana (von Siebold, 1852) Spasskii, 1954

Superfam. Taenioidea (Ludwig, 1886)
Fam. Taeniidae Ludwig, 1886
Subfam. Taeniinae Perrier, 1897
Gén. Cysticercus Rudolphi, 1801
Cysticercus fasciolaris (Rudolphi, 1808), forma larvar de Taenia taeniaeformis
(Batsch, 1786) Wolffiigel, 1911

FILO NEMATODA

Superfam. Trichinelloidea Hall, 1916
Fam. Capillariidae (Neveu-Lemaire, 1936)
Subfam. Capillariinae Railliet, 1915
Gén. Aonchotheca Lopez-Neyra, 1947
Aonchotheca annulosa (Dujardin, 1845)
Gén. Calodium Dujardin, 1845
Calodium hepaticum (Bancroft, 1893)
Gén. Eucoleus Dujardin, 1845
Eucoleus gastricus (Baylis, 1926)
Fam. Trichuridae (Ransom, 1911)
Subfam. Trichurinae Ransom, 1911
Gén. Trichuris Roederer, 1761
Trichuris muris (Schrank, 1788) Hall, 1916
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Spiruroidea (Oerley, 1885)

Gongylonematidae (Sobolev, 1949)

Gongylonematinae (Hall, 1916)

Gongylonema Molin, 1857

Gongylonema neoplasticum (Fibiger et Ditlevsen, 1914)
Spirocercidae (Chitwood et Wehr, 1932)
Mastophorinae Quentin, 1970

Mastophorus Diesing, 1853

Mastophorus muris (Gmelin, 1790)

Heterakoidea Railliet et Henry, 1912
Heterakidae Railliet et Henry, 1912
Heterakinae Railliet et Henry, 1912
Heterakis Dujardin, 1845

Heterakis spumosa (Schneider, 1866)

Trichostrongyloidea Cram, 1927

Heligmonellidae (Skrjabin et Schikhobalova, 1952) Durette-Desset
Chabaud, 1977

Nippostrongylinae Durette-Desset, 1971

Nippostrongylus Lane, 1923

Nippostrongylus brasiliensis (Travassos, 1914) Travassos et Darriba, 1929

Oxyuroidea Railliet, 1916

Syphaciidae Skrjabin et Schikhobalova, 1951
Syphaciinae Railliet 1916

Syphacia Seurat, 1916

Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) Seurat, 1916
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