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1. INTRODUCAQ

Do ponto de vista da Sade Publica, certos insetos tém um papel
importante pois, além de poderem causar danos diretos devido ao seu habito alimentar; so,
na maioria dos casos, vetores biologicos ou mecinicos de agentes causadores de doengas.
Neste caso encontram-se 0s mosquitos anofelinos em primeiro lugar na disseminagio da
maior endemia mundial, a malaria (Najera, 1989).

Os danos causados pelos insetos de importdncia médica sdo
normalmente de dificil mensuragio. Além do impacto econdmico, ou seja, a reducio da

produtividade humana e até o possivel comprometimento da economia de determinada

regido, também existe o aspecto social como a qualidade de vida do ser humano, Neste
ponto s&o enquadrados, por exemplo, desde o problema de areas com habitagdes humanas
onde a presenga de elevada densidade de mosca doméstica acarreta em um
comprometimento da qualidade de vida, até extremos como a disseminagiio de doengas
como ¢ atualmente a dengue e o Aedes aegypti (Dip.; Culicidae) ou a doenga de Chagas e
seus reduvideos vetores no territério brasileiro.

Infelizmente, nos paises do terceiro mundo os investimentos
financeiros na luta contra os insetos vetores e de importincia médica sio pequenos quando
comparados aos investimentos para o controle de insetos praga agricolas e de importéncia
veterinaria. As razdes desta desigualdade sdo, sem davida, a relagio custo beneficio em seu
sentido mais amplo e, a pequena preocupagdo com a satde da populagio.

De qualquer modo, o controle dos insetos daninhos é um objetivo
comum desde a Antiguidade e, para tal fim, o caminho é longo ¢ lento.

Estima-se que a entrada de qualquer inseticida quimico ou biolégico
no mercado, requer entre 7 a 12 anos de pesquisas (Herrett, 1989). - Dentro  deste
intervalo de tempo, sdo desenvolvidos varios estudos envolvendo a eficiéncia do produto
contra o inseto alvo, além dos estudos de impacto em espécies nio alvo. Obviamente os
estudos de Patologia de Insetos ocupam um lugar de destaque como pré-requisitos para os

estudos de eficiéncia.




Existe a necessidade de se identificar, no inseto prejudicial, qual o
sitio alvo de determinado agente bioldgico ou principio ativo quimico. Seu modo de ag#o,
a nivel celular e tecidual, e sua dindmica no inseto alvo sdo fundamentais para a escolha de
um agente microbiano ou principio ativo quimico.

Inseticidas quimicos e biologicos, hoje amplamente empregados
contra um grande expectro de insetos daninhos, tiveram como ponto de partida tais estudos
de Patologia de Insetos (Habib, 1989).

Dentro deste contexto e dando continuidade as investigagOes
desenvolvidas pelo presente autor em sua dissertagdo de Mestrado (Castello Branco Jr,,
1991), o presente trabalho tem como objetivos abordar aspectos patolégicos e
epizootioldgicos de dois agentes biologicos, Polydispyrenia simulii (Microspora;
Duboscqiidae) e Gastromermis viridis cf. (Nematoda; Mermithidae), em Simulium
(Chirostilbia) pertinax (Diptera, Simuliidae), uma espécie de borrachudo altamente
antropofilica com ocorréncia em varias regides do territorio brasileiro, inclusive no Estado
de Sdo Paulo e que, devido & sua importdncia, é alvo de controle por programas de

instituigdes governamentais e particulares.



2. REVISAO HISTORICA

2.1. OS BORRACHUDOS E SEUS EFEITOS DANOSOS

Os borrachudos ou pilins como sdo conhecidos respectivamente no
centro-sul e norte do Brasil, sdo dipteros pequenos pertencentes a familia Simuliidae e
geralmente de cor escura e aspecto corcunda.

Ocorrem em qualquer regido do mundo desde que exista agua

corrente suficiente para atender as necessidades fisiologicas de suas fases imaturas. A

hematofagia da grande maioria desses nematoceros os colocam na categoria de insetos
daninhos em muitas regides do mundo, inclusive no Brasil. Cerca de 10% das 1.554
espécies de borrachudos descritas no mundo (aprox. 150 espécies) apresentam afinidade por
sangue humano ou de animais domesticados. Destas espécies, aproximadamente 43 se
destacam por realmente causarem danos (Crossskey, 1981, 1990). Essas espécies podem
ser agrupadas em duas categorias; as espécies vetoras de doengas e as espécies incomodas
devido & perturbacio e irritagdo que suas picadas causam,

Algumas vezes o incOmodo ocorre mesmo sem haver picadas.
Peterson (1977) relata uma situagdo impressionante ao atravessar uma nuvem de Simulium
vittatum no Canada. Segundo ele, a quantidade de adultos voando&era tamanha que a
propria respiragio tornava-se dificil, além do fato de haver insetos entrando pelos ouvidos,
nariz e roupas. Apesar desta situagio, Peterson relata que nem ele nem qualquer integrante
de sua equipe sofreram picada alguma.

E importante salientar que apenas as f8meas tém o habito
hematofagico e que seu periodo de atividade ¢ diurno restringindo-se, via de regra, a alguns
periodos do dia especialmente no crepisculo. No entanto, existem varias excegdes quando a
densidade populacional de borrachudo ¢ elevada.

O habito hematofagico estd relacionado ao desenvolvimento e
maturagdo dos ovarios. De acordo com Wenk (1981), ap6s o acasalamento as fémeas

anautogenas fazem varios deslocamentos entre os sitios de alimentagiio, onde estdo os



hospedeiros vertebrados, e de oviposicdo, os riachos. Cada repasto sanguineo estd
associado a um ciclo cogenético. Esses deslocamentos podem as vezes chegar a alguns
quildmetros, como o observado em S. nogueirai em éareas do Estado de Santa Catarina
(Moreira & Sato, 1988), S. orbitale no Rio Grande do Sul (Souza, M.A. T, 1988, comun.
pessoal, SEMA/RS) ¢ em S. pertinax no Estado de S3o Paulo (Andrade & Castello Branco
Jr., 1990; Castello Branco Jr., no prelo).

A localizagdo do hospedeiro se faz por varios mecanismos como
olfato, visio e tato. A emanacdo de gas carbdnico e o odor caracteristico do hospedeiro

vertebrado servem de guias 4 longa distancia para as fémeas. A certa distancia a localizagdo

passa a ser orientada pela visdo e finalmente ao localizar o hospedeiro, pelo tato ha a

selecdo do sitio para a picada (Bradbury & Bennett, 1974a, 1974b; Davies, 1978).

Os borrachudos sio insetos telmofagos, ou seja, o aparetho bucal das
fémeas perfura a pele até cortar algum capilar e, da bolsa de sangue formada ela se alimenta.
A saliva injetada no ato da picada contém substdncias anticoagulantes e anestésicas. Devido
a esta ultima substincia ¢ que a picada é percebida apenas instantes apds a fémea ja estar
engurgitada.

A sensibilidade as substéncias da saliva do borrachudo € que causa os
diferentes graus de irritagio da pele a picada. Existem casos de individuos que chegam a
ficar prostados durante alguns dias sendo até hospitalizados apresentando sintomas como
cefaléia, febre, nauseas e vomitos além de hipertrofia de ginglios linfaticos (Stokes, 1914,
Gudgel & Grauer, 1954, Szabo, 1971; Brown & Berton, 1970; Zivkovic & Burany, 1972,
Souza, 1984; Crosskey, 1990). O risco de infecces secundarias devido a coceira
provocada pela picada também é uma realidade frequente, especialmente em criangas. De
Villiers (1987) descreveu uma severa dermatite causada pela picada de borrachudo em areas
da Africa do Sul onde curiosamente as espécies que ocorrem t&m pouca antropofilia. Casos
de morte devido a reagio alérgica desenvolvida pelas picadas sio extremamente raros,

tendo sido relatados no século passado por Noble (1861 apud Crosskey, 1990) e Riley
(1887 apud Crooskey, 1990).



O espectro de dispersdo dos borrachudos é grande, sendo relatadas
capacidades de voo superiores a 500 km {Garms & Walsh, 1987). No entanto, na maioria
dos casos o deslocamento ndo ocorre por mais de alguns quildmetros (Andrade & Castello
Branco Jr., 1990, Castello Branco Ir., #no prelo).

O fator dispersdo € muito importante nio s6 para os estudos de
epidemiologia das espécies vetoras mas também para a determinagdo dos danos causados e
para o controle das espécies alvo. A dispersdo de adultos de S. pertinax no litoral norte do
Estado de S3o Paulo, em area sujeita ao controle quimico, € apontada como responsavel
pelo avanco da resisténcia ao ingrediente ativo (temefos) usado em seu controle em areas

nunca tratadas no litoral sul do Estado do Rio de Janeiro (Andrade & Castello Branco Jr.,

1990). O fator dispersdo dos simulideos é também o responsavel pela extensio da area sob
tratamento do Programa de Controle da Oncocercose (PCO) na Africa (Walsh et al., 1979).

Quanto as espécies de borrachudo nfo vetoras, temos que sua
classificagdo como pragas devido a densidade dos adultos e consequente numero de picadas
¢ ainda muito relativo. Em vérias areas no Brasil, como por exemplo no Estado do Rio de
Janeiro, quando da construgdo da Usina Nuclear Angra I os niveis de ataque de S. perfinax
eram da ordem de 400 borrachudos/ hora/ homem (bhh). Mais recentemente foram
detectados niveis de 1.500 bhh no municipio de Ilhabela, no litoral norte do Estado de S&o
Paulo (Andrade, C.F.S., 1994, comun. pessoal, Depto. Zoologia, IB, UNICAMP). Estes
sdo sem divida situagdes insuportaveis, tal qual a relatada por Shelley e colaboradores
(1987) onde detectaram-se niveis de ataque de S. oyapockense de 6.780 bhh na Amazdnia.
Por outro lado, na pequena area de "East Dorset" no sul da Inglaterra, apesar do reduzido
namero de pessoas picadas por S. posticatum durante apenas algumas semanas do ano, a
espécie ¢ considerada praga sendo até exigido o seu controle pelos parlamentares britdnicos
(Hansford & Ladle, 1979).

S&o inimeros os registros dos danos causados pelas espécies praga
(ndo vetoras) em quase todas as partes do mundo.

Em 1962, os ataques de S. articum, §. venustum ¢ §. vittattum em

areas ao longo do rio Athabasca, no Canada, reduziu a produtividade geral da regifio a



niveis extremos ndo so pelo seu efeito no homem mas também nos seus animais de criagio.
No inicio da década de 70, ainda no Canada, ataques macigos destas mesmas espécies
causaram danos na pecudria das regides norte e noroeste daquele pais superiores a U$
600.000,00 (Charnetsi & Haufe, 1981; Shemanchuck, 1987). Fredeen (1977) relata que
devido as perdas causadas no gado devido & S. articum, véarios pecuaristas abandonaram
essa atividade passando a cultivar cereais.

Ainda no Canada e também nos EUA, notadamente no Estado de
Nova York, §. venustum e Prosimulium mixtum causaram sérios danos (Peterson & West,
1960; West ef al., 1960, Crosskey, 1981, 1990). Na regido das montanhas Apalaches
(EUA) as espécies do complexo S§. jenningsi também tém se tornado um problema
(Crosskey, 1990).

Na América Central, mais especificamente no Panama, S
quadrivittatum € um sério problema especialmente quando da construgdo da Usina
Hidroelétrica de Chiriqui (Petersen et al., 1983).

No Brasil, uma das espécies mais antropofilicas € S. perfinax. Seus
danos as populacdes humanas so sérios nos Estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo comum o seu controle ndo s6 por parte de
programas governamentais mas também por entidades particulares (Ruas Neto, 1984a,
1984b;, Souza, 1984; Ruas Neto ef al, 1985, Andrade, 1986; AragjoCoutinho, 1988,
Guimardes, 1986; Andrade et al., 1987a; Castello Branco Jr. & Andrade, 1992).

Além de S. pertinax, também causam danos na regifio Sul do Brasil,
S. orbitale e S. nogueirai. Bspécies zoofilicas como S. rubrithorax podem se tornar sérios
problemas devido a adequagdo ao sangue humano. Na regido de Ttatiba, no interior do
Estado de Sdo Paulo, nuvens de S. rubrithorax atacam frequentemente seres humanos,
necessitando-se de medidas de controle (Andrade & Castello Branco Jr, dados ndo
publicados, Depto. Zoologia, IB, UNICAMP).

Na Australia e Nova Zelandia, Austrosimulium pestilens, A.
australense e A. ungulatum tornamse problemas graves nio apenas para o homem como

também para os animais de criagdo (Dumbleton, 1973). Em 1973, o ataque de A. pestilens



reduziu em 15% a produgiio de leite em regides de "Queensland” (Nova Zeldndia) devido as
perturbagdes que causou no gado leiteiro (Hunter, 1978).

No arquipélago das Ilhas Marquesas, S. jolyi, 8. laciniatum e S.
buissoni causam grandes prejuizos a industria do turismo daquela regido (Crosskey, 1990).

Na Escandinavia e Sibéria os ataques de S. truncatum, S.
cholodkovskii, S. pusillum, S. decimatum, 8. transiens, S. maculatum e §. erythrocephalum
sdo comuns ao longo das bacias dos rios Dnieper, Don e Volga (Crooskey, 1981, 1990).
Um dos efeitos mais drasticos em termos de danos ao homem e a indGstria de laticinios foi
na década de 50, ao longo da bacia do rio Angara (ex-URSS), onde os ataques de §.

cholodkovskii reduziram em 45% a produgdo de leite e entre 20 e 30% a produgdo de ovos

e de carne. Nessa regido chegouse a coletar 1.046 adultos/ min./ homem (Dubitskii, 1981).

Ao longo da bacia do rio Danibio, na Europa, a espécie S
colombaschense tipicamente ormtofilica adaptou-se ao sangue humano provocando sérios
danos juntamente com S. erythrocephalum. Em 1970, na Hungria e ex-loguslavia, cerca de
4.600 pessoas precisaram de tratamento médico ou hospitalizagdo (Zivkovic & Burany,
1972).

S. colombaschense foi a espécie responsavel pela morte de milhares
de animais ao longo dos séculos XVIII, XIX e XX Em 1923 foi observado o recorde de
22.000 animais mortos (Ciurea & Dinulescu, 1924). Felizmente esta espécie ndo € mais
problema nos dias de hoje. Seu controle, ou melhor, sua quase erradicag@o, foi realizada de
maneira curiosa sem a adogdo de quaisquer medidas quimicas ou biologicas. A construcéo
de usinas hidroelétricas e usinas de elevagdo para o aproveitamento do potencial de
navegagio do rio Danlbio durante a década de 70, provocaram a criagio de imensos
reservatoros destruindo o habitat de §. colombaschense (Zivkovic, 1975).

Em 1897, ao longo da bacia do rio Mississipi (EUA), os ataques por
Cnephia pecuarum causaram a morte de centenas de aves em granjas (Bradley, 1935). Fato

idéntico ocorreu na ex-loguslavia e na Roménia na década de 30 devido ao intenso ataque
de S. colombaschense (Kettle, 1985). Ainda nos EUA, C. pecuarum foi o responsavel pela

morte de centenas de mulas ac longo do século XIX e ainda no século XX, ne inicio da



década de 30 (Osborn, 1896 apud Crosskey, 1990; Bradley, 1935). Medidas de controle
tornaram pequena a expressdo de C. pecuarum sendo considerada hoje como um problema
do passado (Crosskey, 1990).

As mortes de animais de criagdo causadas pelos ataques de
simulideos sempre receberam grande atengfo. A detecgfio de substincias toxicas na saliva
de borrachudos sugere que toxemia possa ser a causa mortis. A natureza bioquimica ainda ¢é
incerta; no entanto, sabe-se que proteases presentes na saliva de S. colombaschense mediam
reagdes que levam a uremia e edemas causando asfixia (Lazarevitch & Zivkovitch, 1960
apud Crosskey, 1990, Wilhelm et al, 1982 apud Crosskey, 1990). Por outro lado a
presenga de histaminas em alguns borrachudos sustenta a suposigdo mais comum de que a
morte se deva ao choque anafilatico (Hutcheon & ChiversWilson, 1953).

Considerando-se a densidade de adultos que podem ocorrer em um
anico hospedeiro, ambas as hipdteses sdo possiveis. Zivkovic (1975) relatou a ocorréncia de
cerca de 6.000 fémeas de S. colombaschense em uma unica vaca.

Pode-se ainda considerar que acidentes sejam a causa das mortes dos
animais de criagfo. Ha relatos de que a densidade de adultos € tamanha que as narinas ficam
obliteradas pelos insetos, sendo comum sua inalagdo até os pulmdes. Na tentativa de
livrarem-se dos adultos, os animais ficam nervosos e agressivos advindo acidentes mortais
em consequéncia do choque de sua cabeca com cercas e arvores (Roberts, 1940; Mackerras
& Mackerras, 1948).

Outras espécies como 8. trivigttum, S. equinum, S. reptans e ©
complexo de S. ornatum também tém elevada afinidade por sangue de gado, também
causando sérias perdas em varias partes do mundo (Rivosecchi & Zanin, 1983; Rivosecchi,
1986, Crosskey, 1990).

Quanto as doengas transmitidas pelos borrachudos, a oncocercose
humana € a mais importante, sendo considerada pela Organizagio Mundial de Saude (OMS)
como a principal endemia da Africa Tropical e, em menor extensio, da América Latina.

A oncocercose humana € causada pela filaria Onchocerca volvulus

(Nematoda; Filaridae) sendo os borrachudos seus tnicos vetores. A doenga nfo chega a



matar o homem mas um de seus efeitos, a cegueira total e irreversivel, torna-a muito
temida. Devido a esse fato, a doenga também ¢é conhecida como "cegueira-dos-rios".

O oeste africano € a area de maior prevaléncia sendo esta sujeita a
um intenso programa de controle orientado pela OMS, o Programa de Controle da
Oncocercose (PCO). O PCO sera abordado em detalhes adiante.

Cerca de 86 milhdes de pessoas estdo expostas & oncocercose, sendo
que aproximadamente 18 milhSes estdo infectadas e 2% destes, totalmente cegos (WHO,
1987). Mais de 99% destas pessoas vivem em 27 paises da Affica e o restante na América
Latina (Duke, 1990). No inicio da década de 70, nas regides de plantagio de café na
Guatemala, havia areas onde toda a populagio estava infectada e 1% ja se encontrava cega
(Ogata, 1981).

No Brasil acreditava-se que a oncocercose estivesse restrita ao
extremo norte da Amazonia brasileira, ocorrendo entre os indios Yanomami e Makiritare ja
ha algumas décadas. Em 1985 acreditava-se que cerca de 5.500 pessoas, entre indios e
garimpeiros, estivessem com a doenca naquela regido (Rey, 1991). Entretanto, em 1986 a
ocorréncia de um caso autéctone no municipio de Minagu, no extremo norte do Estado de
Goias, deixou claro que o risco da disseminagdo da doenca para outras regides exisie e é
grande. Isto deve-se a migragfio, especialmente de garimpeiros e frentes de trabalho, das
regiBes normalmente infestadas para outras partes do pais (Shelley, 1988). Outro
importante fator na disseminagdo da oncocercose ¢ o desenvolvimento do Projeto Calha
Norte na Amazénia (SUCAM, 1987; Shelley, 1988). O risco aumenta se analisarmos a
situagdo no outro extremo do pais, em Missdes no Estado do Rio Grande do Sul, onde
ocorre a espécie S. paraguaiense tida como possivel vetora da oncocercose (Coscaron,
1986).

A oncocercose tem origem africana, tendo sido introduzida nas
Américas entre os séculos XVI e XVIIT com o trafico de escravos da Africa para o

continente americano, especialmente para a América Latina.

Durante a picada, o labio do borrachudo se rompe e larvas de 0.

volvulus ~ escapam, penetrando ativamente pelo orificio da pungdio. Estas migram
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rapidamente para o tecido subcutdneo onde se desenvolvem em adultos apds cerca de 12
meses. Nodulos na pele sfio causados como reagio do organismo ao parasita, no entanto
estes nodulos acabaram se tornando em sitios de acasalamento e reprodugio, ocorrendo
frequentemente mais de 10 adultos por nddulo . A longevidade dos adultos é elevada,
aproximadamente 12 anos ou mais, Este fator ¢ muito importante em termos
epidemiologicos sendo levado em consideragiio para a determinagio do tempo de realizagio
de um programa como por exemplo o PCO. |

Os sintomas classicos da oncocercose sfio despigmentagio e
alteragdo da textura da pele tornando-a "grossa”. Este aspecto é conhecido como "pele de

lagarto". Outro sintoma ¢ a formag&o dos nodulos na pele causando séria irritagdo e intensa

coceira. Febre, cefaléia e dor muscular também sdo reagdes comuns. No entanto o maior
problema torna-se quando as microfilarias atingem os olhos. Podem ocorrer na comea,
retina, nervo optico ou no fluido ocular. Uma gradual perda de visdo até a cegueira total
pode ocorrer 4 medida que as microfilarias viio morrendo em algum dos habitats citados
acima. Por razdes ainda desconhecidas podem ocorrer sérias lesdes coroidoretinais ou
mesmo total opacidade da cornea (Nelson, 1974; Crosskey, 1990).

A acio dos borrachudos como vetores da oncocercose foi sugerida
pela primeira vez por Robles (1917) na Guatemala, sendo confirmada sua relagdo com O.
volvulus em 1926 por Blacklock. Atualmente cerca de 13 espécies sdo reconhecidas como
vetores, sendo que varias sdo complexos de espécies. O complexo de 5. damnosum talvez
seja 0 melhor conhecido, sendo formado por 9 espécies com distribuigdo distinta na Africa.
Ainda neste continente ocorrem S. albivirgulatum e §. neavei (WHO, 1987). Na América
Latina temos cerca de 10 espécies, entre as quais S. ayapockense, S. pintoi e os complexos
de S. metallicum, §. amazonicum e S. exiguum (Yodeowei & Service, 1983, Shelley ef al.,
1987; Shelley, 1988).

Qutras filarioses também sdo veiculadas por borrachudos no Novo
Mundo, como por exemplo Mansonella ozzardi, Sua patogenicidade no entanto, sempre foi

questionada (Batista et al., 1960; Rey, 1991).
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Além da oncocercose ¢ da mansonelose, 0s borrachudos tém sido
associados a varias doengas. No entanto, na maioria dos casos seu papel na transmissio
destas doen¢as ndo foi demonstrado cientificamente. Tem-se como exemplos a encefalite
equina (Homan ef al., 1985), o sarcoma de Kaposi (McCrae et al., 1968 apud Crosskey,
1990) e o pénfigo folidceo brasileiro ou fogo selvagem (Pettit, 1987; Patrus, 1989). No
entanto, sabe-se que os borrachudos atuam como vetores mecénicos da mixomatose em
coelhos (Joubert & Monnett, 1975).

Quanto a sindrome hemorragica de Altamira, descrita por Pinheiro e
colaboradores (1974), acredita-se que seja uma reagdo acumulativa do organismo as
substéncias da saliva do borrachudo inoculadas no ato da picada.

A descoberta de Trypanosoma cruzi em adultos de simulideos
(Magni, 1988) e de Bacillus leprae no intestino de Simulium pertinax (Souza-Araujo,
1943) levantam novas suspeitas sobre a relagio detes insetos e a transmissdo da doenga de
Chagas e da lepra.

Além da oncocercose humana, algumas espécies de simulideos sdo
vetoras de varias oncocercoses em gado. Aproximadamente 16 espécies de Onchocerca
ocorrem em animais domesticados, no entanto na maioria dos casos o envolvimento de
borrachudos como vetores ndo foi confirmado, Sabe-se seguramente que na ex-URSS os
borrachudos desempenham papel importante na sua transmissdo assim como os complexos
S. jenningsi na América do Norte e S. ornatum na Inglaterra (Eichler, 1971a, 1971b;
Nelson, 1974; Scholtens et al., 1977, Crosskey, 1990).

Apesar da elevada prevaléncia no gado, a infecgo causada por
Onchocerca spp. nfio produz sintomas clinicos tornando-se, na maioria das vezes, uma

pequena patologia criptica com pequena importancia econdmica.
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2.2, METODOS DE CONTROLE DE BORRACHUDOS

As primeiras referéncias quanto ao emprego de produtos quimicos
para o controle de insetos daninhos datam de quase 3.000 anos nas escrituras de gregos,
romanos e chineses. A natureza tdxica do arsénico, por exemplo, j4 era conhecida pelos
gregos e chineses desde o primeiro século d.C. (NAS, 1978). Apesar destas citagdes, 0
emprego de substancias quimicas para o controle de insetos ¢ um fato do século XIX. O
uso do verde de Paris e o desenvolvimento da calda Bordalesa, no final do século XIX,
contra Leptinotarsa decemlineata (Col.; Chrysomelidae) e insetos picadores,

respectivamente, marcaram o inicio do moderno emprego de inseticidas.

No entanto foi na primeira metade do século XX que se
desenvolveram os compostos de fliior e os primeiros inseticidas de origem vegetal. Ja em
1939, a descoberta do poder inseticida do DDT foi um evento revolucionario no
desenvolvimento dos inseticidas. Coincidindo com a 2% Guerra Mundial, o DDT
demonstrou seu valor de forma dramatica nos tempos de guerra.

O controle quimico de borrachudos inicia-se no principio da década
de 40 justamente com o emprego do DDT (Fairchild & Barreda, 1946). Antes disso as
técnicas e produtos empregados eram muito caros (como por exemplo, a escovagiio das
larvas dos criadouros), ineficientes em sua maioria ou extremamente danosos para a fauna
ndo alvo, uma vez serem aplicados emulsdes de Oleo, xilol, querosene e arseniatos
(Jamnback, 1981).

O controle de borrachudos tem sido feito visando-se atacar o estagio
larval devido ao fato deste estar confinado a um G(nico habitat facilmente tratado, o0s
sistemas loticos. O controle do estagio adulto € efetivo em algumas situagdes muito
limitadas, sendo inclusive muito caro € danoso para a fauna nio alvo.

O DDT também foi eficiente contra o vetor da oncocercose, S.
ochraceum, na Guatemala (Walsh, 1983) e também o responsavel pela erradicagio de S

neavei do Kenia (Garnham & McMahon, 1947; McMahon ef al., 1958) e eliminagdo de S.

damnosum do Zaire (Wanson ef al., 1949).



Estas demonstragdes da grande eficiéncia do DDT contra simulideos
levou a um grande nimero de trabalhos de campo em todo o mundo, especialmente no
Alasca, Canad4, Uganda, Ghana e Nigeria (Jamnback, 1981). Nesta época niio se imaginava
que em menos de 20 anos o DDT seria quase que completamente banido do controle de
borrachudos na maior parte do mundo, especialmente devido & resisténcia desenvolvida
pelas espécies alvo e aos efeitos adversos a fauna ndo alvo.

A partir do final da década de 50 as pesquisas foram concentradas na
busca por substitutos do DDT. Em termos de larvicidas quimicos, as opgdes mais efetivas
contra borrachudos e com menor efeito sobre a fauna ndo alvo foram o temefés e o
methoxychlor (Burdick ef al., 1968; Wallace ef al., 1973, 1976; Wallace & Hynes, 1975;
Dejoux, 1977a, 1977b apud Jamnback, 1981; Dejoux & Elouart, 1977, Walsh, 1983).

Em termos de programas de controle de borrachudos, o maior
proposto e ainda em andamento € o Programa de Controle da Oncocercose (PCO) no oeste
africano. Este programa foi iniciado em 1974, sob orientagio da Organizagiio Mundial de
Satide (OMS), abrangendo inicialmente uma area de 654.000 Km2 ao longo da bacia do rio
Volta, envolvendo 7 paises; Gana, Mali, Nigeria, Volta Superior, Costa do Marfim, Togo e
Benin. Posteriormente foi extendido ocupando uma area de 764.000 Km? e hoje ocupa
aproximadamente 1,3 mithdo de Km?2 cobrindo 11 paises (Walsh ef al., 1979; Duke, 1990).

O PCO visava inicialmente a erradicagdio dos vetores da
oncocercose, 0 complexo de espécies de S. damnosum. No entanto, logo percebeu-se que
sua eliminagio ndo seria possivel (Walsh ef al, 1979). Foram previstas atividades de
controle por um periodo de 15 a 20 anos visando-se a interrupgio da transmissdo da
doenca.

Avaliando-se os resultados obtidos apds 16 anos do andamento do
PCO, acredita-se que a erradicag@o da oncocercose na maioria dos cenarios endémicos seja
impossivel. No entanto, uma significativa redugiio da prevaléncia e incidéncia da doenga

foram alcangadas (Duke, 1990).

0 larvicida selecionado foi 0 ABATE®. 4 base de temefos, por ter

sido o mais eficiente contra borrachudos e o menos toxico para mamiferos e fauna néo alvo,
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além de ter sido demonstrada sua seguranga na agua servida (Laws ef al., 1968, Walsh ef
al., 1979).

Apds alguns anos de uso rotineiro do ABATE®  Guillet e
colaboradores (1980) detectaram a resisténcia das populagdes de S. damnosum ao temef0s.
Brown (1986) e Taylor (1986) avaliando a dindmica da resisténcia dos insetos aos
inseticidas quimicos apontaram as principais causas possiveis. Quanto aos borrachudos,
podem ser enumeradas; a grande extensdo da area tratada impedindo, inclusive a entrada de
genes de outras populagdes de borrachudos de areas nfio tratadas, a periodicidade da
aplicacdo e, erros de dosagem.

A resisténcia detectada encorajou as pesquisas no sentido de,

novamente, buscarem-se alternativas de controle, que incluiam desde formulagdes de
temefds "aditivadas” até o uso de Reguladores de Crescimento de Insetos e, especialmente,
agentes para o controle biologico (Lacey & Mulla, 1977, 1978; Thompson & Adams, 1979;
Undeen & Berl, 1979; Walsh, 1983; Andrade, 1987).

Dentre os agentes biologicos, a bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis var, israelensis (H:14) (BTI) ¢ a principal arma e a mais amplamente utilizada
nos dias de hoje (Habib & Andrade, 1986; Dulmage, 1989; Habib, 1989). A partir de 1976,
com sua descoberta a partir de amostras de solo de Israel (Goldberg & Margalit, 1977) e
sua industrializagdio no final da década de 70, o controle de dipteros aquaticos conseguiu
um grande aliado. A especificidade, alta viruléncia e facilidade de produg@o massal 4 baixos
custos sdo caracteristicas que colocaram os produtos comerciais a4 base de BTI em
igualdade comercial com os larvicidas quimicos rotineiramente empregados (Habib &
Andrade, 1986; Cibulski, 1987).

Somando-se a grande dificuldade de indugdic de resisténcia natural
nas populagdes alvo, BTT é um dos principais meios disponiveis atualmente para o controle
biologico de populagdes larvais de borrachudos.

A agdo de BTI ocorre a nivel intestinal provocando paralisia e

toxemia levando as larvas hospedeiras 2 morte devido a agdo de determinadas proteinas,

especialmente a delta-endotoxina (Dulmage ef al., 1981, Fast, 1981).
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Os estudos genéticos de B. thuringiensis tém avangado muito, tanto
das variedades patogénicas aos lepidopteros desfolhadores, como das variedades
patogénicas a coleopteros e dipteros. O nivel do atual conhecimento permite que, pela
engenharia genética, sejam criados organismos hibridos ou mesmo a implantacio de
plasmideos com a codificacdo para as fragdes toxicas de B. thuringiensis em plantas
hospedeiras e algas (Martin & Dean, 1981; Jahn et /., 1987; Donovan et al., 1988).

No Brasil o nivel de susceptibilidade de varias espécies-alvo de
borrachudo vem sendo avaliado h& varios anos. Entre estas incluem-se S. perfinax, S.
orbitale, S. rubrithorax e §. inaequale (Habib, 1983; Ruas Neto, 1984b; Ruas Neto ef al.,

1985; Andrade ef al., 1987b; Habib er al., 1987; Andrade & Castello Branco Jr., 1988,

1991; Souza, 1988; Castello Branco Jr. & Andrade, 1992).

O inicio do controle de borrachudos no Brasil data de 1951 em areas
do litoral norte do Estado de Sdo Paulo. Durante 19 anos o controle foi feito por meio de
aplicagdes quinzenais de BHC e DDT. A partir de 1971 passou-se a utilizar o ABATE® em
praticamente todo o litoral norte de Sao Paulo cobrindo-se uma 4rea de aproximadamente
893 Km? (Aratjo-Coutinho, 1988).

Em 1987 ainda no Estado de SZo Paulo, Andrade e colaboradores
detectaram a resisténcia de populagdes de 3 espécies de borrachudo ao temefos, inclusive S.
pertinax, a espécie-alvo de controle em todo o litoral norte de Sio Paulo (Andrade ef al.,
1987a).

No Rio Grande do Sul, Ruas Neto (1984a) também ja havia
detectado a resisténcia de varias espécies ao temefos e, desde entdo o controle de
borrachudos naquele Estado passou a ser realizado com BTI (Ruas Neto, 1984b). A
resisténcia dos borrachudos ao temefos também se tornou uma realidade nos Estados do
Parani e Santa Catarina (Paz, C.M., 1986, comun. pessoal, SURHEMA/ PR; Guimaries,
1986).

Apesar da resisténcia ter sido detectada em 1987 no Estado de Sio

Paulo, 0 uso de temefds durou até meados de 1990. A partir de ento iniciaram-se projetos
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pilotos com o uso de BT!I para o controle de S. pertinax (Araijo-Coutinho, C.J.P.C.,1990,
comun. pessoal, SUCEN-Litoral Norte).

Apesar de serem listados ou recomendados para o controle de
borrachudos produtos & base de varios principios ativos, entre eles o temefos, clorfoxin,
methoxyclor e o proprio DDT (WHO, 1984; Busvine, 1985; Andrade, 1987), o Ministério
da Saide brasileiro (1982) regulamenta apenas o temefos e o clorfoxin para o controle
larval de borrachudos.

Em termos de controle, os larvicidas quimicos vém sendo
empregados em situagdes muito particulares e em 4reas restritas. Seu uso em larga escala s6

é possivel no contexto do Manejo Integrado de Pragas (MIP), sob um monitoramento

constante e, em rodizio com outros produtos, especialmente os & base de BTL Tem-se
verificado que sob certas condigdes a resisténcia ao temefds é reversivel, especialmente
quando detectada no inicio de sua expressio na populagio alvo (Ruas Neto, A.L., 1988,
comun, pessoal, SCV-SEMA/ RS; Paz, C M, 1986, comun. pessoal, SURHEMA/ PR).
Este monitoramento ji é possivel por métodos mais praticos e menos custosos
possibilitando assim, a avaliagdo de grandes areas em curto espago de tempo (Andrade &
Castello Branco Ir., 1990).

Quanto ao MIP, tem-se que suas bases foram langadas inicialmente
entre 1950 e 1960, quando se falava de controle integrado, objetivando-se o controle de
pragas agricolas. Posteriormente seus principios foram sendo aplicados a Saude Publica
(Axtell, 1979; Olson, 1979; Steelman, 1979; Womeldorf, 1979; Metcalf, 1982; Andrade,
1987).

O MIP enquadra-se no contexto da ecologia aplicada sendo
embasado na ecologia de populagdes (Levins & Wilson, 1980). Constitui-se em um
conjunto de medidas, tanto a nivel de controle quimico e biologico como medidas
legislativas e educacionais que, quando integradas levariam a uma manutengio das
populagdes alvo a niveis suportaveis,

Um sério problema tem sido justamente a detecgio destes niveis

suportaveis. Em termos agricolas sdo facilmente definidos os chamados Nivel Econdmico
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de Dano (NED) € o Limiar Econdmico de Dano (LED). Tais valores derivam simplesmente
da relagio custo econdmico - beneficio. O NED ¢ a densidade populacional da espécie-alvo
que ndo deve ser alcangada, pois a partir de tal densidade a espécie-praga passa a causar
prejuizos econdmicos & lavoura. O LED é a densidade a partir da qual sabe-se que, no
periodo seguinte, a espécie praga alcangard o NED. Quando a populagio da espécie-alvo
atinge o LED é o momento de serem efetuadas medidas de controle quimico ou biologico.
Em termos de Saldde Puablica ocorrem complicagbes desde a
defini¢do de termos e valores similares ao NED e LED até a propria concepgio do controle.
Esse ultimo aspecto € facilmente percebido quando a espécie-alvo trata-se de vetor de

alguma doenga, como por exemplo o Aedes aegypti e a dengue e a febre amarela ou os

triatomineos e a doenga de Chagas ou mesmo os complexos de S. damnosum e S. guanense
¢ a oncocercose. Nesses casos o desejavel passa a ser a erradicagdo da populagéio do inseto-
alvo e ndo a sua manutengio a niveis aceitaveis.

Por outro lado, nos casos onde a espécie alvo nfio transmite doenga
alguma na regido e vem a ser um incdmodo, torna-se possivel o MIP. Deve-se levar em
consideragdo que mesmo sem causar doenga, os danos socio-econdmicos podem ser
elevados comprometendo o bem estar das populacdes humanas e até a economia de
determinada regifo. Nesse caso o LED poderia ser estabelecido. Esse aspecto foi abordado
no item 2,1..

A situagBo dos borrachudos no Brasil enquadra-se nessa dltima
categoria, excetuando-se S. pintoi |, 8. guanense e S. ovapockense que sdo tidos como
vetores da oncocercose na Amazonia. Entre as mais de 100 espécies que ocorrem no Brasil,
S. pertinax € sem duvida uma das que apresentam maior antropofilia. Seu ataque pode
provocar graves problemas de Saude Publica conforme exposto anteriormente (item 2.1.).

Nesses casos a determinagdo dos niveis aceitaveis (de controle) das
populagtes-alvo de borrachudos deve levar em considerag3o alguns fatores, entre os quais,
a propria populagiio humana que habita a regifio e a populagio flutuante ao longo do ano.
Além disso, o esclarecimento da populago afetada é fundamental (Castello Branco Jr. &

Andrade, 1993a).
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Uma medida usada rotineiramente para a avaliagio da densidade das
populagdes da espécie-alvo é o indice "borrachudo/ hora/ homem" (bhh), ou seja, é a
quantidade de fémeas coletadas pelo técnico ao redor de si mesmo com o auxilio de um
puga entomologico em determinado periodo de tempo, conforme ja mencionado. Valores da
ordem de 400 a 600 bhh foram comuns e ainda o sdo em algumas épocas do ano em varias
areas do Brasil, como o interior ¢ litoral norte do Estado de Sdo Paulo, litoral sul do Rio de
Janeiro e interior do sul do Brasil (Arajo-Coutinho ef al., 1988; Souza, 1984; Andrade,
1987; Castello Branco Ir., no prelo, Andrade, C.F.S., 1994, comun. pessoal, UNICAMP).

O MIP pressupde o monitoramento das populagbes-alvo, sendo

assim o indice borrachudo/ hora/ homem ¢ fundamental. Castello Brando Jr & Andrade

(1993a) verificaram que apds o esclarecimento um pouco mais técnico da populagdo
humana afetada sobre o problema que a aflige, a obtengfio de um nivel aceitavel torna-se
possivel. E claro que devem ser avaliadas todas as classes sociais, categorias de trabalho e
faixas etarias para se obter um valor que reflita a realidade da regido durante todo o ano.

E extenso o conhecimento necessario para que um programa de
Manejo Integrado de Borrachudos tenha sucesso. Informagdes basicas sobre a biologia e
ecologia da espécies-alvo sdo fundamentais, assim como de sua fauna de inimigos naturais,
A selegio das opgDes quimicas, quando possiveis, e biologicas ¢ um processo trabalhoso. A
determinac¢do de dosagens e pontos de aplicagdo ao longo dos cursos d'agua e a detecgiio
dos riachos criadouros também sdo fundamentais para o sucesso do programa. Ainda
existem outros componentes a serem mencionados como os estudos de produtos repelentes
ou atraentes ¢ estudos genéticos além de medidas legislativas (Tonn, 1982; Andrade, 1987).
Habib (1987) aborda justamente este aspecto levando em consideragdo que existem varios
orgdos estaduais e federais cuja fungfo é exatamente o controle de vetores, zoonoses e
insetos daninhos. A agdo conjunta desses orgdos com as administragdes municipais e

centros de pesquisa como as universidades além de institui¢tes particulares ¢ fundamental

para a elaboragio e realizagio de um projeto do porte necessario para o controle de

borrachudos.



19

O PCO no oeste africano ¢ um bom exemplo de como a unido de
medidas de controle do vetor, seu monitoramento e tratamento de doentes podem resultar
em melhores condigdes de vida para o homem.

Existem alguns exemplos de trabalhos unificados sendo realizados
nos Estados do sul do Brasil (Andrade, 1987), mas o que se verifica na maioria das vezes ¢
uma falta de vontade politica e desrespeito com o povo.

Percebe-se assim, que o controle de borrachudos dispde, na
realidade, de poucas opgbes concretas, tanto em termos de controle quimico como
biologico.

Felizmente, a busca por novas opgles de controle, especialmente
quanto aos agentes biologicos, vem revelando uma série de agentes que merecem maiores
investigagdes. Entre estes encontram-se os nematdides mermitideos e os protozoarios
microsporideos. Estes dois grupos serdo abordados com maiores detalhes adiante,

E relativamente extensa a lista dos inimigos naturais dos
borrachudos, ou seja, predadores, parasitas e parasitos além de entomopatoégenos que
exercem alguma influéncia no controle natural das populagdes de borrachudo hospedeiras.

E conveniente diferenciarem-se os termos Controle Natural e
Controle Biolégico. O primeiro refere-se a interagdo natural que ocorre entre determinada
espécie, praga ou nfio, e seus inimigos naturais no meio ambiente. O Controle Biologico,
por outro lado, implica em uma agio do homem quanto a manipulagiio dos inimigos
naturais de espécies-pragas e seu uso racional, objetivando-se o controle de determinada
espécie daninha (Coppel & Mertins, 1977).

Tem-se assim que sob determinadas condi¢Ges, varios outros
organismos tém apresentado um grande papel no controle natural de borrachudos. Estes
organismos s3o predadores vertebrados (Speir, 1976 apud Davies, 1981; Goncharova, 1983
apud Crosskey, 1990; Souza & Magni, 1988; Mardini, 1988; Shelley & Luna Dias, 1989) e
predadores invertebrados (Peterson & Davies, 1960; Pavlichenko, 1977, Saito ef al., 1978,
Davies, 1981; Gorayeb & Pinger, 1978; Gorayeb & Mok, 1982; Wotton & Merrit, 1988;

Magni & Py-Daniel, 1989), parasitas como os acaros hydracarineos (Prasad & Cook, 1972,
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Bottger, 1976), ou mesmo diversos entomopatogenos entre bactérias, virus, fungos e
protozoarios (Rubtsov, 1967, Beaudoin & Willis, 1968; Al-Aidroos & Roberts, 1978;
Nolan, 1981; Weiser & Undeen, 1981; Weiser, 1968, 1984; Batson, 1983; Avery & Bauer,
1984; Vorobetz, 1984; Kettle, 1985; Crosskey, 1990).

2.3. BIOLOGIA E ASPECTOS EPIZOOTIOLOGICOS DE
MICROSPORIDEOS E MERMITIDEOS

Epizootiologia ¢ a ciéncia que estuda a dindmica das doengas, suas
causas e manifestagdes em todos os niveis de intensidade em uma populagdo hospedeira. A
epizootiologia das doengas de insetos ou epizootiologia de insetos € uma ciéncia
relativamente nova, sendo considerada um capitulo dentro da Patologia de Insetos (Fuxa &
Tanada, 1987). Foi Steinhaus (1949) quem apresentou os principios dessa nova ciéncia.
Seguiu-se entio, uma série de tratados versando sobre aspectos tedricos e praticos dessa
ciéncia (Steinhaus, 1954, 1957, Weiser, 1963; Tanada, 1959, 1976; McLaughlin, 1971;
Hazard et al., 1981; Henry & Oma, 1981; Maddox et al,, 1981; Wilson, 1983; Maddox,
1987).

Do ponto de vista da dindmica de uma doenga € importante
diferenciar-se epizootias de enzootias. Barr (1979) sugere que sejam usados 0s mesmos
critérios médicos de epidemiologia para o termo epizootia, ou seja, um incomum aumento
do nimero de casos de uma doenga em uma populagio hospedeira. A ecologia quantitativa
permite definir o que vem a ser um "incomum aumento”. Para tal, ¢ necessario haver um
estudo da histéria da doenga em questdo, ou seja, sua prevaléncia e incidéncia ao longo do
tempo.

Anderson & May (1979) sugerem ainda que doengas enzodticas
estariam em um estado de climax com a populagiio hospedeira. O agente etiologico e o

hospedeiro coexistem, implicando na manuten¢&o da doengas por longos periodos.
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Pesquisas em Epizooticlogia e Patologia de Insetos constituem a
base para o controle microbiano, estando hoje incorporadas pela filosofia do Manejo
Integrado de Pragas.

Antes de se entrar no mérito das pesquisas sobre epizootiologia dos
mermitideos e microsporideos, serdo abordados alguns aspectos de sua biologia.

Embora existam cerca de 40 familias de nematdides reunindo cerca
de 3.000 espécies que apresentam associagio com insetos, poucas realmente causam a
morte do hospedeiro e, destas, apenas 3 familias sdo consideradas com potencial para o
controle biologico: Steinernematidae, Heterorhabditidae ¢ Mermithidae. As duas primeiras
tém sido amplamente utilizadas contra insetos pragas agricolas (Gaugler & Kaya, 1990,
Hominick, 1990); assim sendo, nio sdo alvo de nosso estudo. J& a familia Mermithidae tem
despertado a atengio quanto ao seu potencial no controle biolégico de pernilongos e
borrachudos desde a década de 70.

Mais de 30 géneros de mermitideos foram descritos parasitando
insetos e outros invertebrados como crustaceos e aranhas (Poinar Jr., 1983).

Todos os nematdides parasitas naturais de borrachudos pertencem a
familia Mermithidae, tendo sido descritas até 1981 mais de 60 espécies ocorrendo em mais
de 70 espécies de borrachudos e quase todos os continentes (Poinar Jr., 1981).

A maioria dos mermitideos, inclusive os patogénicos aos
borrachudos, tém um ciclo de vida direto onde no interior do ovo ja ocorre uma muda,
eclodindo assim, uma larva Lo infectante. Ao encontrar o hospedeiro, esta perfura seu
tegumento com o estilete e passa a ocupar a hemocele, desenvolvendo-se e nutrindo-se das
reservas energéticas do hospedeiro. O desenvolvimento pode durar alguns dias até varios
meses dependendo da espécie, ocorrendo ainda nova muda no interior do hospedeiro. Apés
o desenvolvimento parasitario ter sido completado, a larva L3 sai do hospedeiro, sofre duas
mudas tornando-se L4 e adulto, respectivamente. Os adultos, didicos, acasalam-se e

depositam seus ovos,

Algumas espécies de mermitideos apresentam um ciclo de vida

indireto, utilizando-se de hospedeiros paraténicos para alcangar o hospedeiro natural. O
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mermitideo Pheromermis pachysoma, por exemplo, se vale de adultos de tricopteros para
parasitar vespas predadoras (Poinar Jr., 1983).

A invasio da hemocele do inseto hospedeiro pela forma infectante
dos mermitideos geralmente ocorre pela penetragdo ativa do tegumento do hospedeiro,
enquanto que a ingestdo de ovos ou larvas infectantes ¢ um mecanismo especialmente
comum em hospedeiros terrestres (Poinar Jr., 1976, Platzer, 1982; Petersen, 1985).

A forma parasitica do mermitideo é a (nica que se alimenta. Este
passa a nutrir-se dos tecidos e da hemolinfa do hospedeiro armazenando reservas
energéticas em seu trofosoma. Estas reservas serdo posteriormente consumidas durante as

fases poOs-parasitica e adulta, especialmente para os processo de maturagio de gdnadas e

gametogénese (Nickle, 1972; Petersen, 1985).

Apesar de muitos trabalhos terem enfocado o uso de mermitideos,
especialmente Mesomermis flumenalis, para o controle de borrachudos durante a década de
70 (Ebsary & Bennett, 1973, 1975; Bailey ef al., 1974; Ezenwa, 1974a, 1974b; Ezenwa &
Carter, 1975, Bailey & Gordon, 1977, Mokry & Finney, 1977, Molloy & Jamnback, 1977),
o grande problema, ainda hoje, continua sendo a criagio massal da espécie de borrachudo
hospedeiro em condigdes de laboratorio (Petersen, 1985).

Uma das espécies de mermitideos mais estudadas e conhecidas é
Romanomermis culicivorax. Apesar de ndo ocorrer naturalmente em simulideos, sua
infectividade foi demonstrada nestes hospedeiros em 1976 (Hansen & Hansen, 1976). A
criagio massal de R. culicivorax usando-se larvas do pernilongo doméstico Culex
quinquefasciatus como hospedetro contribuiu muito para o avango do controle biologico de
mosquitos (Petersen & Willis, 1972; Petersen, 1985). A producio massal a baixos custos
(ca. U$ 0,10/ 100 pré-parasitas), o espectro de hospedeiros, a nio agio sobre a fauna nio-
alvo, além dos efettos sinérgicos com os produtos quimicos normalmente empregados para
o controle de dipteros sio alguns dos fatores que favorecem o seu uso no controle

biologico de dipteros aquaticos, especialmente contra pernilongos {Petersen et al., 1969,

Petersen, 1973; NAS, 1973; Finney ef al., 1977 Petersen, 1985).
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A viabilidade do uso de R. culicivorax é tamanha que duas grandes
empresas norte-americanas, a Nutrilite Products Inc. e a Fairfax Biological Products Inc.,
investiram em pesquisas ¢ industrializaram R. culicivorax. O produto Skeeter DoomR foi o
primeiro no mercado a ter nematoides como ingrediente ativo. Entretanto, a concorréncia
com a indastria quimica de pesticidas, inclusive com a comercializagdo do BTI, acarretou
em uma desvantagem em termos de custo do produto comercial e, infelizmente, as empresas
abandonaram os produtos a base de nematoides (Finney, 1981; Rubtsov, 1981).

Finney & Mokry (1980) avaliaram economicamente a possibilidade
do uso de R culicivorax para o controle de borrachudos concluindo que um controle
efetivo ndo seria uma possibilidade realista diante do conhecimento ¢ das técnicas de
criagdo massal disponiveis na época.

Tem-se avaliado inclusive nematdides ndo mermitideos como por
exemplo Steinernema feltiae (Steinernematidae) (antiga Neoplectana carpocapsae) para o
controle de borrachudos, no entanto os resultados obtidos ndo sdo satisfatorios (Gaugler &
Molloy, 1981; Gordon, 1984).

No Brasil os estudos sobre mermitideos em borrachudos sfo
realmente poucos, havendo muitas incognitas inclusive sobre aspectos basicos de sua
biologia, ecologia e epizootiologia. No Estado de Sao Paulo tem sido registrada a
ocorréncia de mermitideos em populagdes de varias espécies de borrachudo, inclusive S.
pertinax (Castello Branco Jr. & Andrade, 1988; Castello Branco Jr. ef al., 1987, 1993b).

Quanto aos protozoarios do filo Microspora, estes estdo entre os
entomopatogenos mais comuns ocorrendo em borrachudos. Atualmente sdo descritas cerca
de 30 espécies, pertencendo a 7 familias, ocorrendo em mais de 60 espécies de borrachudos
em todo o mundo, inclusive no Brasil (Castello Branco Jr. et al., 1987, 1991; Castello
Branco Jr. & Andrade, 1988; Cordeiro & Castello Branco Jr.,, 1988; Crosskey, 1990;
Castello Branco Jr., 1991).

Os microsporideos ocorrem geralmente nas formas imaturas dos
borrachudos (Frost, 1970, Gassouma, 1972; Weiser & Undeen, 1981; Weiser &
Prasertphon, 1982; Castello Branco Jr. ef al., 1987, 1991; Castello Branco Jr. & Andrade,
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1988; Cordeiro & Castello Branco JIr,, 1988, Garcia, 1989; Garcia ef al., 1989, Crosskey,
1990; Castello Branco Jr., 1991} e, com menor frequéncia em adultos (Undeen, 1981).

Larvas de borrachudos com infecgdes avangadas por microsporideos
sdo mais facilmente detectadas devido as formagdes cisticas esbranquicadas visiveis no
abdome das larvas, gragas a transparéncta do tegumento (Strickland, 1911, 1913).

Os microsporideos sdo parasitas unicelulares obrigatorios. Em 1980,
foi proposta uma nova classificagdo onde os protozoarios foram agrupados em sete filos,
sendo os microsporideos agrupados no filo Microspora (Levine ef al, 1980).
Recentemente, Sprague e colaboradores (1992) reordenaram a sistematica dos
microsporideos na tentativa de serem normatizados varios aspectos de sua biologia e
sistematica.

Quanto 4 biologia e aos mecanismos de transmisdo dos
microsporideos temos que na infecgdo horizontal, de maneira geral, os esporos de
microsporideos, quando na luz do intestino do inseto hospedeiro, sofrem agio do pH e de
enzimas digestivas intestinais de maneira a aumentar a permeabilidade do esporo a agua.
Com o consequente aumento da pressdo interna do esporo ocorre a extrusdo de um
filamento polar. Este filamento € oco ¢ por ele passa o contedo do esporo, especialmente o
nicleo e parte do esporoplasma (célula infectante ou germe). A pressdo de extrusdo é
tamanha que permite a um filamento perfurar a parede de outro esporo e, em especial,
atravessar a membrana plasmatica das células do epitélio intestinal de modo a injetar a
célula infectante no interior da célula hospedeira (Weiser, 1976).

A partir deste ponto podem ser distinguidas duas fases: a merogonia
e a esporogonia. A primeira ¢ uma fase de proliferacio. Os merontes formados na
merogonia podem ter um tnico nicleo individualizado ou uma estrutura conhecida como
diplocario (dois ntcleos). Dividem-se repetidamente por divisio bindria ou por
esquizogonia. A segunda fase (esporogonia) consiste no desenvolvimento de esporontes em
esporoblastos e, estes em esporos, Os esporontes também podem ter um ntcleo ou o
diplocario. Podem dividir-se binariamente em esporoblastos ou alternativamente, tornarem-

se estagios multinucleados (plasmodio esporogonial) (Weiser, 1976).
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Alguns generos tém como caracteristica o desenvolvimento dos
esporoblastos em vesiculas conhecidas como vesiculas do espordforo. Cada vesicula
contém um nimero de esporos caracteristico para cada género. Por exemplo, Thelohania
apresenta oito esporos enquanto Polydispyrenia e Pleistophora, quantidade igual ou
superior a 32 esporos (Sprague ef al., 1992).

Considerando-se a infec¢do vertical, ocorrem as mesmas fases
(merogonia e esporogonia) s¢ que obrigatoriamente nos oodcitos de fémeas infectadas
(transmissdo transovariana) ou nas glandulas anexas de maneira a contaminar o cérion do
ovo (transmissio transovigénica).

Nos hospedeiros artropodos e, em especial nos insetos, em qualquer
um dos casos (infecgdo vertical ou horizontal), as células infectantes alcangam a hemolinfa,
sdo distribuidas por todo o corpo e infectam os tecidos susceptiveis (Weiser, 1976). Uma
vez no hospedeiro, diferentes espécies de microsporideos podem ter um ou mais tecidos
alvo onde se multiplicam e se desenvolvem, O mecanismo desta seleg@o ainda néo € bem
conhecido.

Em populagdes de simulideos, as infecgdes por microsporideos
ocorrem geralmente em niveis abaixo de 1%, entretanto ndo sdo raros os casos onde a
prevaléncia chega a 30% ou 50% (Gassouma, 1972; Weiser & Undeen, 1981; Maddox,
1987, Castello Branco Jr., 1991).

Sweeney & Becnel (1991) sustentam que é grande o potencial dos
microsporideos para o controle de dipteros aquéaticos, especialmente a médio e longo prazo.
A dificuldade reside na criagio massal a custos competitivos no mercado mundial de
defensivos. O microsporideo Nosema locustae chegou a ser industrializado e
comercializado para o controle de grilos e gafanhotos (Henry & Oma, 1981). A
especificidade e patogenicidade garantiram bons resultados, no entanto, em termos de
custos comerciais o produto tornou-se pouco competitivo frente as outras opgdes

(quimicas) e, tal qual aconteceu com o nematdide R. culicivorax , os produtos a base de N.

locustae deixaram de ser fabricados.
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Ocorre uma situagio muito peculiar no Brasil. No curso de seus
estudos com borrachudos, os pesquisadores relatam ter sempre encontrado individuos
infectados, especialmente por mermitideos e microsporideos, no entanto ndo registradam
tais ocorréncias permanecendo a maioria como comunicagdes pessoais.

Os fatores que influenciam o estudo das doengas de insetos podem
ser abordados sob 3 aspectos; quanto ao patégeno, ao hospedeiro e por dltimo quanto ao
ambiente. O conhecimento da importancia de cada um destes aspectos leva a compreensio
da dindmica de uma doenga. Essa dinimica ¢ frequentemente explicada, em parte, por

modelos matematicos (Fine & Sylvester, 1977, Andreadis & Hall, 1979b; Fine, 1975;
Anderson & May, 1981; Brown, 1987, Onstad & Maddox, 1989; Habbema e a/., 1992),

As propriedades mais significativas quanto ao patogeno, em termos
epizootiologicos, sfo: sua patogenicidade ou viruléncia, sua capacidade de sobrevivéncia ou
de persisténcia no ambiente e sua capacidade de dispersio.

Aparentemente ndo existem registros quanto a diferenga de viruléncia
entre diferentes linhagens (ou isolados) de microsporideos (Tanada, 1976). Isto deve-se 4
falta de métodos para se avaliar as espécies desse grupo. O reverso disso existe hoje em dia
para os estudos com bactérias entomopatogénicas, onde bioensaios, estudos serologicos,
cromatograficos e de microscopia eletrfnica tém sido amplamente utilizados (Habib &
Andrade, 1986).

Quanto aos mermitideos também existem poucos estudos sobre a
infectividade ou viruléncia. Sabe-se que em R. culicivorax, a infectividade para as larvas de
mosquitos diminui 24 h apés a eclos@o das formas pré-parasiticas, sendo que apos 72 h néo
conseguem mais penetrar no hospedeiro (Petersen, 1975).

As formas infectantes de Mesomermis flumenalis, atacam a regifio
toracica das larvas de borrachudo, furam e penetram no hospedeiro em alguns minutos.
Durante esse periodo, e mesmo algum tempo apos, a larva do borrachudo fica paralisada.

Gradualmente o hospedeiro volta ao movimento normal (Molloy & Jamnback, 1975).

Shamseldean & Platzer (1989) verificaram fendmeno semelhante em larvas de diversas

espécies de culicideos ao serem infectadas por R. culicivorax.
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Steinhaus (1949) postulou 4 métodos para aumento da viruléncia de
um patogeno, passagem seriada por diferentes hospedeiros, dissociagio em cultura,
administragdo de substincia que podem ajudar a aumentar o poder invasivo do patogeno e
associagdo com outros microrganismos a fim de tornar possivel a invasio de tecidos do
hospedeiro. Ha poucos estudos relatando qualquer um desses métodos em microsporideos.
Hazard & Lofgren (1971) relataram um aumento da viruléncia de Nosema algerae apos
passagem por 20 geragdes do pernilongo Anopheles quadrimaculatus (Dip.; Culicidae).
Tentou-se ainda a adequagfio de microsporideos a hospedeiros alternativos. Smirnoff (1968)
adaptou com sucesso Thelohania pristiphora, um microsporideo parasita da vespa
Pristiphora erichsonii (Hym,; Tenthredinidae), a lagartas de Malacossoma distria e M.
americanum (Lep.; Lasiocampidae). A viruléncia permaneceu a mesma apos 6 passagens
pelos hospedeiros alternativos. Sabe-se, entretanto, que a passagem seriada niio apenas em
hospedeiros alternativos mas também em meios de cultura, no caso de patogenos
facultativos, pode levar a perda da viruléncia (Hall, 1954; Habib & Andrade, 1986).

Entre os mermitideos ndo se conhecem estudos neste nivel. No
entanto, o neotilenquideo Delademus siricidula tem sido mantido no estagio de vida livre
por mais de 10 anos, havendo ja mais de 200 geragdes, sem perder a patogenicidade (Kaya,
1987).

A viruléncia ou patogenicidade de um microsporideo depende da
dose infectiva (indculo), do estagio e estadio de desenvolvimento do hospedeiro, assim
como do orgdo ou tecido atingido (Weiser, 1963). E dbvio que o estado nutricional e o
nivel de estresse também estfio intimamente relacionados. Em geral ha uma relagdo direta
entre a dose ¢ o efeito no hospedeiro; quanto maior a dose, mais agudo sera o processo
infeccioso. No entanto, doses muito elevadas de esporos de microsporideos podem
desencadear uma infeccio generalizada por bactérias, levando o hospedeiro a4 morte por
septicemia sem haver tempo para o desenrolar do processo de microsporidiose (Maddox,
1987).

A patogenicidade dos microsporideos também esta relacionada ao

seu modo de invasdo do hospedeiro. Microsporideos instalados no intestino e na
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musculatura produzem infecgdes agudas enquanto aqueles que ficam confinados ao tecido
adiposo causam, com maior frequéncia, infecgdes cromicas (Lipa, 1963 apud Tanada,
1976).

Quanto aos mermitideos sabe-se que sua patogenicidade também
depende do estigio e estiddio de desenvolvimento do hospedeiro. Larvas jovens de
culicideos (1° e 2° estadios) sdo mais susceptiveis a R. culicivorax do que as larvas de 3° e
4° estadios (Petersen & Willis, 1970). Por outro lado, individuos mais velhos de
borrachudos e pernilongos sdo mais susceptiveis ao steinernematideo S. felfiae (Dadd,
1971; Gaugler & Molloy, 1981). Essas diferencas devem-se ao modo invasivo de cada
nematoide. R. culicivorax penetra ativamente pelo tegumento das larvas hospedeiras,
portanto o tegumento de individuos mais velhos funciona como uma barreira, enquanto que
S. feltiae precisa ser ingerido e, as pec¢as bucais dos hospedeiros jovens danificam suas
larvas. O comportamento do hospedeiro também estd relacionado & sua susceptibilidade ao
nematoide. Larvas muito ativas como as de pernilongos e borrachudos sio menos
susceptivels & R. culicivorax do que insetos mais lentos. Isto se deve ao fato do nematdide
ter maior dificuldade em se ancorar ao hospedeiro {Woodward & Fukuda, 1977, Petersen,
1978).

Quanto a persisténcia no ambiente temos que, para 95% das espécies
de microsporideos descritas , essa era uma questdo desconhecida até o inicio da década de
70 (Kramer, 1970; Maddox, 1973). Os estudos que existem s3o em sua maioria de
laboratério. A realidade € que a longevidade dos esporos varia de espécie para espécie e de
situaglio para situagiio. Por exemplo, esporos de Nosema algerae tornam-se inviaveis apos
5 minutos de dessecagiio (Alger & Undeen, 1970), enquanto esporos de outras espécies de
Nosema sobrevivem no solo por pelo menos 12 anos (Weiser, 1956 apud Tanada, 1976).

Fatores abidticos como umidade relativa, temperatura, concentragio
de sais, tensdo de oxigénio e radiagdo solar também interferem na persisténcia e viruléncia
dos mermitideos (Kaya, 1987). Quanto aos mermitideos aquaticos, por exemplo, é notavel a
sua capacidade de sobrevivéncia em situacles onde a agua é escassa. R culicivorax

consegue atravessar todo o inverno nos campos drenados de arroz da California (EUA) e
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permanecer viavel, assim como os ovos de Octomyomermis muspratli permanecem vidveis
na areia Gmida por varios anos (Petersen, 1981, Westerdahl ef ai., 1982).

Na realidade, em alguns casos a persisténcia em ambientes bidticos
pode ser mais importante que a persisténcia no ambiente abiotico. E o caso de algumas
espécies do género Thelohania que "hibernam” dentro de mosquitos univoltinos (Kellen et
al., 1965) ou do alantonematideo Heterotylenchus autumnalis que apresenta diapausa em
seu hospedeiro Musca autumnalis (Stoffolano Jr., 1967).

A persisténcia de mermitideos no ambiente pode ocorrer basicamente
de 3 modos: em algum hospedeiro paraténico como € o caso de P. pachysoma; na forma de

adultos de vida livre ou no estagio de ovo. Como exemplo temos Mermis nigrescens cujos

adultos tém uma grande longevidade e seus ovos permanecem viaveis por mais de 15 meses
4 5°C (Craig & Webster, 1978).

A relativa escassez de estudos sobre a persisténcia de esporos de
microsporideos e mermitideos no ambiente implica também em pouco conhecimento sobre
sua dispersdo. Sabe-se que o vento, a chuva, os rios e tantos outros fatores podem dispersar
seus esporos, ovos e larvas, existindo no entanto, poucos trabathos direcionados para esse
aspecto (Tanada, 1976; Poinar Jr,, 1983; Kaya, 1987).

Uma vez que o hospedeiro parasitado tanto por microsporideos
como por mermitideos torna-se mais susceptivel ao ataque de inimigos naturais, seus
predadores e parasitos também tém um papel significativo na dispersio dos esporos
(Tanada, 1976; Weiser, 1977, Weiser & Undeen, 1981; Kaya, 1987, Maddox, 1987).

Ainda, como muitas vezes as microsporidioses sdo crOnicas, 0s
proprios hospedeiros atuam como dispersores. Um exemplo classico sdo as larvas de
Choristoneura  fumiferana (Lep.; Tortricidae) infectadas com o microsporideo N.
Sfumiferanae. Estas larvas liberam esporos ndo apenas em suas fezes mas também no
material regurgitado (Wilson, 1981). Outro exemplo ¢ o caso de himenopteros parasitos

das lagartas desfolhadoras Pieris brassicae, P. vapae (Lep.; Pieridae), Heliothis zea e H.

virencens (Lep.; Noctuidae) que também sdo susceptiveis aos microsporideos que infectam
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seus hospedeiros, ajudando na dispersdo (Hostounsky, 1970 apud Tanada, 1976; Brooks &
Cranford, 1972 apud Tanada, 1976).

Da mesma forma, os proprios individuos parasitados por mermitideos
funcionam como dispersores dos nematdides em areas onde individuos sadios ocorram ou
possam ocorrer.

Quanto a Epizootiologia tanto de microsporideos como de
mermitideos, um dos fatores de grande importincia para a compreensio da dinimica da
doenca ¢ seu modo de transmisso.

A principal rota de transmissdo dos nematoides entomopatogénicos
€ a penetraglo direta do tegumento do hospedeiro, inclusive entre os mermitideos,

A revisio de Canning (1971) aborda a transmissiio de microsporideos
em insetos e em vertebrados. A transmissdo oral é tida como a principal rota para os
insetos, podendo entretanto as vias transovigénica e transovariana serem também
importantes para alguns grupos. E o caso de insetos com larvas aquéticas, para os quais
seus microsporideos podem ser divididos em dois grupos; o primeiro tipico por ter
transmissdo transovariana e o segundo pela transmissdo oral além da transovigénica
(Maddox, 1987).

As recentes descobertas da existéncia de hospedeiros intermediarios
no ciclo de microsporideos de insetos aquaticos (Sweeney ef al., 1990; Andreadis, 1989,
1990} trouxeram alguma luz na compreensio dos até entio confusos ciclos destes
patdgenos.

Apesar das tentativas de transmissdo oral terem tido sucesso em
poucas espécies de insetos aquaticos (Kellen et al., 1966 apud Tanada, 1976, Chapman,
1974, Avery, 1989, Avery & Undeen, 1990), tem sido demonstrado tedrica e
experimentaimente que sem a transmissdo horizontal, as infecgdes por microsporideos
desapareceriam em pouco tempo da populagdo hospedeira, pois sO a transmissdo vertical
ndo conseguiria sustentar a infecgdo (Andreadis & Hall, 1979b).

Deve-se salientar ainda a importincia dos predadores e especialmente

parasitos na transmissio da doenga. Paillot (1933 apud Tanada, 1976) foi o primeiro a
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sugerir que o parasito Apanteles glomeratus (Hym.; Braconidae) transmitia Perezia legeri
para as larvas de Pieris brassicae. Existem muitos outros exemplos, como Thelohania
ephestiae sendo  transmitida por Bracon hebetor (Hym., Braconidae) para larvas de
Anagasta  kuehniella (Lep.; Pyralidae) (Payne, 1933); ou mesmo Perezia mesnili
transmitida por A. glomeratus para as larvas de P. rapae (Tanada, 1955 apud Tanada,
1976) e Nosema sp. sendo transmitida por 4. marginiventris (Hym.; Braconidae) para
larvas de Spodoptera mauritia (Lep.; Noctuidae) (Laigo & Tamashiro, 1967).

Ainda ha os casos onde os adultos machos podem transmitir os
microsporideos para a progénie. E o exemplo de Choristoneura fumiferana transmitindo N,

Jumiferanae para seus descendentes (Thomson, 1958) ou de outro caso mais interessante

ainda, onde os machos de Plodia interpunctella (Lep.; Pyralidae) podem transmitir os
esporos para as fémeas ¢ estas os transmitem transovigénicamente para a progénie (Kellen
& Lindegren, 1971 apud Tanada, 1976).

E logico que o sucesso do desenvolvimento de patologias também
depende do hospedeiro, ndo apenas de suas condigdes nutricionais mas também de sua
fisiologia, como por exemplo seu pH intestinal, presen¢a de enzimas e ions intestinais e suas
respostas imunoldgicas (Tanada, 1976; Poinar Jr., 1983; Habib & Andrade, 1986; Kaya,
1987). O conjunto de todos estes fatores do hospedeiro pode definir sua susceptibilidade 2
diferentes patogenos.

Antigamente, acreditava-se que existia uma especificidade muito
grande quanto aos hospedeiros de microsporideos. Hoje sdo conhecidas espécies com
grande espectro de hospedeiros, em diferentes familias e ordens, além da existéncia de
hospedeiros alternativos. Estes ultimos apresentam significativo papel na manutencio da
doenca no campo (Weiser, 1963).

Da mesma forma acredita-se que exista uma especificidade muito
grande dos mermitideos com relagio aos seus hospedeiros. Hoje aceita-se que tal

especificidade dependa muito mais de fatores ecologicos do hospedeiro do que do

mermitideo (Stoffolano Jr., 1973).
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Maddox (1987) ressalta que do ponto de vista epizootiolégico os
"protozodrios" como um todo formam um grupo diversc e interessante de
entomopatogenos, havendo no entanto muitos problemas que precisam ser solucionados.
Um deles seria a propria sistematica do grupo.

S&0 necessarios ainda estudos ndo apenas quanto a simples
ocorréncia de microsporideos ou mermitideos em determinada espécie hospedeira, mas
também estudos de prevaléncia por longos periodos. Ressalta-se aqui a importéncia do
tempo como fator discriminador entre epizootias e enzootias.

Rubtsov (1981) considera que a despeito de todas as vantagens
apresentadas pelos mermitideos como agentes no controle biologico de dipteros aquaticos,
a Unica maneira de torna-los competitivos com os inseticidas quimicos e biologicos
industrializados € a hibridagdo de populagdes de mermitideos de areas distintas de forma a
aumentar seu potencial reprodutivo e assim, otimizar a criagio massal e sua acfio
inoculativa no meio ambiente.

O impacto das microsporidioses e das helmintoses de insetos, tanto
ao nivel dos individuos como das populagdes, deve ser bem conhecido a fim de se
compreender melhor sua dindmica objetivando-se a obtengfio de subsidios para a avaliagio
de seu potencial como agentes no controle de insetos daninhos. Sabe-se hoje que patogenos
com uma transmissdo eficiente e viruléncia moderada podem ser agentes mais efetivos no

controle biologico (Anderson, 1982 apud Maddox, 1987, Kaya, 1987)
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3. MATERIAL & METODOS

3.1. IDENTIFICACAO DAS ESPECIES ESTUDADAS

A identificagdo da espécie de borrachudo Simulium pertinax foi
confirmada pelo prof. Dr. Sixto Coscaron do Museu Nacional da Faculdade de Ciéncias
Naturais de La Plata, L.a Plata, Argentina.

A identificagio do microsporideo  Polydispyrenia  simulii
(Duboscqiidae) foi realizada, ao nivel de género, pelo presente autor; sendo confirmada a
espécie pelo Dr. Juan J. Garcia do Centro de Estudos de Patologia de Insetos e Vetores
(CEPAVE) da Universidade Nacional de La Plata (La Plata/ Argentina). A identificagio do
mermitideo como Gastromermis viridis foi realizada pelo presente autor, sendo necessaria

ainda a sua confirmacfo.

32. COLETA E MANUTENCAO DE Simulium pertinax EM
LABORATORIO

A coleta periddica de borrachudos (tanto larvas sadias e doentes
como adultos) procedeu-se em um riacho, pertencente a bacia do rio Jaguari, na Fazenda
Cachoeirinha, municipio de Morungaba, regido sudeste do Estado de S&o Paulo,

Este riacho percorre cerca de 3 Km ao longo das encostas da Serra
das Cabras, atravessando propriedades rurais onde sio desenvolvidas atividades agricolas,
além de criages de amimais como gado, cavalo, porcos e aves.

A caracterizagio do riacho foi feita avaliando-se periodicamente

pardmetros como temperatura, pH, velocidade e vazdo d'agua além do tipo de fundo do
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riacho. A vazio foi calculada pela formula de Leitritz (1959)'. Além desses pardmetros a
regido também foi caracterizada quanto a altitude.

Larvas de S. pertinax foram coletadas no seu criadouro natural e
trazidas para o laboratorio, sob aeracfo artificial, ¢ mantidas em um sistema de calhas de
criagdo adaptado do sistema de Raybould & Grunewald (1975 apud Edman & Simons,
1985).

O sistema consta de 2 reservatorios d'agua (superior; 250 1 ;

inferior:130 I) alimentando continuamente um conjunto de calthas de madeira (0,10 x 1,0 x

0,04 m). Um sistema de torneiras torna possivel a alimentagio das calhas com uma vazio
d'agua conhecida (6 I/min) ¢ continua. Um sistema de bombeamento elétrico d'dgua permite

o funcionamento continuo de todo o sistema (Fig. 1).

O sistema era alimentado por agua de torneira (pH = 6,0 e 0.D. = 4
ml/l) e mantido sob temperatura ambiente e sem controle de fotoperiodo.

De acordo com a fase da pesquisa em desenvolvimento, as calhas
eram colonizadas diferencialmente com larvas sadias ou larvas com sintomas de
microsporidiose ou de parasitismo por mermitideos.

O sistema era monitorado diartamente e, a partir do momento em que
as larvas empupavam, as calhas de madeira eram cobertas com uma armagdo de tecido de
filo para a obtencdo de adultos, Dessa forma o sistema permitia a obtengdo de larvas, pupas
e adultos de §. pertinax, tanto sadios como doentes.

Para a realizagdo dos estudos de oogénese (item 4.1.5)), os adultos
(machos e/ou fémeas) recém-emergidos do sistema de calhas de criagio eram coletados
com o auxilio de frasco aspirador e mantidos em uma cimara de contengiio de 0,29 m3
(Fig. 2) a temperatura ambiente e sem controle de fotoperiodo, para copula e repasto
sanguineo,

Para o repasto sanguineo era oferecida isca humana diariamente

durante 40 min., duas vezes ao dia (pela manha e no creptsculo). Além disso também foram

oferecidas fitas de papel de filtro previamente embebidas em solucdo de sacarose a 20%.

' Formula de Leitritzz V= (L x C x P x ¢)/ T , onde: V=vazdo, L=largura; C=comprimento;
P=profundidade; T= tempo; c=constante (0,8 p/ riacho ¢/ fundo de pedra; 0,9 p/ riacho ¢/ fundo de areia)



Fig. 01. ESQUEMA DO SISTEMA DE CRJACAO DE BORRACHUDOS EM
LABORATORIO. RESERVATORIO D'AGUA SUPERIOR (A); RESERVATORIO D'AGUA
INFERIOR (B); RAMPAS DE MADEIRA (C); BOMBA D'AGUA ELETRICA (D); SISTEMA DE

ALIMENTACAO D'AGUA (E).
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Apos a realizagdo do repasto sanguineo, as fémeas de S. perfinax
eram individualizadas em frascos de vidro de 40 mi (2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura)

providas de fitas de papel de filtro com solugio agucarada.

3.3. PATOLOGIA DE Simulium pertinax INFECTADO POR Polydispyrenia

simulii

3.3.1. HISTOPATOLOGIA

Foram feitas investigagdes em individuos sadios e infectados por P.
simulii em diferentes estagios de desenvolvimento; larva, pupa (com 24 h, 48 he 72 h de
desenvolvimento) e adultos recém-emergidos (machos e fémeas).

Os individuos foram fixados em liquido de Bouin acético por 24 h
sendo entdo processada a desidratagio do material em gradiente de etanol (60% a 100%)
para posterior inclusio em parafina.

Os cortes seriados foram obtidos com 6 a 8 um de espessura e
corados com hematoxilina de Herlich e contrastados com eosina através de técnicas

classicas de histopatologia de insetos (Habib, 1982, 1983).

3.3.2. PREVALENCIA DE P. simulii EM OVARIOS DE S. pertinax

Para esta fase da pesquisa foram coletadas do campo fémeas adultas
do borrachudo por meio de aspiragdo diurna em isca humana. As coletas foram realizadas
na Fazenda Cachoeirinha (Morungaba/ SP) em regifio onde sabidamente as populagdes de

S. pertinax sofrem frequentes epizootias por P. simulii (Castello Branco Jr., 1991).

As fémeas recém-coletadas foram mantidas em recipientes plasticos

com gelo seco para imediata fixagdo dos ovarios e posterior triagem em laboratério.
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3.3.3. INFLUENCIA DO PARASITISMO POR P simulii NO
DESENVOLVIMENTO DAS GONADAS DE S. pertinax

Para a realizagdo desta fase, procedeu-se a coleta de larvas sadias e
doentes de S. pertinax de seu criadouro natural e sua manutengdio, sob condigdes de
laboratorio, até a obtengio de adultos, conforme o exposto no item 3.2, observando-se que
adultos originados de larvas sadias e de larvas doentes eram acondicionados em cdmaras de
contenco distintas.

As fémeas de S. pertinax, obtidas pelo sistema de criagdo, foram
dissecadas em solugdo salina 0,85% em intervalos regulares e, analisadas ao microscopio
optico.

Os ovarios eram retirados e colocados em laminas de microscopia
para observagio. Medidas de largura e comprimento dos foliculos foram feitas com o
auxilio de ocular de micrometria. A estimativa do volume folicular foi obtida pela formula
de prolado esferdide (King & Vanoucek, 1960)% Tanto o nimero de ovos formados como
o namero de foliculos em desenvolvimento das fémeas eram contados.

Também foram dissecados em soluc¢do salina 0,85%, machos de S.
pertinax tanto sadios como originados de larvas doentes, para anélise das gdnadas. Neste
caso o Unico pardmetro avaliado foi a motilidade dos espermatozoides.

A analise estatistica dos resultados referentes a morfometria e de
todos os resultados deste trabalho foram feitos pelo teste "t", ao nivel de 5% de

significdncia (Beiguelman, 1988).

Férmula do Prolado Esferdide: V=0,5236 x L2 x C, onde: V=volume; L=largura; C=comprimento
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3.4. PATOLOGIA DE  Simulium pertinax PARASITADO POR

Gastromermis viridis ¢.f,

3.4.1. PREVALENCIA DE . viridis of. EM POPULACOES
LARVAIS DE S pertinax

Esta etapa da pesquisa foi desenvolvida no periodo de maio de 1990
a abril de 1991. As larvas de S. pertinax foram coletadas em riacho afluente do rio Jaguari,
no municipio de Morungaba/ SP.

A ocorréncia natural de G. viridis cf. em larvas de §. pertinax foi
avaliada através de amostragens mensais em 16 pontos ao longo do riacho. Esses pontos
foram previamente demarcados apds triagem em toda a sua extensio a procura de
criadouros de §. pertinax. Em cada um destes pontos, as larvas eram observadas e uma
determinada quantidade (ca. 100 individuos) era coletada de seu criadouro natural e fixadas
imediatamente em alcool 70% para posterior triagem.

Em laboratorio, as larvas eram agrupadas, por critérios anatomo-
fisiolégicos, em 3 classes; pequenas, médias e grandes. Para tal categorizagdo utilizou-se
como critério a presen¢a e o desenvolvimento dos histoblastos respiratorios (Mulla &
Lacey, 1976 ; Shelley, A., 1991, comunic. pessoal, Museu Britanico, Inglaterra). Desse
modo, larvas pequenas ndo apresentavam histoblastos respiratorios enquanto larvas médias
possuiam-nos aparentes mas ndo desenvolvidos. Ja as larvas grandes possuiam os
histoblastos respiratorios visiveis e bem desenvolvidos (Fig. 3). Dentro de cada classe,
individuos parasitados eram distinguidos de larvas sadias devido ao fato dos nematéides

serem visiveis através do tegumento translicido da larva.
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Fig, 3. LARVAS DE S. pertinax. PEQUENA (P}, MEDIA (M) E GRANDE (G). HISTOBLASTO

RESPIRATORIO (SETA). { 11,5%)
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3.4.2. SINTOMATOLOGIA EXTERNA E MORFOMETRIA

As investigagOes nesta fase foram feitas a partir de observagdes de
larvas de S. pertinax sadias e parasitadas no campo e também no sistema de criagdo em
calhas (item 3.2.).

O estudo morfométrico baseou-se na medida do comprimento do
corpo de larvas de §. perfinax sadias e parasitadas das 3 classes fisiologicas (pequena,
média e grande). Com o auxilio de ocular de micrometria foi medido o comprimento da

base da cabega até a extremidade posterior do corpo da larva.

3.4.3. HISTOPATOLOGIA

As investigagdes histopatologicas foram feitas em larvas de S
pertinax sadias e parasitadas por G. viridis cf.. Os individuos foram fixados em liquido de
Bouin acético por 24 h e processados conforme as técnicas classicas de histopatologia de

insetos expostas no item 3.3.1..
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4, RESULTADOS & DISCUSSAQ

4.1. PATOLOGIA DE Simulium pertinax INFECTADO POR Polydispyrenia

simulii

A sintomatologia externa de larvas de S. pertinax infectadas pelo
microsporideo P. simulii foi estudada e relatada por Castello Branco Jr. (1991) em sua
dissertagdo de mestrado. Torna-se conveniente ressaltar que as larvas infectadas, conforme

relatado pelo autor, apresentam uma redugio da resposta comportamental face a quaisquer

estimulos mecénicos ou fisicos; além de um retardo em seu desenvolvimento revelando um

processo conhecido como metatetelia.

4.1.1. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM LARVAS DE
§. pertinax
As investigagbes em cortes seriados de larvas de S. pertinax
infectadas por P. simulii revelaram aspectos importantes da dindmica da microsporidiose no
hospedeiro borrachudo.
Foram constatadas alteragdes histologicas significativas no epitélio
intestinal, tecido adiposo e tecido muscular de larvas infectadas. Tais alteracdes devem-se
ndo apenas a agdo direta do protozodario mas também a efeitos indiretos. Os resultados

obtidos serfio apresentados e discutidos a seguir.

4.1.1.1. EPITELIO INTESTINAL

Foram encontrados diversos esporos e espor6foros junto ao bolo

alimentar na luz do intestino de larvas infectadas (Fig. 4). Ainda em larvas doentes foram

encontrados frequentemente esporos no citoplasma de células epiteliais do intestino médio
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(Fig. 5). Tal fato evidencia a via horizontal como meio de infeccio de microsporideos em
larvas de borrachudos. A extrusdo do filamento polar na luz do intestino e a proximidade do
esporo ao epitélio levam ao sucesso da invasdo da célula hospedeira pelo agente biologico.

No interior da célula epitelial hospedeira ocorre o desenvolvimento e
a multiplicagdo dos esporos. Sabe-se que dependendo da densidade de esporos com sucesso
na invasdo do epitélio intestinal, pode haver a morte do hospedeiro em alguns dias, tempo
inferior ao necessario para a expressio da microsporidiose. Tal situagio deve-se ac fato
de que bactérias potencialmente patogénicas da flora intestinal do inseto acabam se
beneficiando dos orificios de entrada feitos pelo filamento polar do microsporideo,
invadindo também o epitélio intestinal e desencadeando uma septicemia. A bactéria
FPseudomonas aeruginosa é um tipico exemplo deste fendmeno em insetos terrestres
(Habib, 1978; Habib & Andrade, 1986).

Acredita-se que a manutengfio da doenca na populagdo hospedeira
deva-se ao fato de que o sucesso do microsporideo na invasio das células epiteliais do
intestino médio seja relativamente pequeno de modo que a acio da flora bacteriana,
presente no intestino do inseto, ndo seja relevante. Assim, os esporos que penetrem no
epitélio intestinal se multiplicam no interior da célula epitelial e a rompem de modo a
alcancarem a hemolinfa.

Avaliagdes de campo quanto 4 prevaléncia da microsporidiose
causada por P. simulii em populagdes de simulideos também evidenciam a existéncia de
mecanismos de infecgdo horizontal na manutengdo da doenga em populagdes hospedeiras de
simulideos (Castello Branco Jr., 1991).

Segundo Weiser (1976), o nicleo de células parasitadas pelos
microsporideos Thelohania bracteata, Stempellia simulii ou Pleistophora longifilis torna-
se hipertrofiado havendo posteriormente a quebra dos cromossomos e consequente

deposicdo excessiva de cromatina.
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Figs. 4-6. CORTE TRANSVERSAL DE LARVA DE 8 pertinax INFECTADA FPOR P.
simulii, EPITELIO INTESTINAL (EI); ESPOROS (setas)y MEMBRANA PERITROFICA (MP), LUZ
INTESTINAL (LIx MICROVILOSIDADES (MV)Y, NUCLEQ DA CELULA HOSPEDEIRA COM

DEPOSICAO DE CROMATINA (N). 4. 1.817x. 5. 4.543x. 6. 4.543x
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No presente trabalho, foi observado um aumento da deposigio de
cromatina no nicleo de algumas células infectadas. No entanto, nfio se verificou
hipertrofia (Fig. 6).

De qualquer maneira, evidencia-se assim a agdo do microsporideo
nas atividades metabolicas da célula hospedeira, especialmente quanto a sintese de
proteinas.

Apesar das células epiteliais estarem infectadas, nfo foi observada
inicialmente, agdo alguma sobre a bordadura do epitélio (microvilosidades) nem sobre a
membrana peritrofica (Fig. 6). No entanto, em larvas em adiantado estado de infecgiio

foram observadas alteragdes significantes, Ocorre uma degeneragdo da bordadura do

epitélio, inclusive com a redugfio da intimidade entre o epitélio € a membrana peritrofica. As
Figuras 4 e 5 revelam esse aspecto. O tecido degenerado responde inclusive de forma
diferente ao processo de coloragio quando comparado ao tecido de larvas sadias,
evidenciando alteragio quimica na composigio do tecido afetado. Tal situagfio sugere que
as atividades enzimaticas e os processos metabolicos de digestdo e absorciio de nutrientes

pelo epitélio intestinal do inseto fiquem comprometidos.

4.1.1.2. TECIDO ADIPOSO

As reservas energéticas e todas as reagdes do metabolismo
intermediario dos insetos sdo mediadas no tecido adiposo, portanto sua importincia é
fundamental para a sobrevivéncia do individuo. O tecido adiposo sadio se apresenta sob
duas formas, subepidérmico e visceral. Este ultimo é mostrado na Fig. 7.

Em todas as larvas doentes observadas, o tecido adiposo
subepidérmico mostrou-se integro. Ja o tecido adiposo visceral revelou ser o sitio alvo de P.

simulii. Observou-se em individuos infectados tanto a ocorréncia de tecido adiposo sadio

como infectado (Fig. 8), diferenciando do observado por Weiser (1976) e Patel & Habib
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(1988) em larvas de lepidopteros infectadas por microsporideos, onde todo o tecido alvo é
infectado ao mesmo tempo.

O tecido infectado apresentou diferengas morfo-histologicas em
relagfio ao tecido sadio. A auséncia de vacuolos de lipideos e de lipoproteinas, além da
resposta diferente a coloragio, evidenciam tais alteragdes. O tecido adiposo infectado
mostrou-se totalmente ocupado por esporos e formas vegetativas de P. simulii (Fig. 8).

As alteragdes na composigio do tecido adiposo infectado por
microsporideos foram evidenciadas primeiramente por Smirnoff (1973). Foi demonstrado
que em Archips cerasivoranus (Lep., Tortricidae) infectado com Nosema cerasivoranae e
em Neodiprion swainei (Hym., Diprionidae) infectado com Thelohania pristiphorae, a
quantidade de lipideos insaturados foi reduzida drasticamente. Alteracdes semelhantes
foram observadas por Patel & Habib (1988) em larvas de Spodoptera frugiperda (Lep.;
Noctuidae) infectadas por Vairimorpha necatrix.

Ainda temos que, larvas de Bombyx mori (Lep., Bombycidae)
infectadas experimentalmente por Thelohania ephestiae, Nosema plodiae e N
heterosporum apresentavam o tecido adiposo sem conter reserva lipidica alguma
inviabilizando os processos de empupagfo e metamorfose levando o inseto 4 morte (Weiser,
1976).

Os resultados obtidos no presente trabatho sugerem que boa parte do
tecido adiposo infectado perca suas fungdes e acabe atuando apenas como sitio de
multiplicagio e desenvolvimento do patdgeno. A existéncia de tecido adiposo ndo infectado
em larvas doentes sugere, no entanto, a manuten¢io de niveis minimos do metabolismo
intermediario além de reservas energéticas suficientes para os processos de empupagio e
emergéncia de adultos.

Nio foi possivel a observagio de vactolos parasitoréforos como o
exposto por Weiser & Ziska (1975 apud Weiser, 1976). Esses vactolos seriam o resultado

de atividade proteolitica ao redor de esporos maduros durante o processo de esporogonia.
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Figs. 7-10. 7. CORTE TRANSVERSAL DE LARVA SADIA DE & pertinay 4.543x.
8-18. LARVA DE & pertinax INFECTADA POR P. simulii. 8. CORTE TRANSVERSAL
4.543x. 9. LARVA 6,0x. 10. CORTE TRANSVERSAL 1.817x. TECIDO ADIPOSO SADIO
(TAS), TECIDO ADIPOSO INFECTADO (TAX; VACUOLOS DE GORDURA (V) NUCLEO DA
CELULA HOSPEDEIRA (N); ESPOROS (SETASY; TECIDO MUSCULAR (TM); GLANDULA SALIVAR

{Gh).
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A acdo de P. simulii no citoplasma de células hospedeiras parece-nos

evidente. Observa-se ainda a presenca de nucleos da celula hospede
devido a presenga de cromatina.
O presente autor observou a ocorréncia do p

em larvas de S. pertinax e S. subpallidum infectadas por P. simuli

1991). Tal processo, detectado inicialmente por Strickland (1€

infectados por microsporideos, consiste no retardo do desenvolvime

pelo crescimento larval e pelo desenvolvimento dos histoblastos res

ira ainda em atividade

rocesso de metatetelia
i (Castello Branco Jr,,
'13) em borrachudos
ato larval, evidenciado

piratorios. A liberagio

de substincias de carater proteico semelhante ao do hormdnio juvenil durante o

desenvolvimento do microsporideo, revelado por Maurand & Bouix (1969), associada a

estrutura do tecido adiposo infectado, observada no presente trabalhg
os fatores responsaveis pelo processo de metatetelia também ot
Branco Jr. (1991). Os grumos esbranquigados visiveis em larvas de
por microsporideos sdo facilmetne explicados pelas alteragdes his

neste trabalho. Esses grumos sdo visiveis devido a transparéncia d

(Fig. 9).

), sugerem serem estes
servado por Castello
simulideos infectadas
tologicas apresentadas

o tegumento da larva

4.1.1.3. TECIDO MUSCULAR

Foi observada uma acfo indireta da microspc
muscular. Em larvas infectadas néo se encontrou qualquer esporo ou
simulii nesse tecido. Entretanto, frequentemente observou-se uma
musculares e dos seus respectivos feixes de fibrilas (Fig. 10). Tal asg
em larvas sadias.

Este fendomeno revela que apesar do microspo

tecido muscular, a ag¢do direta do patdgeno sobre o tecido adip

alteragdes no metabolismo larval e das caracteristicas fisico-quimicas

a afetar indiretamente outros tecidos como o muscular.

o

yridiose sobre o tecido

forma vegetativa de P.
dissociagdo das fibras

ecto nio foi detectado

ideo n#io se instalar no

oso deve imphcar em

da hemolinfa de modo
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Weidner (1970) foi um dos primeiros a érevelar o estado de
dissociacio das fibras musculares em insetos infectados por microsporéideos.

Sabe-se que larvas de simulideos infectadas por microsporideos
apresentam uma resposta comportamental lenta a estimulos mecénicoé e fisicos, mostrando-
se frequentemente letargicas quando comparadas a larvas sadias (Waters, 1972; Reisen,
1977, Cupp, 1981; Castello Branco Jr., 1991). |

Os resultados obtidos neste trabalho, ézluanto a agio da
microsporidiose sobre o tecido muscular, sugerem qua ndo apenas a reducdo de reservas
energéticas € do metabolismo intermediario do hospedeiro Iever;n ao comportamento
letargico das larvas mas também a agdo no tecido muscukaér - colabore para tal
comportamento. |

Larvas que apresentem tal comportamento pédem se tornar presas
mais faceis para predadores e parasitas além de competirem de maméaira desigual por sitios

de fixa¢do no substrato do curso d'agua.

4.1.1.4. DEMAIS TECIDOS E SISTEMA;S

Nio foi detectada a presenga de esporos ou foérmas vegetativas de P,
simulii ou quaisquer efeitos diretos ou indiretos em outros tecidoés como por exemplo,
tabulos de Malpighi, glindulas salivares, epiderme e sistema nervoso.;

Tem-se que reaimente o tecido adiposo viscetai seja o sitio alvo da

infecgiio causada por P. simulii.
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4.1.2. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM PUPAS DE

S.pertinax

Os resultados obtidos no presente trabalho revéelam que larvas de S.
pertinax infectadas por P. simulii apesar de apresentarem quase tc;do o tecido adiposo
comprometido, além de desarranjo do epitélio intestinal médio e? do tecido muscular
conseguem passar ao estagio de pupa.

A histologia do estagio de desenvolvimento de pupa €, sem divida,
algo de dificil execugdo devido a todo um complicado processo de histolise tecidual e
rearranjo de tecidos e sistemas. Apesar disto, foi possivel a observagid de alguns processos.

Pupas doentes de S. pertinax com 24 h de desenvolvimento ja
apresentavam varios tecidos e sistemas desenvolvidos e, entre estes, encontramos massas de
tecido adiposo visceral infectado e sadio. De qualquer maneira notou-se que o tecido
adiposo da pupa, tanto o sadio como o infectado, reage de maneira;diferente a coloragio
por Hematoxilina e Eosina quando comparado ao tecido adiposo larval, sugerindo assim,
alteragio em sua composi¢io quimica. Tal fato é esperado visto a dimensdo das mudangas
envolvidas neste estagio de desenvolvimento do inseto e as necessfdades energéticas do
futuro adulto. |

Verificou-se, no presente trabalho, uma maim;“ individualiza¢do das
goticulas de gordura em ambos os tecidos (sadio e infectado). Nos cortes histologicos
pode-se observar centenas de esporos e esporoforos de P. simulii no tecido adiposo
infectado de pupas com 24 h de desenvolvimento. Além disso verifica-se a destruigZo da
membrana plasmatica das células hospedeiras conforme evidenciam as Figuras 11 e 12.
Ainda notou-se a mesma proximidade observada em larvas infec;tadas entre o tecido
infectado e o sadio (Figuras 8 e 11). Observou-se ainda nestas pupa{s a formagdo de uma
matriz geralmente inserida no tecido adiposo infectado (Fig. 13). I;Esta matriz apresenta

todos os aspectos de um tecido necrosado. Acredita-se que o tecido adiposo infectado, ja

exaurido, ndo apresentando mais condigdes de suportar o patdgeno, passa a sofrer um
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Figs. 11-13. CORTE TRANSVERSAL DE PUPA DE S pertinax (COM 24 h DE

DESENVOLVIMENTO) INFECTADA POR P. simulii. TECIDO ﬁnéﬂ*oso SADIO (TAS)

TECIDO ADIPOSC INFECTADO (TAR) ESPOROS (SETAS), NUCLEQ DA CELULA HOSPEDEIRA

(M), VACUOLO DE GORDURA (V); TECIDO NECROSADO (TN}, 11, 1L.817x. 12.4.543x. 13, 1.817x

s A A A

Bt @ 2
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processo de necrose. Os demais tecidos ja diferenciados ndo apreseniaram sintoma algum
da microsporidiose. |

Pupas infectadas por P. simulii e com 48 h de desenvolvimento ainda
apresentavam a mesma conformacao que as pupas com 24 h de desenv?ivimento, sendo que
as massas de tecido necrosado no tecido adiposo infectado eram em ?maior quantidade. Ja
as pupas infectadas com 72 h de desenvolvimento apresentaram um pénorama diferente. O
tecido adiposo apresentava-se praticamente sem esporos e a qi.nantidade de tecido
necrosado era muito grande, evidenciando assim, a destrui¢io de tecid(%) e dos esporos de P,

simulii ao longo do desenvolvimento pupal do hospedeiro.

Constatou-se a auséncia de esporos ou, peéo menos, nenhuma
evidéncia da aglio da microsporidiose nos outros tecidos e sistemas éjé diferenciados tais
como, sistema nervoso, epitélio intestinal, misculos e tibulos de Mal;i;ighi. Infelizmente as
gonadas nio foram reconhecidas no material, tanto em pupas sadias coz%’no em infectadas.

Exemplos de infegdes por patogenos sendo deﬁeiadas no estagio de
pupa do hospedeiro devido ao processo histolitico dessa fase sdo coﬁheoidos em dipteros
muscoides (Balzan, 1937 apud Wigglesworth, 1972). Além disso, émicrorganismos ndo
patogénicos, como algumas bactérias, também sdo destruidas no pr(jceso de histolise na
pupa de varios lepiddpteros e ortopterdides (Wigglesworth, 1972). |

A partir da situagdo encontrada no presente tral:}alho, dois processos
seriam possiveis para a manutengdo da microsporidiose na populégﬁo hospedeira. No
primeiro caso, haveria a morte do hospedeiro e consequente liberagﬁoé de esporos no meio
aquatico, promovendo assim, a infecgio via oral de novos indi\éiduos. No segundo
processo, a pupa infectada conseguiria gerar um adulto e, no caso de ifémea, uma pequena
porcentagem de esporos migraria do tecido adiposo necrosante pa%a 0s oendeitos nos
ovarios, ainda no estagio de pupa. Esta situagio caracterizaria,% a manutengio da
microsporidiose na popula¢@o hospedeira via infecgo vertical transoévariana. Este dltimo
processo tem sido descrito em algumas espécies de microsporideos ocorrendo em
pernilongos ( Andreadis & Hall, 1979a; Lord ef al., 1981; Becnel ef al 1986; Andreadis,
1983, 1988, 1989, 1990). |
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Os mecanismos de manutengdo da microsporidiose nas populagdes

hospedeiras de borrachudos serdo discutidos novamente adiante.

4.1.3. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM ADULTOS DE

S. pertinax

Nio se verificou a presenga de esporos ou forn?uas vegetativas de P.
simulii ou qualquer evidéncia da agfio da microsporidiose em quaisquer tecidos, inclusive
nas gonadas.

Dessa maneira, a infecgdo vertical de . simulii ém §. pertinax nio se
verificou. Existem duas possibilidades; a primeira é de que a infecg;ﬁcé vertical de fato ndo
ocorra e, a segunda é que sua frequéncia seja muito baixa, pois seéria necessario que o
patogeno enfrentasse primeiramente as defesas da larva, passasse pelo?processo de histolise
na pupa e ainda conseguisse infectar as gonadas do hospedeiro, no estégio de larva ou de
pupa, e sobreviver até a fase adulta do hospedeiro para entdo se expréessar na progénie do
inseto. |

O Gnico registro existente quanto a transémissﬁo vertical em
simulideos ¢ a nota reportada por Undeen (1981), onde esporoblastds foram encontrados
em esfregacos de fémeas adultas de S. vitfatum originadas de larva§ submetidas a doses
diarias de esporos de Tuzetia debaisieux. Entretanto, o proprio Undeeri (1981) relata que as
formas encontradas nos adultos eram muito diferentes das de T. dcétbaisieux usadas nos
inoculos, levantando duvidas quanto a real possibilidade da infecgdo veértical ter ocorrido.

Apesar da transmissdo vertical de microsporic;ieos ser considerada
comum nos dipteros culicideos, varios estudos de modelagem mate%mética tém levado a
conclusio de que a manutengdo de uma infecgdo no campo, como a dje microsporideos em
geral, deve-se muito mais a transmissdo horizontal do que 4 vertical, séndo que em algumas

situagBes, esta Gltima ndo seria capaz de manter uma microsporidiose por muito tempo nas



populagdes hospedeiras (Fine, 1975; Andreadis & Hall, 1979b; And

Brown, 1987).
Infelizmente, os trabalhos versando sobre a
patogeno-hospedeiro de microsporidioses

sdo escassos. Hoje
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erson & May, 1981;

dindmica da relagdo

as pesquisas em

Microsporidiologia tratam de aspectos especificos da biologia do patdgeno, novos

caracteres taxondmicos ou sua simples ocorréncia. Conforme atesta Madox (1987), em sua

revisdo sobre protozoarios em insetos, sio poucos os trabathos co

estudo da epizootiologia de microsporidioses.

m real valor para o

O estudo de microsporideos em insetos aquaticos tem sido quase que

restrito aos dipteros culicideos, especialmente devido a sua relativa facilidade de

manutengio em laboratério. Mesmo assim, trabalhos versando sobre a histopatologia de

microsporidioses nestes insetos sdo poucos.

As microsporidioses ocorrendo em simulideos

580 pouco estudadas,

havendo na maioria dos casos, apenas o relato de sua ocorréncia em determinada espécie

hospedeira. Os resultados apresentados no presente trabalho auxilia

m a compreensdo da

dindmica da doenga no hospedeiro e a correta avaliagdo do potencial deste grupo de

patOgenos para ¢ controle microbiano de borrachudos.

4.1.4. ESTUDOS SOBRE A PREVALENCIA DE P. simulii EM OVARIOS DE

S. pertinax

Foram coletadas 522 fémeas de S. pertinax do

epizootias por P. simulii sdo frequentes nas populagdes larvais do bo

nio se detectou presenga alguma de esporos do microsporideo no

analisadas.

Tal resultado deve ser analisado cuidadosament

e no caso de microsporideos em especial, é comum a afirmaglio g

campo em area onde
rrachudo. No entanto

s ovarios das fémeas

e. Em epizootiologia,

eral de que taxas de

infeccdo muito baixas encontradas em hospedeiros insetos seriam consonantes com o
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mecanismo de transmissdo horizontal, enquanto que prevaléncias elevadas indicariam um

mecanismo de transmissdo vertical atuando na dindmica da manute
campo.

Segundo Fine (1984), esta e outras afimn
verdadeiramente imutaveis representam, na realidade, a opinido de algu
afirmagfo deste tipo ¢ de validade questionavel , especialmente quan
prevaléncia encontrada e o tipo de mecanismo de transmissdo envolvidc

Na area de estudo, em Morungaba/ SP, Castel

n¢do da doenga no

1a¢bes  tidas como

ns autores pois cada

to a relagdo entre a

3.

o Branco Jr. (1991)

relatou haver constantes epizootias nas populagdes larvais de S. pertinax e S. subpallidum,

atingindo niveis superiores a 50%. Tal situagao tradicionalmente seria

um mecanismo de transmisso vertical bem estabelecido nas populagde

No entanto, em termos histologicos conforme ex
verificou-se que ocorre uma eliminagdo dos esporos de F. simulii dura

hospedeiro. Considerando-se que a amostragem de fémeas adultas 1

trabalho foi satisfatéria e que, na época de coleta desses adultos, as po
pertinax da regido sofriam da microsporidiose (Castello Branco Jr, 1
de fato ndio ocorra a transmissio vertical de P. simulii em S. pert
manutengdo da doenga no campo seria semelhante a Amblyospora sp
(Andreadis & Hall, 1979b) onde a transmissdo horizontal tem ¢
manutengio da microsporidiose no campo.

Segundo Maddox (1987) e Crosskey (1990)
nio & completamente compreendido, havendo inimeras incognitas
anteriormente, o unico relato existente até o momento quanto a tre
simulideos é a nota de Undeen (1981) onde o proprio autor coloca en
obtidos quanto a eventual transmissio de Tuzetia debaisieux em S. vit

Assim sendo, os resultados expostos no pres

para uma melhor compreensdo dos mecanismos de manutengdo das

populagdes hopedeiras de simulideos.

iy
]

justificada devido a
5 hospedeiras.
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pulagdes larvais de S.
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faium.
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4.1.5. INFLUENCIA DA INFECCAO POR NAS

P. simulii

GONADAS DE S pertinax

Uma vez verificada a ndo ocorréncia de P. simulii em fémeas de S.

pertinax coletadas no campo e que, histologicamente a microsporidiose em larvas de

borrachudo era debelada na fase de pupa do hospedeiro, restava ainda uma divida quanto a

possibilidade do comprometimento indireto da oogénese de adultos cujas larvas haviam

apresentado uma severa infecgio,
InvestigagBes foram feitas neste sentido,
inicialmente, estudos sobre o processo de oogénese em individuos

sadias. Os resultados destes estudos sdo apresentados e discutidos a se

4.1.5.1. DESCRICAO DA OOGENESE DE FEME

S. pertinax

sendo necessarios
originados de larvas

guir.

AS SADIAS DE

A estrutura do sistema reprodutor de S. pertinax € a classica em

insetos, 2 ovérios e ovidutos que desembocam em uma vagina, um par de glandulas

acessoOrias além da propria espermateca. Os ovarios localizam-se ac
sendo geralmente ovalados e de aspecto translicido. Cada ovario ¢
ovariolos. Estes sio mantidos bem unidos por uma fina membrana gt
ovario,

Os ovérios dos simulideos s&0 do tipo meroistic
os trofocitos localizam-se dentro do foliculo e suprem o odcito de
desenvolvimento. Cada ovariolo consiste de um germario do qual dife
foliculos. Em fémeas gonoativas, 2 foliculos sdo normalmente visive

aderido ao germario, enguanto o outro, € mais distal (Fig. 14). Este

ljacentes ao intestino
¢ formado por vérios

1e forma a parede do

o politréfico, ou seja,
vitelo durante o seu
renciam-se sucessivos
is, Um deles € bem

ultimo desenvolve-se

ap0ds o repasto sanguineo.
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Figs, 14-17. SEQUENCIA DA COGENESE EM §. pertinax. 14. FOLICULO TIPICO DE
FEMEAS GONOATIVAS. GERMARIO COM FOLICULO INDIFERENCIADO (G) FOLICULO
DIFERENCIADO NA FASE I (F) 1.794x. 15, FOLICULO FASE I DIFERFNCIADO EM 8 CELULAS
449%. 16, FOLICULO FASE 1 COM NUCLEOS POLIPLOIDES (W) 1.794x. 17, FOLICULG EM INICIO
DE VITELOGENESE (FASE I). GRANULO DE VITELO (SETASB) NYCLEC POLIFLOIDE DE UM
TROFOCITO (M) 1.794x.
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Os simulideos apresentam concordéncia gonotéréﬁca, sendo assim o
desenvolvimento folicular € sincrénico e modulado pela necessidade ?de sangue para que a
oogénese se complete. Dessa forma, a cada repasto sanguineo, um lote de ovos se
desenvolve, |

A oogénese nos simulideos ndo difere éigniﬁcativamente da
encontrada em outros dipteros. No entanto o desenvoivimento? folicular tem sido
classificado diversamente por varios autores. |

Adams (1974) propds uma classificagdo baseada no desenvolvimento
ovariano de muscideos, onde s&o reconhecidas 10 fases no proceséo de oogénese. Esta
classificagdo tem sido muito usada em estudos em dipteros ciclorrafos (Spradbery & Sands,
1976; Avancini & Prado, 1986; Linhares, 1988). |

Christophers (1911), trabalhando com mosquitos, apresentou uma
classificago onde sfio reconhecidas 5 fases de desenvolvimento. Segu;ndo Charlwood et al.
(1980) e Crosskey (1990) esta classificagdo mesmo tendo sofrido algu?mas modificagdes por
Mer (1936) e Macan (1950) ainda é comumente usada. |

Segundo Crosskey (1990) as classificagdes que éapresentam mais de 5
fases sdo, na realidade, subfases de dificil reconhecimento e comparagﬁéo.

No presente trabalho sera adotada a classiﬁfcagﬁo modificada de
Christophers (1911) devido especialmente ao fato de que originalmeénte foi proposta para
dipteros nematoceros. Esta classificagdo ¢ apresentada a seguir. As ﬁg?uras apresentadas sio
de foliculos de fémeas sadias de S. pertinax.

FASE 1 : O foliculo tem inicialmente forma arredondada e ndo ha
deposigdo de vitelo. O foliculo, quando diferenciado, apresenta 2 a 8 células (Fig. 15),
havendo posteriormente a distingdo entre trofocitos e odcito (Fig. }6);.

FASE IE: O foliculo apresenta-se ovalado e a deposigdo de vitelo
inicia-se, ocupando posteriormente entre um tergo do foliculo até t:;zerca de 50 % deste

(Figuras 17 e 18).

FASE IH: A deposicdo de vitelo continua e este ocupa entre 50% e

60% do foliculo (Fig. 19).
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FASE IV: A deposigiio de vitelo continua e este ocupa entre 70% e

90% do foliculo. Nesta fase o foliculo esta maior e os trofocitos
terminal distal do foliculo (Fig. 20).

FASE V: A deposigdo de vitelo estd compl
maduro no foliculo e as membranas do corion cobrem o ovulo (Fig

trofocitos podem ser encontrados na extremidade distal do foliculo, ent

pcupam uma porgao

etada. O "ovo" esta
. 21). Os restos dos

re o epitélio folicular

e o corion. Nesta fase o 6vulo esta pronto para ser fecundado e oviposto. Quando atingida

esta fase, o proximo foliculo encontra-se no meio da fase 1, ocorrendo até a diferenciagio

do foliculo em 8 células (Fig. 15).

As equivaléncias entre a classificagdo adotada

Adams (1974) sio apresentadas a seguir. A Fase I abrange os estagic

compreende os estagios 4 e 5; a Fase III, os estagios 6 ¢ 7, a Fase IV

e 9, e a Fase V equivale ao estagio 10.

neste trabalho e a de
s 1, 2 e 3; a Fase 11

engloba os estagios &

Vale salientar que realmente existe uma grande dificuldade para

diferenciar-se as fases propostas por Adams (1974), especialmente do estagio 5 ao 8. No

entanto os estagios 1 ao 4 sdo facilmente detectaveis. O estagio 1 con
ndo diferenciado no germario (Fig. 14). No estagio 2, o foliculo jé di
e apresenta até 8 células (Fig. 15). No estagio 3, o foliculo tende
ovalada com trofécitos e o6cito ja diferenciados. Neste passo, 0corT
dos ntcleos dos trofocitos (Fig. 16). Estes 3 estagios compreendem
Christophers (1911). O estagio 4, que compreende o inicio da Fa
(1911), apresenta o inicio do processo de vitelogénese (Fig. 17). (
se que o epitélio folicular inicialmente cubico torna-se colunar na ar
permanecendo cibico na regido dos trofocitos. Na Fase Il o epitélic

vitelo permanece colunar, no entanto o resto do epitélio folicular

siste do foliculo ainda
‘erenciado € esferoide
a assumir uma forma
e uma poliploidizacio
a Fase | proposta por
se 11 de Christophers

Juanto a Fase II, tem-

ea ao redor do vitelo,

ao redor da area com

adquire o aspecto de

afrouxado (Fig. 19). Na Fase IV, todo o epitélio folicular tende a adquirir tal aspecto.




Figs. 18-21. SEQUENCIA DA OOGENESE EM &S. pertinar. 18. FOLICULO FASE IL
DEPOEIQAO DE VITELO (V) AO REDOR DO NUCELO DO 0OCITO (O 4485z 19. FOLICULO
FASE III. REGIAO DIFERENCIADA COM OOCITO E VITELO V) TROFOCITOS (T), EPITELIO
FOLICULAR (SETAS) 1.794x. 20. FOLICULO FASE IV. VITELO (V), REGIAO DOS TROFOCITOS (T)
1.794x. 21. FOLICULO EASE V. VITELO {V), MEMBERANA OVARIOLO (SETA), CORION (C);
SEGUNDO FOLICULO (F); GERMARIO (G) 1.794x



61

Quanto a deposi¢do de vitelo, esta ocorre de modo diferente do
observado em dipteros ciclorrafos. Em califorideos, por exemplo, a deposi¢io ocorre
inicialmente ao redor do nucleo do od6cito e de forma uniforme vai ocupando o foliculo da
regido proximal do foliculo para a distal (Avancini & Prado, 1986; Linhares, 1988),

A deposicio de vitelo, observada no presente trabalho, inicia-se ndo
necessariamente ao redor do nicleo do odcito, aparecendo, nesses casos, inicialmente na
regido central do foliculo (Fig. 17), espalthando-se e ocupando irregularmente o foliculo, até
que 50% deste esteja preenchido (Fase 1l - Fase III). Além deste padrio também verificou-
se a vitelogénese classica, onde o vitelo vai sendo depositado ao redor do oocito (Fig. 18).

Os resultados obtidos, no presente trabalho, revelam que 21 ha 26 h
apos o repasto sanguineo, os foliculos ovarianos de S. pertinax estdo na Fase I de
desenvolvimento.

Estes resultados diferem do verificado por Ramirez-Perez el al.
(1976) e Lacey & Charlwood (1980) em fémeas de S. metallicum na Venezuela e em §.
simplicicolor na Amazdnia brasileira, respectivamente.

No estudo de Ramirez-Perez e¢f al(1976) o desenvolvimento
folicular de 5. metallicum apresentava-se na Fase II logo apos 6 hs do repasto sanguineo;
passando & Fase III em aproximadamente 12 h apos o repasto. Lacey & Charlwood (1980)
revelaram que a Fase 1I persistia até 12 a 15 h pds-repasto, entrando na Fase III ap6s 15 h
da refei¢do sanguinea. Seus estudos revelaram que ambas as espécies possuem um ciclo
gonotrofico de 48 h.

Os resultados obtidos, no presente estudo, quando comparados aos
obtidos para S. metallicum e S. simplicicolor, sugerem que S. perfinax tenha um ciclo
gonotrofico superior a 48 h. A manutengio de fémeas por um tempo superior ao ja obtido
seria necessaria para a verifica¢do final do periodo do cicle gonotrofico em S. pertinax.

Ciclos gonotroficos superiores a 48 h foram descritos em espécies
dos complexos S. damnosum na Africa (Wanson & Lebied, 1948 apud Crosskey, 1990;
Lewis, 1953; Le Berre, 1966 apud Crosskey, 1990) e S. ochraceum na América Central
(Garms & Ochoa, 1979; Cupp & Collins, 1979) onde verificou-se sua duragdio entre 3 e 5
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dias. Curiosamente, existemn ciclos gonotroficos bem menores como o relatado em
Austrosimulium pestilens, sendo de 24 hs (Hunter & Moorhouse, 1976).
Segundo Crosskey (1990), a duragio do ciclo gonotrofico de

simulideos em geral tem sido relatada entre 2 ¢ 8 dias.

4.1.5.2. ESTUDOS MORFOMETRICOS

As dimensdes dos foliculos de fémeas sadias nas diferentes fases de
desenvolvimento sdo apresentadas na TABELA 1.

As dimensdes dos ovos de 8. pertfinax (Fase V), verificadas no
presente trabalho, estio dentro das medidas geralmente encontradas para as espécies do
género Simulium, ou seja, com o comprimento variando de 150 a 300 pum (Crosskey,
1990) e consonantes aos valores encontrados por Pegoraro (1993) também em S. pertinax.

Infelizmente os poucos trabalhos que existem abordando a
morfometria das fases da oogénese de simulideos nfio permitem uma comparagio precisa de
dados. Isto devido ao niio esclarecimento das dimens3es no texto, como por exemplo, no
trabalho de Ramirez-Perez ef al. (1976).

Observando-se os resultados obtidos (TABELA 1), percebe-se um
nitido aumento em todas as fases, especialmente durante as 4 primeiras.

Conforme exposto anteriormente, embora haja dificuldade para o
reconhecimento das fases da classificagiio de Adams (1974), os 4 primeiros estagios sdo de
diagnostico relativamente facil. O desmembramento da Fase 1 em 3 estagios pode ser
facilmente realizada, no entanto a analise estatistica dos dados morfométricos nio revelou
diferenca significativa entre essas sub-categorias. No entanto, deve-se levar em
consideragdo que as diferengas visiveis tém sua importincia biolbgica.

O mesmo néo ocorreu para a Fase I1, onde podem ser reconhecidos 2
estigios conforme exposto anteriormente. O primeiro estagio (n° 4, segundo Adams

(1974)) apresentou as seguintes dimensdes médias: 62,2 um x 75,2 um; enquanto o




TABELA

MORFOMETRIA DAS FASES DE

FOLICULAR DE FEMEAS SADIAS DE S. perfinax.

63

DESENVOLVIMENTO

FASE n LARGURA {(pm) COMPRIMENTO (jum) VOLUME (um)
X S X § X )
1 35 46,6 0,004 56.8 0,003 6,5 x 10° 0,003
1 23 70,7 0,010 85,3 0,013 22,3 x 104 0,010
11 20 79,3 0,010 105,0 0,012 35,6 x 104 0,011
1v 33 168,0 0,016 2639 0,017 39,0 x 10° 0,016
A% 10 174,1 0,017 276,2 0,020 43,8 x 10° 0,019

(n= nGmero de medicdes; x= média; s= desvio padrio)
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segundo estagio (n° 5) revelou ter dimensdes médias de 81,7 um x 98,4 um. Estes valores
mostraram-se diferentes ao nivel de 5% de significincia.

Em vista dos resultados obtidos quanto a4 morfometria, pode-se
concluir que ha possibilidade do uso das subdivisbes da Fase II para os estudos
comparativos da oogénese de S, pertinax, assim como das demais fases sem, no entanto, a
necessidade de subdividi-las.

O nimero de ovos encontrados, em média, em fémeas sadias de S.
pertinax foi de 423,5 ; variando de 345 a 502 ovos enquanto que o nimero de odcitos em

desenvolvimento encontrados por ovario foi de 193,25 ; variando de 117 a 265 oécitos.

Os resultados obtidos no presente trabalho, ndo s@o consonantes aos

observados por Pegoraro (1993} também em §. pertinax. Em seu trabalho foi encontrado
um namero bem menor de ovos por fémea, 236,9 em média. Este valor deve refletir o fato
de que Pegoraro (1993) trabalhou com fémeas coletadas do campo enquanto que, no
presente trabalho, as fémeas foram obtidas em laboratorio, tendo portanto, a mesma idade.
Uma vez que a quantidade de ovos por fémea decresce com sua idade (Ramirez-Perez ef
al., 1976; Crosskey, 1990), acredita-se que os resultados obtidos por Pegoraro (1993) sio
subestimados devido a este detathe fisiologico. Sendo assim, os resultados obtidos no
presente trabalho refletiriam com maior seguranca o real potencial reprodutivo de fémeas
nuliparas de S. pertinax.

Quanto as fémeas de §. pertinax originadas de larvas infectadas por
P. simulii (n=T), temos que nfo se detectou qualquer alteragio na sequéncia do
desenvolvimento ovariano quando comparadas com fémeas originadas de larvas sadias
(n=30).

Também ndo se verificou diferenca significativa nas dimensdes dos
foliculos ovarianos entre as duas categorias de fémeas. A TABELA 2 apresenta os valores
comparativos das dimensdes dos foliculos de fémeas sadias e originadas de larvas doentes.

Salienta-se que tal comparagfio so foi possivel entre foliculos na Fase I de desenvolvimento

(pré-vitelogénese) devido ao niimero de adultos obtido. De qualquer modo, pode-se

verificar um maior desvio padrio da média das dimensdes dos foliculos de fémeas
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originadas de larvas doentes, indicando assim uma maior heterogeneidade fenotipica para
esta caracteristica. Uma das explicagdes para este fator é que durante o estigio de pupa,
apesar da doenga ser debelada, ocorra um comprometimento de recursos energéticos a
serem alocados para determinadas fun¢des do adulto.

Consonante a hipbtese acima ¢ a diferenga significativa (P< 0,05)
verificada no nimero de foliculos por ovario entre fémeas sadias e originadas de larvas
doentes, revelando uma redugio de 31,2 % na fecundidade das fémeas cujas larvas estavam
infectadas por P. simulii. A TABELA 3 apresenta os valores obtidos quanto ao nimero de
foliculos em desenvolvimento por ovario das f8meas estudadas.

A redugio da fecundidade de insetos hospedeiros devido a microsporidioses

tem sido frequentemente relatada (Gaugler & Brooks, 1975; Mercer & Wigley, 1987,
Lockwood & Debrey, 1990), inclusive em dipteros (Alger & Undeen, 1970). Malone
(1987) relata uma redugdo de 25% na fecundidade de Listronotus bonariensis (Col,;
Curculionidae) devido a infecgdes por Microsporidium itiiti; enguanto redugdes mais
drasticas da ordem de 77% foram verificadas em infecgdes por Nosema whitei em
Tribolium castaneum (Col.; Tenebrionidae) (Armstrong & Bass, 1986).

A redugo da fecundidade tem sido verificada inclusive em parasitos
de lepidopteros quando estes encontram-se infectados por microsporideos, como por
exemplo, Trichogramma nubilale ao parasitar ovos de Ostrinia nubilalis (Lep.; Pyralidae)
infectados por Nosema pyrausta. Nesse caso houve uma reducio de 41% na fecundidade
do parasito (Sajap & Lewis, 1988).

Os resultados obtidos no presente trabalho sustentam a hipdtese de
haver uma reduc¢do de, no minimo, 31,2% na fecundidade de fémeas de S. pertinax
originadas de larvas doentes devido ao fato de que tais valores referem-se ao
desenvolvimento folicular ainda na FASE 1. Além disso ainda existe a chance de que a
fémea ndo consiga copular ou nfo consiga obter o repasto sanguineo necessario para o

desenvolvimento ovariano; ou ainda, que os espermatozoéides obtidos pela copula ndo sejam
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TABELA 2: DIMENSOES DOS FOLICULOS OVARIANOS (FASE 1) DE

ADULTOS DE S. pertinax SADIOS E DE FEMEAS ORIGINADAS DE LARVAS
INFECTADAS POR P. simulii .

FEMEAS n LARGURA (um) | COMPRIMENTO (um)
X s X : S
SADIAS 35 46,63 | 0,004 | 56,80 | 0,003
INFECTADAS | 56 38,87 | 4,120 | s50,4b | 4,150

(n = niimero de individuos, x = média, s = desvio padriio)
(valores seguidos de mesma Ietra niio sfio significativamente diferentes ac nivel
de significincia de 5%)

TABELA 3: NUMERO DE FOLICULOS EM DESENVOLVIMENTO POR
OVARIO DE FEMEAS DE §. pertinax SADIAS E DE FEMEAS ORIGINADAS DE
LARVAS INFECTADAS POR P. simulii.

FEMEAS
SADIAS INFECTADAS
n 30 07
X 262,32 180,4b
s 40,9 80,1

{n = namero de individuos; x = média; s = desvio padrﬁo)
(valores seguidos de mesma letra nilo sfio significativamente
diferentes a0 nivel de significincia de 5 %)
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viaveis. Dessa forma, a redugdo da fecundidade de fémeas de S. pertinax originadas de

larvas doentes poderia ser ainda mais acentuada.

4.1.5.3. OBSERVACOES EM MACHOS DE 8. pertinax

O sistema reprodutor masculino dos borrachudos é formado por 2
testiculos, ductos deferentes e ducto ejaculador,

De um modo geral, os estudos sobre espermatogénese em insetos sdo
poucos se comparados ao volume de trabalhos sobre oogénese. Tal situagéio € explicada por

Dumser (1980) devido, especialmente, & importincia da fémea quanto as estratégias
reprodutivas. Além disso, as fémeas sempre foram alvo de pesquisas-de controle quimico e
bioldgico. Uma das poucas situagdes onde foi dada maior énfase aos machos é o caso do
controle genético or esterilizagio de machos de Cochliomyia hominivorax (Dip.;
Calliphoridae) na América do Norte (N.A.S., 1978).

No presente trabalho, observando-se os testiculos de machos
originados de larvas doentes (n=10} ndo se observou qualquer evidéncia da protozoose nem
alteragGes morfologicas visivels. No entanto, ao romperem-se os testiculos e compararem-
se, a0 microscopio Optico, os movimentos dos espermatozoides de machos sadios (n=20) e
de individuos originados de larvas doentes (n=10) tem-se que, os gametas dos primeiros
apresentavam movimentos continuos e rapidos por pelo menos 10 minutos enquanto que,
os espermatozoides de machos "doentes" apresentavam movimentos menos vigorosos e
durante nfio mais que 2 ou 3 minutos, cessando todo e qualquer movimento apds esse
periodo de tempo.

A movimentag@o dos espermatozodides ¢ devido especialmente a agio
do axonema e dos derivativos mitocondriais (Henning & Kremer, 1990). O axonema ¢

formado por feixes de microfibrilas e microtabulos na estrutura 9x2 igual a estrutura basica
dos flagelos (Phillips, 1970), ocupando a regifio central da cauda do espermatozoide. Os

derivativos mitocondriais, intimamente localizados junto ao axonema, tém sua funcfio ainda
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incerta. Acredita-se que estejam relacionados a produgiio de energia para a movimentagio
da cauda. Além disso a grande deposi¢io de material paracristalino, semelhante 4 miosina,
depositado em seu mterior também sugere intima relagdo com a movimentagdo da cauda
(Henning & Kremer, 1990). |

Pode-se supor que a redugdo da movimentago dos espermatozoides,
observada no presente trabalho, em machos originados de larvas doentes possa ser
consequéncia de anomalias nestas duas organelas, especialmente a nivel dos derivativos
mitocondriais uma vez que a situagio observada no presente trabatho foi de redugdo do
periodo de motilidade e néio total imobilidade dos espermatozéides.

Uma vez que o desenvolvimento da cauda do espermatozoide se
inicia a partir do estigio PmIl da espermatide (Henning & Kremer, 1990), supde-se que a
infecgdo por P. simulii a nivel do estigio larval comprometa a espermatogénese de S.
pertinax a partir desse ponto. Considerando-se que o desenvolvimento e a estruturagio do
sistema reprodutor masculino dos insetos inicia-se geralmente nos Gltimos estagios larvais
ou mesmo no estagio de pupa (Dumser, 1980), é plausivel a interferéncia indireta da
microsporidiose também na alocagiio de reservas para a formagiio das goénadas e
gametogénese.

Tal qual a oogénese, a espermatogénese também € um processo
regulado hormonalmente. Uma vez que as microsporidioses de modo geral, ¢ inclusive a
causada por P. simulii, afetam a constituigio da hemolinfa, conforme exposto
anteriormente, € de se esperar alteragdes a nivel hormonal, especialmente no estagio larval
quando o processo de espermatogénese tem inicio.

De qualquer modo, se esta redugio da motilidade dos
espermatozoides também ocorrer in vivo no sistema reprodutor de fémeas copuladas,
provavelmente a fertilizagdo dos 6vulos seja comprometida contribuindo ainda mais para a
redugﬁb da fecundidade da fémea.

Os cfeitos subletais de microsporidioses ndo se restringem apenas &

reducdio da fecundidade do hospedeiro, mas também a reducio da longevidade do adulto e
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do sucesso da copula, variando este Gltimo entre 6% ¢ 33% (Gaulgler & Brooks, 1975;
Armstrong & Bass, 1986; Mercer & Wigley, 1987).

Infelizmente ndo foi possivel a investigagiio destes fatores no
presente trabalho. Entretanto, tal averiguagdo seria muito interessante, acrescentando
importante informagio para a correta avaliagdo do potencial deste protozoario no controle
de borrachudos.

Os efeitos acumulativos da redugfio da fecundidade, verificada no
presente trabalho, da longevidade e acasalamento, comuns em microsporidioses, no
potencial reprodutivo do inseto hospedeiro servem para limitar o aumento natural da
populagdo hospedeira. A supressao da populagdo também ¢ auxiliada indiretamente pela
exposi¢ao do estdgio larval a fatores de mortalidade sob condigdes de campo.

Assim, os efeitos subletais da microsporidiose sdo intensificados em
populagdes naturais onde as condigdes ambientais sio mais estressanfes, aumentando ainda
mais o potencial de P. simulii como um importante fator regulador da dinimica

populacional de S. pertinax.

4.2. PATOLOGIA DE Simulium pertinax INFECTADO POR Gastromermis viridis cf.

4.2.1. CARACTERIZACAO DO RIACHO CRIADOURO

O riacho estudado corria sobre um leito pedregoso em quase toda
sua extensdo, apresentando diversos trechos encachoeirados. O pH de suas 4guas ndo
apresentou variagio significativa ao longo do periodo de estudo, sendo seu valor médio
igual a 5,7. No entanto, a temperatura teve grande variacdo ao longo do ano. Durante o
outono e o inverno sua média foi proxima a 12 UC, enquanto que na primavera e no verio,

a temperatura média de suas dguas foi de 19,4 OC. As vazdes médias do riacho no inverno
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(junho a agosto/90), na primavera (setembro a novembro/90), no verio (dezembro/90 a
mar¢o/91) e inicio de outono (abril/91) foram de 51 Vs, 125 I/s, 190 Us e 170 I/s,
respectivamente. As qualidades fisicas e quimicas deste curso d'4gua o caracterizam como
otimo criadouro para S. pertinax, a espécie alvo de controle em diversas regides do Sul e
Sudeste do Brasil.

Ao longo dos trés quildmetros de extensfio do riacho, desde sua
nascente até a foz no rio Jaguari, foram localizados criadouros de borrachudos apenas nos
primeiros 600 m a partir da sua nascente (ponto 0). Na realidade, nos cerca de 800 m apos
o iltimo ponto apresentado (ponto 15), havia ainda trés outras estagdes de coleta, ja em

uma area de planicie. No entanto, a agao das chuvas e do proprio homem eliminaram estes

pontos logo nos primeiros meses de amostragem.

A Fig, 22 apresenta a localizagio e a altitude dos pontos de
amostragem ao longo do riacho.

Praticamente toda a extens3o do riacho demarcada pelos pontos de
amostragem era margeada por uma tipica mata ciliar, com o dossel chegando as vezes
proximo a 20 m de altura. Apenas o ponto O se localizava em 4rea desprovida de mata
ciliar. Este ponto era a juzante do lago formador do riacho, sendo uma rampa de concreto
de 2,2 m de largura por 25 m de comprimento. A Gnica vegetagio em suas margens eram
gramineas, cujas raizes ficavam expostas na agua, transformando-se em otimo substrato
para fixagdo de larvas e pupas de borrachudos. Estes nio sé se fixavam nesta vegetacdo
como também no leito da rampa. Nos demais pontos de amostragem, larvas e pupas
também fixavam-se 4 vegetagio marginal e/ou a pedras e galhos submersos.

Devido a agdo das chuvas, alguns pontos tornaram-se inacessiveis em
algumas coletas.

As larvas de S. pertinax apresentaram uma distribuicfio relativamente

uniforme ao longo do curso d'agua.
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Sdo muitos os fatores que influenciam na biodinidmica dos sistemas
aquaticos, especialmente nos ambientes loticos. A biota destes sistemas esta sempre sujeita
a variaghes sazonais que muitas vezes podem alterar toda a sua dindmica populacional
(Waters, 1972).

Salienta-se aqui a influéncia do regime de chuvas nio s6 na
distribuigdo dos adultos de borrachudos, mas especialmente na distribuigio de suas
populagdes de imaturos. Variagdes no fluxo d'4gua do riacho ou alteragdes quanto a
qualidade e quantidade do plancton sio alguns dos fatores relacionados & migracdo das
populagdes larvais dos simulideos ao longo do riacho. O desprendimento da larva do local

onde encontrava-se fixada e sua deriva riacho abaixo até um novo local para fixagdo ¢ um

comportamento comum desses dipteros.

Nao apenas fatores abidticos como o fluxo d'agua podem provocar a
migraglo das larvas, mas também fatores bidticos como a competi¢io pelo substrato de
fixagdo, a defesa do teritério e a fuga de predadores provocam este tipo de
comportamento.

As ocorréncias e distribuigSes verificadas ao longo do riacho

estudado sdo, em grande parte, o indicador deste comportamento populacional.

4.2.2. PREVALENCIA DE G. viridis of. EM POPULACOES DE LARVAS

DE §. pertinax

A ocorréncia natural de mermitideos em populagbes de larvas de S,
pertinax foi detectada apos a triagem de mais de 8.000 larvas. A Fig, 23 mostra a taxa de
prevaléncia para todo o periodo de estudo, ponto a ponto. Em todos os casos, quando
detectada a infec¢io, o nivel de ocorréncia era sempre baixo variando de 0,8% (ponto O -

Agosto) ao méximo de 14,3% (ponto 4 - Setembro).
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Das 8.194 larvas de S.pertinax coletadas, cerca de 4% (328
individuos) estavam parasitadas. Deste total, 38,1% eram larvas pequenas (125 individuos),
42,7% eram larvas médias (140 individuos) e as demais 63 larvas eram grandes (19,3%),

A taxa de prevaléncia de qualquer doenga € o resultado da interaco
entre varios fatores. Supde-se que a temperatura seja um deles. Em regides temperadas e
mesmo em montanhas onde ocorrem temperaturas relativamente baixas, as espécies de
borrachudos que ali ocorrem tém um ciclo de vida de longa duragio e, em alguns casos,
chegam a apresentar diapausa. Sob condi¢des de baixa temperatura ou diapausa, as larvas
de simulideos reduzem drasticamente sua movimentacio e, em geral, suas respostas

comportamentais ao ambiente. Nessas areas a ocorréncia de mermitideos ¢ geralmente

elevada. Anderson & Dicke (1960) e Rubtsov (1963) relataram niveis superiores a 90% em
vérias especies de simulideos do Wisconsin (EUA) e da Russia, respectivamente.

No entanto hi vérios relatos de prevaléncias muito baixas, variando
entre 0,03% e 5% em borrachudos na América do Norte como por exemplo em populagdes
de S. vittatum e P. mixtum/fuscum (Ezenwa, 1974a, 1974b; Bailey & Gordon, 1975; Ebsary
& Bennett, 1975; Bruder & Crans, 1979).

Em regides onde as temperaturas ndo sdo tdo rigorosas nem ocorre o
fenémeno da diapausa, os niveis de infecciio em simulideos sdo relativamente muito baixos.
O fato das larvas estarem em atividade normal, implica em respostas comportamentais
oOtimas. Assim quando uma larva infectante (Ly) de mermitideo tenta perfurar ativamente a
cuticula do hospedeiro borrachudo, hi um comportamento de evasido deste. Isto
provavelmente dificulta a entrada do nematddeo no hospedeiro. Varios estudos parecem
confirmar, a0 menos parcialmente, esta hipotese em culicideos (Petersen & Willis, 1970;
Petersen, 1978).

A prevaléncia de G. viridis cf., relatada no presente trabalho, é
consonante com a maioria dos relatos em borrachudos de 4reas tropicais (Takaoka, 1980;

Poinar Jr., 1981; Camino, 1985; Fernandez er al., 1991). AvaliacGes realizadas em outras

espécies de borrachudo no Brasil também revelaram uma baixa taxa de prevaldncia (Castello

Branco Jr. ef al., 1987, Castello Branco Jr. & Andrade, 1988; Castello Branco Jr. ef al,
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1993a, 1993b). No entanto, o registro de que em S. damnosum, na Aftica, a taxa de
prevaléncia em adultos chega a 98,9% (Crosskey, 1990) contraria a expectativa em
ambientes tropicais.

A ocorréncia de mermitideos nas suas populagdes hospedeiras pode
depender de vérios outros fatores, Ainda quanto i temperatura da agua, tem-se que estudos
com R. culicivorax revelaram atividade do nematédeo mesmo proximo a 10°C (Galloway &
Brust, 1977). Na realidade, Petersen (1985) ressalta que a tolerfncia dos mermitideos &
baixas temperaturas varia muito de espécie para espécie. Acredita-se assim que a faixa de
temperatura d'dgua na qual os estudos foram realizados (médias de 12°C a 19,5°C) ndo

seria um fator determinante para a ocorréncia de G. viridis cf. nas populagdes hospedeiras.

A faixa de pH na qual os mermitideos sfo infectivos também ¢é
relativamente ampla, variando de 3,6 a 8,6 (Brown & Platzer, 1978). Assim sendo, o valor
medio de pH igual a 5,7 das 4guas do riacho estudado, no presente trabalho, estd dentro da
faixa de tolerincia nfio sendo um fator determinante na ocorréncia do nematddeo nas
populagdes de borrachudo hospedeiras.

Petersen (1985) sugere que um dos fatores que pode ser limitante
para mermitideos aquaticos, mesmo em sistemas 10ticos, é a corrente d'agua, ou seja, a
velocidade da agua do riacho.

Comparando-se a taxa de prevaléncia de G. viridis cf ao longo do
periodo estudado (Fig. 23) com as vazdes do riacho, obtidas nas diferentes esta¢des do ano,
pode-se perceber que nos meses de junho a setembro de 1990 (inverno e inicio da
primavera), onde a vazio média foi a menor do periodo de estudo (51 I/s), a prevaléncia de
G. viridis cf. foi mais constante ao longo do riacho, apesar de variar entre 0,7% e 14,3%.
Pelo mesmo raciocinio, verifica-se a ndo ocorréncia de G. viridis cf. nos meses de dezembro
de 1990 a fevereiro de 1991, quando a vazio média do riacho foi a maior do periodo de
estudo (190 I/s). Nos meses de dezembro de 1990 a fevereiro de 1991 verificam-se apenas
alguns picos variando de 1,5% a 14,0%.

Uma maior vazio é consequéneia de uma maior precipitagio

pluviométrica no periodo, implicando em uma maior velocidade de corrente d'agua.
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Acredita-se que esta maior velocidade levaria as formas de vida livre do mermitideo riacho
abaixo, reduzindo assim a ocorréncia do nematédeo durante certos periodos do ano
(outubro de 1990 a fevereiro de 1991). Esta hipotese ja havia sido sugerida por Weiser
(1964) sem que, no entanto, houvesse sido confirmada.

Caso o processo de carreamento de mermitideos riacho abaixo fosse
continuo e G(nico, a populagio do parasita seria eliminada do curso d'agua em poucas
geragbes. No entanto, este fendmeno ndo se verifica na pratica, mesmo no presente
trabalho.

Acredita-se que uns poucos adultos de borrachudo que tenham se
originado de larvas parasitadas por mermitideos e que ainda os alberguem neste estagio,
sejam 0s responsaveis pela reintrodugio do nematédeo no mesmo riacho ou ainda pela
colonizagio de novos cursos d'agua (Gordon ef al., 1973; Poinar Jr., 1981: Petersen, 1985).

Deve-se salientar que nas 522 fémeas de S. pertinax analisadas para a
averiguagio da prevaléncia de microsporidiose, detectou-se a ocorréncia de G. viridis cf
em apenas 2 individuos (0,38% do total coletado). Esta proporcio de adultos parasitados,
apesar de pequena, pode ser a responsavel pela manutengdo do nematédeo na populagio de
S. pertinax no riacho.

Por outro lado, deve-se também levar em consideragio a populagio
hospedeira. Sabe-se que a velocidade da agua é um fator limitante para a fixa¢fio de larvas
de borrachudo no substrato (Waters, 1972). No entanto, S, pertinax € uma espécie
adaptada a cursos d'agua com alta velocidade de corrente. Em periodos de chuva ocorre um
maior carreamento de material particulado e consequentemente ha uma maior turbidez da
agua. Essas alteragdes favorecem o carreamento de larvas de borrachudo riacho abaixo,
mesmo sendo S. pertinax (Andrade & Castello Branco Jr, dados nio publicados,
IB,UNICAMP). Ressalta-se que esta situagdo foi pouco frequente durante o perido de
estudo, verificando-se na Fig. 23 que sdo poucas as situagdes onde a populagio hospedeira
de 5. perfinax nio existia, como por exemplo em julho de 1990 ou em janeiro de 1991.

Um dltimo fator que poderia ser considerado associando-se 4 vazio

do riacho € que, uma maior pluviosidade implica também em um maior carreamento de
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residuos de defensivos agricolas para os cursos d'igua. Vale relembrar que o riacho
estudado percorre areas de lavoura e criacdo de animais. A idéia de que tais residuos
tivessem alguma agio sobre as populagdes de G. viridis cf. é descartada devido ao fato de
que os mermitideos, em geral, apresentam uma elevada tolerincia aos defensivos quimicos
comumente utilizados na lavoura , saude pablica e animal (Mitchell ef al., 1974: Levy &
Miller, 1977; Petersen, 1985).

Finalmente tem-se que a baixa prevaléncia, verificada no presente
trabalho, sugere que o controle natural das populagdes de S pertinax exercido por G.

viridis cf. seja pouco significante no riacho estudado.

4.2.3. SINTOMATOLOGIA EXTERNA E MORFOMETRIA

A Patologia de Insetos envolve, entre outros estudos, a analise dos
sintomas manifestados no hospedeiro, incluindo os externos.

Infecgbes por mermitideos nfio sdo facilmente detectaveis no
criadouro  do hospedeiro, sendo necessaria a observacdo cuidadosa sob lupa ¢
frequentemente a dissecacio das larvas. E caracteristica a visualizagdo do nematdédeo
enrolado dentro da larva de borrachudo, geralmente na regido abdominal (Fig. 24).

Normalmente, nas larvas sadias, qualquer alteragio no fluxo da
lamina d'agua que as recobre ou qualquer leve toque provoca como resposta imediata uma
retragdo de todo o corpo da larva e consequente deslocamento para outra area do
criadouro. Aumentando-se a intensidade e frequéncia do estimulo, tem-se normalmente
como resposta o desprendimento da larva do substrato e seu deslocamento riacho abaixo
(Waters, 1972; Reisen, 1977, Cupp, 1981).

Individuos parasitados por (. viridis c¢f demonstraram pequena
retragdo do corpo apenas apos varios toques. Alteragdes no fluxo da limina d'agua também

resultaram em raras respostas. Uma das consequéncias imediatas deste comportamento é




Figs. 24-26. 24. LARVA DE 8. pertinax PARASITADA POR G. viridis of 46z 35 e 26.
CORTE TRANSVERSAL DE LARVA DE 8. pertinax PARASITADA POR G. viridis of.
LUJZ INTESTINAL (LI); EPITELIO INTESTINAL (EI); NUCLEQ (N); CELULAS DE REPOSICAC

(SETAS) TECIDO MUSCULAR (TM); NEMATODEO (NE); GLANDULA SALIVAR (GS);, TECIDO
ADIPOSO (TA). 25. 4.485x 26, 1,794x

5,
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que larvas parasitadas por mermitideos possivelmente tornam-se mais susceptiveis ao

ataque de predadores e outros parasitas.

Um dos sintomas mais evidentes foi quanto ao desenvolvimento
larval. Individuos parasitados apresentaram um retardo no seu desenvolvimento do ponto
de vista fisiologico. O critério utilizado, conforme exposto anteriormente (item 3.4.2), foi a
presenga e desenvolvimento dos histoblastos respiratorios em relagio ao comprimento do
corpo das larvas de S. pertinax.

A TABELA 4 apresenta os resultados obtidos quanto ao
comprimento do corpo de larvas de S. pertinax. Verificou-se que individuos infectados pelo

mermitideo apresentam o corpo intumescido provocando inclusive um aumento de seu

comprimento. A diferenga entre larvas sadias e parasitadas foi significativa (P < 0,05), tanto
para larvas pequenas e médias como grandes.

A diferenga de tamanho entre larvas de S. pertinax pequenas, sadias
e parasitadas, foi de 118,6%, enquanto que para larvas médias foi de 35,3%. Larvas
grandes parasitadas apresentaram 24,7% de aumento no comprimento do corpo quando
comparadas com individuos sadios.

Os resultados obtidos aqui coincidem com os de Strickland (1911),
que foi o primeiro a registrar alteragdes morfométricas em simulideos infectados tanto por
mermitideos como por microsporideos. Strickland relata o mesmo fendmeno observado
no presente trabalho, isto €, larvas parasitadas tornam-se maiores que individuos sadios
além de outras alteragSes morfologicas. Embora Strickland (1911) ndio deixe claro se houve
comparagdo entre larvas sadias e doentes de mesma idade fisiologica, o termo proposto por
aquele autor para este fendmeno foi de metatetelia.

O retardo no desenvolvimento das larvas de borrachudos
(metatetelia) também foi diagnosticado em simulideos infectados por microsporideos
(Castello Branco Jr., 1991).

O processo de metatetelia pode ser explicado levando-se em
consideracio que a agiio do patdgeno sobre o tecido de reserva provavelmente o

comprometa de modo que este niio exerca plenamente as suas fungBes metabolicas,
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TABELA 4: COMPRIMENTO MEDIO (mm) DO CORPO DE LARVAS DE S

pertinax DE DIFERENTES CLASSES ETARIAS, SADIAS E PARASITADAS POR

(s, viridis cf..

PEQUENAS MEDIAS GRANDES
SADIA PARASITADA SADIA PARASITADA SADIA PARASITADA
n 42 45 26 46 30 08
X 2,474 5,400 3,94¢ 5,33d 4,66¢ 5,81f
§2 0,30 0,24 0,34 0,56 0,11 0,09

(n = n° de individuos; x = média; $2= variincia)
(valores seguidos de mesma letra nio diferem significativamente ao nivel de significincia de 3%)



81

incluindo a sintese e o armazenamento de lipoproteinas ¢ glicogénio. Assim, as células
cerebrais possivelmente fiquem sem receber o estimulo responsavel pelo desencadeamento
do processo neuro-endocerino da ecdise, ou entdo que o limiar de estimulo cerebral demore
a ser atingido, tendo por consequéncia o crescimento do individuo embora apresentando
ainda caracteres de fases anteriores. Esta hipétese vem sendo estudada a algum tempo

sendo especialmente formulada para mermitideos em simulideos (Gordon et al., 1973;

Cupp, 1981; Weiser & Undeen, 1981; Petersen, 1985).

4.2.4 ALTERACOES HISTOLOGICAS EM LARVAS DE §. pertinax

As investigagBes em cortes seriados de larvas de S pertinax
revelaram aspectos importantes da parasitemia causada por G. viridis cf

Em todos os casos, os tecidos de individuos parasitados
apresentaram uma resposta diferente a coloragfio quando comparados aos de larvas sadias.
Este fato ja indica profundas alteragdes histoquimicas e anomalias no metabolismo do
hospedeiro (Habib, M.EM., 1992, comun. pessoal, IB, UNICAMP).

Os tecidos que apresentaram alterages histoldgicas foram o epitélio

intestinal, tecido muscular, adiposo e glandulas salivares.

4.2.4.1. EPITELIO INTESTINAL

A descamagiio e reposi¢iio de células epiteliais encontradas em varios
pontos (Fig. 25) parece-nos normais apesar da resposta diferencial & coloragdo quando
comparado ao epitélio intestinal de larvas sadias (Fig. 26).

O epitélio intestinal de larvas parasitadas apresentou-se parcialmente

fragmentado em varios pontos. Este fato pode dever-se a0 comprometimento da camada
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muscular do epitélio intestinal, observado em individuos parasitados. As figuras 25 e 27
revelam claramente a descontinuidade da camada muscular em varios pontos.

Uma vez que a entrada do nematodeo se faz via tegumento e ndo via
oral, poucas alteragdes sfo esperadas no epitélio intetinal. Maiores detalhes quanto a

fisiopatologia da relagdo mermitideo-hospedeiro sero abordados posteriormente.

4.2.4.2. TECIDO MUSCULAR

O tecido muscular foi um dos mais afetados histologicamente pela
infecgdo por G. viridis cf.. Além das alteracBes j4 descritas na musculatura do epitélio
intestinal e da diferen¢a de resposta a coloragio entre o tecido muscular de individuos
parasitados (Fig. 28) e sadios (Fig. 29), nota-se claramente a dissociagdo das fibras
musculares e de seus respectivos feixes de fibrilas nos individuos parasitados (Fig. 28),
enquanto nas larvas sadias a compactagao dos feixes é grande (Fig. 29). Esse mesmo
aspecto foi verificado por Schmidt & Platzer (1980) em larvas de Culex pipiens parasitadas
por Romanomermis culicivorax.

O comprometimento do tecido muscular e o relaxamento das suas
fibras estio mtimamente relacionados & sintomatologia apresentada pelos individuos
parasitados. Conforme ja exposto no item 4.2.3. , larvas de S. perfinax parasitadas por
mermitideos mostram-se praticamente apaticas, com uma resposta comportamental
extremamente lenta a estimulos fisicos e mecinicos, Uma vez que o arranjo muscular fica
comprometido, conforme o observado no presente trabalho, seria esperado tal quadro
sintomatoldgico. Confirma-se assim, pelo menos uma das causas do comportamento

modificado de larvas de borrachudo parasitadas por mermitideos.
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Figs. 27-30. CORTE TRANSVERSAL DE LARVADE S pertinax. 27,28 E 30. LARVA
PARASITADA POR G. viridis of.. 29. LARVA SADIA. 27, 4.543x. 28. 4543y, 29, 4.543x.
30, 4.543x. EPITELIO INTESTINAL (BD): NUCLEQ (M) TECIDO MUSCULAR (TM); LUZ
INTESTINAL (LI NEMATODEO (NE); TECIDO ADIPOSO (TA); GLANDULA SALIVAR (GS),
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4.2.4.3. GLANDULAS SALIVARES

As glindulas salivares de individuos parasitados apresentaram além
da diferenca de coloragio, alteracdes histologicas quando comparadas s de larvas sadias,

As células secretoras das glandulas salivares de individuos
parasitados apresentaram sempre um volume celular menor (FIG. 30) quando comparados
as células de individuos sadios (FIG. 26).

Acredita-se que eventualmente até possam ocorrer alteragdes na
quantidade e qualidade do produto secretado por estas glindulas de modo a influenciar a
movimentagio e dispersio dos individuos parasitados, uma vez que as larvas de
borrachudos fixam-se ¢ movimentam-se pelo substrato do curso d'agua nio apenas com a
ajuda do sistema de ganchos abdominais e do pé truncado mas também com o auxilio dos
fios secretados pelas glandulas salivares,

Outro aspecto é quanto ao processo de empupagio. Uma vez que
para a confecgdio do pupario ¢ fundamental a elaboragio dos fios de seda da larva, qualquer
alteragio que possa comprometer a quantidade ou qualidade dos fios secretados pode

inviabilizar esse estagio do hospedeiro, contribuindo para a sua morte.

4.2.4.4. TECIDO ADIPOSO

Conforme exposto no item 4.1.1.2,, as reagdes energéticas e todas as
reagbes do metabolismo intermediario dos insetos sio mediadas no tecido adiposo, portanto
sua presenga ¢ fundamental para a sobrevivéncia do individuo. O tecido adiposo apresenta-
se sob 2 formas, subepidérmico e visceral

Em todos os individuos parasitados verificou-ge tanto a presenca de
tecido adiposo visceral sadio como tecido adiposo degenerado. Verificou-se ainda, uma

significante redugio na quantidade de tecido adiposo em larvas parasitadas por G. viridis of
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De um modo geral, a forma parasitica se utiliza dos constituintes da
hemolinfa e do tecido adiposo do hospedeiro, levando a redugio no volume desse tecido
ocasionando no hospedeiro o que Rutherford & Webster (1974) denominaram como um
estado de "fome fisiologica".

Os resultados obtidos, no presente trabalho, QUanto a redugdo da
quantidade de tecido adiposo no hospedeiro parasitado confirmam os estudos de diversos
autores que, trabalhando com culicideos e simulideos parasitad(?)s por mermitideos,
revelaram redugdes bruscas de mais de 60% nos metabélitos de reserva (Bailey & Gordon,
1973; Condon & Gordon, 1977, Gordon ef al., 1978, 1979; Schmidt & Platzer, 1980),

Uma das fungSes do metabolismo intermedirio, que se processa no
tecido adiposo dos insetos, é o controle de carboidratos dispor@u’veis na hemolinfa,
especialmente trealose e glucose, e estocados no tecido adiposo, espécialmente glicogénio
(Bailey, 1975). |

Rutherford & Webster (1974) relatam que Mermis nigrescens
infectando o gafanhoto Schistocerca gregaria (Ort.; Acrididae) ocasiona um aumento da
glicogendlise no tecido adiposo, além da redugdo dos niveis de tréhalose da hemolinfa
mantendo assim, constante o nivel de glucose na hemolinfa do hospedeiro durante todo o
periodo da infecgdo. Tem-se que glucose € um dos compostos mais f%acilmente absorvidos
transcuticularmente pelos mermitideos (Poinar Jr. & Hess, 1977; Batso%}, 1979a; 1979b).

Segundo Gordon (1981), os mermitideos que_parasitam larvas de
dipteros assemelham-se a espécie Mermis nigrescens, inclusive ao obter uma dieta de
aminoacidos estimulando o catabolismo de lipoproteinas no tecido adippso do hospedeiro.

A manutengﬁor dos niveis de carboidratos na hemolinfa estd sob
controle hormonal (Chippendale, 1978) e especula-se que este poderia até ser manipulado
pelo mermitideo. No entanto, uma vez que os efeitos do parasitismo éﬁo variados, nfo se
espera que o controle hormonal seja diferente de género para género do parasita. Acredita-
se assim, que uma explicagio mais simples seria realmente o estfesse nutricional do

hospedeiro (fome fisiolégica),
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O nematddeo necessita de carboidratos do hosépedeiro e os absorve
na forma de glucose presente na hemolinfa. O hospedeiro, por sua vez, aumenta tanto a
glicogenolise como a mobilizagdo de trehalose a fim de repor a treilalose convertida em
glucose. Uma vez que as reservas de carboidratos vio sendo esgotadas, a capacidade do
hospedeiro em repor agucares ¢ afetada e entfio, flutuagdes passam a ocorrer {Schmidt &
Platzer, 1980). .

Uma vez que aminoacidos sdo absorvidos seIeti?amente pela cuticula
do mermitideo (Rutherford es al., 1977), outro aspecto da pafogenia causada por
mermitideos € a alteragdio dos niveis de aminoacidos na hemolinfa (Gordon e af., 1978;
Rutherford & Webster, 1978). Sabe-se que os aminocidos tém ﬁmpoﬁante papel na
manutengdo do balango osmético na hemolinfa dos artropodos em gera;,l (Sutcliffe, 1963). A
reducdio dos niveis de aminoacidos na hemolinfa é contraba]angada pelo aumento da
protedlise de tecidos do hospedeiro ou pela redugio da sintese de proteinas.

Dessa forma tem-se que, ndo apenas a redugio do tecido adiposo
mas também o comprometimento do tecido muscular em larvas de S pertinax parasitadas
por G. viridis cf. sdo de fato resultado do mermitideo exaurindo as resé:rvas do hospedeiro.

Os estudos com culicideos e simulideos parasitﬁdos por mermitideos
revelam que o parasitismo causa quase que completa degeneracio d:() tecido adiposo do
hospedeiro além de redugfo de todos os seus metabdlitos de éstocagem, inclusive
glicogénio, podendo ser direta ou indiretamente utilizados para o édesenvolvimento do
nematodeo (Bailey & Gordon, 1973; Condon & Gordon, 1977; Gordo?n el al., 1978, 1979;
Finney & Mokry, 1980; Schmidt & Platzer, 1980). |

Tem-se ainda que maiores modificagdes no metabolismo do
hospedeiro sdo manifestadas ndo s6 pelo retardo no desenvolvimento, pela intumescéncia e
aumtento do comprimento do corpo (item 4.2.3.) mas também pela reaﬁsorgﬁo ou supressio
do desenvolvimento de odcitos. Como resultado, os hospedeiros ﬁcaln impedidos de

promover o processo de maturagdo ou quando o fazem, geralmente sio Incapazes de se
reproduzir (Poinar Jr., 1983; Petersen, 1985). Este aspecto pode sugerir que o mermitideo

atinja diretamente o sistema endécrino do hospedeiro, no entanto tem-se que, distirbios
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nutricionais como os causados pela infecgio por mermitideos resultem em disfunciio

endocrina (Condon & Gordon, 1977, Petersen, 1985).

4.2.4.5, DEMAIS TECIDOS E SISTEMAS

Todos os demais tecidos e sistemas como por exemplo, tibulos de
Malpighi, sistema nervoso e vaso sanguineo ndo apresentaram alteragdes histologicas

visiveis.

Desta maneira, varios aspectos ﬁsio-patoiégicos da patogenia
causada por mermitideos em geral puderam ser relacionados as aiteraqées histoldgicas
observadas, no presente trabalho, em larvas de S. pertinax parasitadas por G. viridis cf.

Abordagens histopatologicas, como a apresentada no presente
estudo, sdo fundamentais, juntamente com outros estudos basicos, pafa a correta avaliagio
do potencial deste grupo de nematddeos como agentes para o controle de dipteros
aquaticos.

Acreditamos que os resultados inétidos quan%to a histopatologia e

prevaléncia, obtidos neste trabalho, possam esclarecer um pouco mais a aciio dos

mermitideos em seus hospedeiros, especialmente nos simulideos.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem elaborar
conclusdes de ordem geral e aplicativas referentes & patologia e epizootiologia do
microsporideo P. simulii e do mermitideo G. viridis cf. que ocorrem naturalmente nas

populagdes hospedeiras do borrachudo 8. pertinax na regido estudada,

1. O tecido adiposo visceral € o principal sitio de replicagio e desenvolvimento de P. simulii
no estagio larval de S. pertinax, havendo também o comprometimento do epitélio intestinal
e tecido muscular. Como consequéncia, sdo esperados disturbios na absor¢do de nutrientes

e locomogio do hospedeiro, respectivamente.

2. A microsporidiose ¢ debelada durante o estagio de pupa do hos;pedeiro devido a um
processo histolitico e de necrose do tecido adiposo infectado. Este processo deve ser o
responsavel pela ndo expressdo da microsporidiose em adultos de S. pertinax, verificada no
presente trabatho. Consequentemente a transmissdo vertical de P. simulii ndo deve ocorrer
em S. pertinax sendo que a manuten¢io da doenga no campo, muito provavelmente, deva-

se a mecanismos de transmissio horizontal.

3. O microsporideo P. simulii tem um significativo papel no controle natural de populagdes
de §. pertinax visto que fémeas originadas de larvas doentes, apesar de nio sofrerem a
doenga, apresentam uma redugiio média de 31,2% no nimero de foliculos ovarianos

formados.

4. Apesar da redugdo do numero de foliculos ovarianos em desénvolvimento, nio se
verificou qualquer alteragio no processo de oogénese das fémeas originadas de larvas

doentes quando comparada com adultos originados de larvas sadias.
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5. Verificou-se uma redugdo de pelo menos 50% na motilidade dos espermatozoides de
machos originados de larvas infectadas por P. simulii. Tal fato indica uma potencializagio
da redugdo da fecundagfo das fémeas, devido & uma menor aptidio reprodutiva de machos

parasitados.

6. Quanto a parasitemia causada por G. viridis cf. no borrachudo S. pertinax tem-se que, o
tecido adiposo € o principal alvo do parasita no hospedeiro em seu estigio de
desenvolvimento larval. O tecido muscular e as glindulas salivares sofrem alteracdes

histolégicas, sendo esperadas consequéncias fisiologicas.

7. A parasitemia por G. viridis of. causa redugio na resposta comportamental de larvas de

S. pertinax parasitadas, assim como ocasiona o processo de metatetelia nesses individuos.

8. A taxa de prevaléncia de G. viridis ¢f. em populagdes de larvas de S. pertinax é

consonante aos relatos obtidos em outras espécies tropicais de borrachudos.

9. A prevaléncia anual de (. viridis cf. nas populagdes de S. pertinax parece ser relacionada
com a vazdo do riacho ao longo do ano e, consequentemente, a velocidade da corrente

d'agua.

10. A baixa taxa de prevaléncia detectada nas populagdes larvais do hospedeiro sugere que

o impacto de G. viridis cf. no controle natural de S. pertinax seja de pequena expressio.
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6. RESUMO

No presente trabalho foram investigados vérios; aspectos da patologia
e epizotiologia de dois agentes biologicos, o microsporideo Pbbfdispyrenia simulii
(Microspora; Duboscquiidae) e o nematddeo Gastromermis viridis of, (Nematoda,
Mermithidae), que ocorrem naturalmente no borrachudo Sl’iﬁu}é"ium pertinax (Dip.;
Simuliidae) na regido estudada. Esta espécie de borrachudo apresenté elevada antropofilia,
sendo alvo de praticas de controle no sul e sudeste do Brasil. O bbjetivo principal € a
obten¢do de dados para a correta avaliagio do potencial destes organismos como agentes

de controle biologico natural dessa espécie de borrachudo.

Quanto aos estudos sobre a microsporidiose em S. pertinax foram
feitas investigagbes histologicas em hospedeiros sadios e doentes, nos diferentes estagios de
seu desenvolvimento (larva, pupa e adulto). Verificou-se que em larvas e pupas de S
pertinax doentes, o tecido adiposo visceral é o sitio principai de replicacio e
desenvolvimento do protozoario, havendo também o comprometimento do tecido muscular
e do epitélio intestinal no hospedeiro no estagio de larva. No estégid de pupa vertficou-se
que por processos histoliticos tem-se a debelagdo da doenga ¢ corisequente auséncia de
esporos na fase adulta de S. pertinax.

Apesar de ndo se detectar a presenga de esporos nos ovarios de
fmeas tanto coletadas no campo como obtidas no laboratério, verificou-se que como
consequéncia da infecgdo larval, os individuos adultos, inclusive machfos, apresentam algum
comprometimento das gonadas. As fémeas apresentam uma redugdo média de 31,2% na
fecundidade enquanto que nos machos hia uma sensivel redugio da motilidade dos
espermatozoides.

Além disso, constatou-se que a manutengio da microsporidiose no
campo deve-se muito provavelmente a mecanismos de transmissio honzontai visto que a

transmissdo vertical ndo foi confirmada pelas investigagdes.

Quanto aos estudos sobre G. viridis cf. em S: pertinax, temos que

sua prevaléncia anual em populagdes larvais do hospedeiro € baixa, variando de 0,8% a
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14,3%. Sua ocorréncia parece estar relacionada a vazio do riacho e consequente velocidade
de corrente d'agua.

As investigagbes histopatoldgicas revelaram que o tecido adiposo
visceral das larvas hospedeiras é o principal alvo da parasitemia, havendo também o
comprometimento do tecido muscular e glindulas salivares.

Verificou-se ainda que a parasitemia por G. viridis cf. causa reducio
significativa da resposta comportamental das larvas parasitadas face a qualquer estimulo
fisico-quimico ou mecanico. Além disso, o retardo no desenvolvimento do hospedeiro larval
também foi verificado. Esse fendmeno é conhecido como metatetelia.

Os resultados obtidos indicam que o microsporideo P. simulii tem
um significativo papel no controle natural das populagdes de S. pertinax, uma vez que reduz
em quase um tergo a fecundidade das fémeas e promove um menor periodo de motilidade
dos espermatozdides dos machos. Por outro lado, G. viridis cf. apesar de exaurir as
reservas da larva hospedeira ndo apresenta elevada prevaléncia indicando uma pequena
influéncia na regulagio das populagdes hospedeiras.

Acreditamos que alguns estudos ainda sdo necessarios para a correta
avaliagio do potencial de G. viridis cf. como agente de controle biologico natural de
borrachudos.

O uso de ambos os agentes, P. sinmlii e (. viridis cf | nos parece

promissor como ferramentas auxiliares para o Manejo Integrado destes incémodos dipteros.
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7. SUMMARY

The aim of the present work is to evaluate the potentiality of
Polydispyrenia  simulii (Microspora, Duboscquiidae) and Gastromermis viridis cf
(Nematoda, Mermithidae) as two agents for biological control of the blackfly Simulium
pertinax (Diptera, Simuliidae). Pathological and epizootiological aspects of both agents
were investigated.

Histopathological studies revealed that the visceral fat body of S
pertinax larvae and pupae showed to be the main site of infection for P. simulii. The
microsporidiosis also affected the muscular tissue and midgut epithelium of larvae. It was
detected that during host pupal development the spores of P. simulii were lised, causing the
adults to became free of infection. Although no infection was detected in adults originated
from heavly infected larvae, the number of ovarian folicules of females, as well as the
mobility of spermatozoids in males were reduced. It was also detected that vertical
transmission does not work on the microsporidiosis maintenance in host populations of .
pertinax. The results also indicated that P. simulii has a high influence as a natural control
agent of 8. pertinax populations.

Epizootiological studies reveal that the annual prevalence of the
nematode G. viridis cf. in S. pertinax larvae population is low, ranging from 0,8% to
14,3%.

Histopathological investigations in infected larvae showed that the
visceral fat body was the principal target site of mermithid infection. The muscular tissue
and the salivary glands were also affected. Infected larvae of S. pertinax showed a reduced
behavioural response to physical stimulii. Parasitized individuals showed a slower
development, known as metatetely.

The low prevalence rate of G. viridis cf in S. pertinax larval
populations indicates that its effects on the blackfly natural control are very small. More
studies are necessary for the correct evaluation of G. viridis cf. as biological control agent
of §. pertinax. However, both agents may be helpful weapons in Integrated

Management Programmes of this medically important insect,
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