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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pés-Graduacédo em Biodiversidade e Saude

OCORRENCIA E CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DE Eurytrema
coelomaticum (Giard & Billet, 1892) (Digenea, Dicrocoeliidae) EM REBANHOS
BOVINOS PROVENIENTES DA REGIAO SUL DE MINAS GERAIS, BRASIL.

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Fidelis Antdénio da Silva Junior

O trematddeo digenético Eurytrema coelomaticum é encontrado
parasitando o0 pancreas e ductos biliares de rebanhos bovinos e
incidentalmente pode ser encontrado em seres humanos. O parasito causa
sérios danos ao 60rgdo infectado e acarreta perdas econémicas significativas.
Este estudo transversal foi realizado com o objetivo de avaliar a ocorréncia de
E. coelomaticum em bovinos provenientes de 25 propriedades, localizadas em
15 municipios atendidos pelo Matadouro Regional localizado na cidade de
Campo Belo, no sul do estado de Minas Gerais, Brasil. As amostras foram
coletadas durante a inspecdo post-mortem. Foram coletados 469 pancreas e
registrada uma frequéncia de ocorréncia média global de 20,7% dos 6rgaos
infectados por E. coelomaticum. As amostras foram submetidas as técnicas de
microscopia de luz (campo claro) e eletrbnica de varredura. Na microscopia de
luz foram mensurados o comprimento e largura do parasito, distancia entre
ventosas, comprimento e largura da faringe, testiculos e ovarios. Foi realizado
um calculo de estimativa do nUmero de ovos presentes em um animal adulto
através do software ImageJ adaptando a metodologia usada para contagem de
ovos de moscas da familia Calliphoridae (Diptera) por area. O estudo detalhado
da topografia do parasito por microscopia eletrénica demonstrou auséncia de
espinhos em sua superficie, presenca de estrias concéntricas e transversais
além de papilas nas ventosas oral e acetabular. Os resultados deste estudo
indicam que a morfometria dos espécimes analisados esta de acordo com a
literatura para o género e que as infeccbes por E. coelomaticum estédo
distribuidas entre bovinos provenientes de rebanhos de corte na regido objeto
deste trabalho.

Palavras-chave: Trematoda, Dicrocoeliidae, microscopia eletrbnica de
varredura, estimativa, contagem de ovos, ImageJ software, analise digital de

imagens.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pés-Graduacédo em Biodiversidade e Saude

OCCURRENCE AND MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
Eurytrema coelomaticum IN BOVINE HERDS FROM THE SOUTHERN
REGION OF MINAS GERAIS, BRAZIL

ABSTRACT

PhD THESIS IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Fidelis Anténio da Silva Junior

The digenetic trematode Eurytrema coelomaticum is found parasitizing the
pancreas and bile ducts of cattle herds and is occasionally found in humans.
The parasite causes serious damage to the infected organ and causes
significant economic losses. This cross-sectional study was carried out to
evaluate the occurrence of E. coelomaticum in cattle from 25 farms located in
15 municipalities served by the Regional Slaughterhouse in the southern of
Minas Gerais state, Brazil. The samples were collected during post-mortem
inspection. A total of 469 pancreas were collected and an frequency of
occurrence of 20.7% of infection was observed. The samples were submitted to
light microscopy (bright field) and scanning electron microscopy. The length,
width of the parasite, distance between suckers, length and width of the
pharynx, testes and ovaries were measured. An estimation of the number of
eggs present in an adult animal was performed using the ImageJ software,
adapting the methodology used for counting eggs from blow flies (Diptera:
Calliphoridae) by area. The detailed study of the topography of the parasite by
electron microscopy demonstrated absence of spines on its surface, besides
the presence of papillae in the oral sucker and acetabulum. The results of this
study indicate that the morphometry of the analyzed specimens are in
agreement with the literature for the genus and that the infections by E.
coelomaticum are widely distributed among cattle herds in the region that was
the object of this work.

Keywords: Trematoda, Dicrocoeliidae, scanning electron microscopy,
estimating, eggs counting, ImageJ software, digital image analysis.
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1 INTRODUCAO

Dentro da classe Trematoda, os principais organismos de importancia
meédica e veterinaria sdo: Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), Clonorchis
sinensis (Looss, 1907), Opisthorchis viverini (Poirier, 1886), Paragonimus
mexicanus (Miyazaki & Ishii, 1968), P. caliensis (Little, 1968), P. westermani
(Kerbert, 1878). Fasciolopsis buski (Morakote & Yano, 1990), Fasciola hepatica
(Linnaeus, 1758), F. gigantica (Cobbold, 1855), Eurytrema coelomaticum (Giard
& Billet, 1892) e E. pancreticum (Janson, 1889), que acometem milhdes de
pessoas e animais domésticos por todo o globo (Bassani et al. 2007; Hotez et
al. 2008; Marcos et al. 2008; Mas-Coma et al. 2009; Schwertz et al. 2016a).
Uma caracteristica das infec¢des por helmintos parasitos é a sua cronicidade,
uma vez que os hospedeiros podem ser parasitados por muitos anos sem
sinais clinicos aparentes, tornando-os fontes de infec¢do para outros individuos
(Traub et al. 2005, McSorley & Maizels 2012).

O trematddeo digenético Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892)
Looss, 1907 é um parasito dos ductos pancreaticos de ruminantes e €
endémico em varias regides do mundo, incluindo paises da América do Sul,
Europa e Asia (Bassani et al., 2006). A euritrematose bovina é uma doenca que
pode causar morbidade em seus hospedeiros por comprometer o pancreas dos
mesmos e € endémica em varias regides do Brasil (Azevedo et al. 2004).

A doenca acomete o pancreas de bovinos (Bos taurus taurus e B.taurus
indicus) entre outras espécies e é de grande importancia econbmica e
veterinaria devido as perdas causadas pela inaptiddo do oOrgao afetado,
ocasionando reducdo da producdo de leite e carne, perda de peso,
interferéncia na fertilidade, favorecimento de infeccbes secundarias e até
mesmo morte de animais (Bassani et al. 2007, Ndlovu et al. 2009, Mohanta et
al. 2015)

O quadro clinico na maioria das vezes € assintomatico, fator este que
torna ainda mais dificil o combate frente ao agente patogénico. Recentemente,
Quevedo et al. (2013) descreveram achados clinicos e patologicos atribuidos a

infecgdo macica por estes parasitos em bovinos no sul do Brasil. Algumas das
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caracteristicas clinicas observadas foram: alteragcbes histopatoldgicas
compativeis com pancreatite intersticial crénica, caquexia e anemia.

A espécie supracitada € considerada, portanto, um parasito de grande
importancia para as criagcbes de ruminantes, e consequentemente possui
grande influéncia na cadeia econdmica em decorréncia dos prejuizos gerados
por estes espécimes (llha et al. 2005; Quevedo et al. 2013;Schwertz et al.
2016b).

1.1 Classificacdo taxondémica

O género Eurytrema € representado por espécies parasitas de rebanhos
bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos e camelideos (Bassani et al. 2007;
Quevedo et al. 2013). A tabela 1 apresenta a classificacdo taxondmica de

Eurytrema coelomaticum.

Tabela 1. Classificacao taxondmica de Eurytrema coelomaticum

Classificacao Taxondmica

Reino Animalia

Filo Platyhelminthes

Classe Trematoda

Sub Classe Digenea

Ordem Plagiorchida

Familia Dicrocoeliidae

Género Eurytrema

Espécie Eurytrema coelomaticum

Fonte: Adaptado de Brandolini & Amato (2001) e Bassani et al. (2007)

1.2 Breve histérico sobre o género Eurytrema

De acordo com Yamamura (1989) o género Eurytrema foi descrito por
Looss em 1907 e incluiam as espécies E. coelomaticum (Giard & Billet, 1892) e
E. pancreaticum (Jason, 1889) Looss, 1907. Travassos (1944, apud Yamamura
1989, p. 12) revisando a familia Dicrocoeliidae reconheceu nove espécies

validas, divididas em quatro subespécies. Atualmente cerca de doze espécies
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de Eurytrema sao descritas em todo o globo, sendo: E. pancreaticum (Jason,
1889) Looss, 1907, E. coelomaticum (Giard & Billet, 1892), E. dajii (Bhalerao,
1924) , E. media (Chertkova, 1957), E. ovis (Tubangui, 1925), E. parvum
(Senoo, 1907), E. tonkinense (Gillard & Ngu, 1941), E. escudeiroi (Eduardo,
Manuel & Tongson, 1976), E. cladorchis (Chin, Li & Wei, 1965), E. hydropotes
(Tang & Tang, 1975), E. fukienensi (Tang &Tang, 1978), E. sphaeriorchis
(Tang, Lin & Lin, 1978). Entretanto ha muita controvérsia acerca da validade
da maioria das espécies, sendo as espécies E. pancreaticum, E. coelomaticum
e E. cladorchis as u(nicas avaliadas em nivel molecular e as demais
identificadas através de classificacdes morfolégicas (Yamamura 1989; Bassani
et al. 2007; Zheng et al. 2007, Mohanta et al. 2015; Chang et al. 2016).

Zheng et al. (2007), utilizando ferramentas de biologia molecular,
realizaram uma analise das sequéncias do RNA 18S de E. coelomaticum e E.
pancreaticum, chegando a conclusdo que se tratam de espécies diferentes por
verificarem que estes organismos estao em ramificagdes distintas de um braco
da arvore filogenética. De acordo com Mohanta et al. (2015) a &arvore
filogenética se ramificou de modo que o ancestral comum se diferenciou em um
dos bragcos na espécie que viria a dar origem a espécie E. cladorchis, e no
outro braco da arvore estdo as espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum.
Um trabalho realizado por Figueira et al. (2014), chegou a mesma conclusdo
que as espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum se diferenciam a niveis de

biologia molecular.

1.3 Ciclo biolégico do parasito

O ciclo biolégico do género Eurytrema é do tipo heteroxeno e a
transmissao é condicionada a trés grupos de hospedeiros, sendo um molusco,
um artrépode e por ultimo um vertebrado. O hospedeiro definitivo € o mamifero
que ingere acidentalmente gafanhotos (esperancas) infectados com
metacercarias. Estas sdo por sua vez liberadas no duodeno do hospedeiro
definitivo e migram para o pancreas (Headley 2000; Quevedo et al. 2013).

O hospedeiro intermediario primario € o molusco Bradybaena similares
(Férussac, 1821) (Gastropoda, Xanthonychidae) que € infectado ao ingerir ovos
do parasito contendo miracidios. O desenvolvimento do helminto no gastrépode
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dura em torno de 90 dias (Gomes et al. 2000; Ilha et al. 2005). Os miracidios
eclodem no intestino do hospedeiro intermediério e na sequéncia passam para
a forma de esporocisto de primeira geracdo (mae) tendo como sitio de
localizacdo o tubo digestério do gastropode. Em seu desenvolvimento, os
esporocistos de primeira geracao dao origem a varios esporocistos de segunda
geracdo, que em condi¢Bes ideais de temperatura (média de 26°C) podem
completar o seu ciclo mais rapidamente (Bassani et al. 2007). Posteriormente o
esporocisto migra da superficie externa do tubo digestério, alcancando o trato
respiratorio por onde sao liberados através da cavidade hemocelomatica.

O hospedeiro intermediario secundario € um gafanhoto do género
Conocephalus (Thunberg, 1815) (no Brasil) ou Oecanthus (Serville, 1831)
(algumas regies da Asia) (llha et al. 2005). Nestes insetos, as cercarias livres
atravessam a parede intestinal e se encistam na cavidade celomatica formando
assim a metacercaria (Brandolini & Amato 2001). E reportado por ltagaki &
Chione (1982, apud Bassani et al. 2007, p.305), que o0 processo de
desenvolvimento das cercarias para a forma de metacercarias no hospedeiro
intermediario secundario pode ser influenciado pela temperatura, fechando-se
o0 ciclo num prazo de quinze dias, considerando uma temperatura constante de
30°C. Segundo os mesmos autores a partir de um Unico ovo do parasito podem
ser produzidos 100 esporocistos filhos e cada um destes podem conter até 200
cercérias, perfazendo um total de 20.000 formas infectantes. De acordo com
Tang & Tang (1977, apud Bassani et al. 2007, p. 305) o numero de
metacercarias na cavidade celomatica do artropode pode variar entre 1 e 461
formas infectantes.

Encerrando a série de transmissdo do parasito os hospedeiros
definitivos se infectam ao ingerir os artrépodes infectados com metacercarias

fechando assim o ciclo conforme se pode observar na figura 1.
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Figura 1: Ciclo biologico de Eurytrema spp.

Legenda: A - Ingestéo do ovo pelo molusco; B desenvolvimento do parasito em
esporocisto contendo cercarias; C — ingestdo da forma infectante pelo
hospedeiro secundéario; D — desenvolvimento da forma infectante para
metacercaria. E - ingestdo acidental de artropodes infectados pelo hospedeiro
definitivo; F — desenvolvimento para a forma adulta de Eurytrema spp. Fonte:
Tessele et al. 2013.

1.4 Morfologia e caracteristicas gerais

Inicialmente a classificacdo dos trematédeos se dava de acordo com seu
hospedeiro, localizacdo erratica nos 6rgdos ou até mesmo pela posi¢cdo do
parasito no pancreas (Yamamura, 1989). Posteriormente a identificacdo se deu
através das caracteristicas fenotipicas, morfologia das estruturas dos 6rgaos,
andlises citolégicas e por fim através de perfis moleculares dos parasitos
(Bassani et al. 2006; Bassani et al. 2007; Zheng et al. 2007,Mohanta et al.
2015).

As espécies do género Eurytrema possuem o corpo em formato de folha,
achatados dorso-ventralmente. Possuem ventosa oral e ventral e seu tamanho
pode variar entre 3-13 mm de comprimento por 2-7 mm de largura. Suas
extremidades sdo conicas e sem apéndices caudais (Wiroreno et al. 1987;

7

Yamamura 1989; Mohanta et al. 2015). A ventosa oral € sub-terminal e
5



dependendo da espécie é maior ou menor que a ventral. A ventosa ventral esta
localizada entre a metade a um terco da parte anterior do corpo do animal. A
faringe é pequena e o eséfago é curto. O ovério é arredondado ou lobulado (3-
10 lobos), submediano para a esquerda ou direita da linha média e pos-
testicular. Glandulas vitelinas séo longas, dispostas em grupos extracecais e se
localizam nas laterais do animal, estendendo-se posteriormente a margem
caudal dos testiculos, mantendo-se a partir do ponto final do ceco (Wiroreno et
al. 1987; Yamamura 1989; Ilha et al. 2005; Bassani et al. 2007; Mohanta et al.
2015).

A espécie E. coelomaticum de acordo com Travassos (1944, apud
Bassani et al. 2007), possui o corpo achatado dorsoventralmente com
comprimento entre 10 e 13 mm e largura de 6 a 7 mm, ventosa oral sub-
terminal, com 0,9 a 1 mm de diametro e ventosa ventral com dimenséo igual a
da ventosa oral. Possui ainda a cuticula lisa, faringe e esdfago delgados, cecos
intestinais sinuosos e delgados, bolsa do cirro claviforme e grande, poro genital
ligeiramente pds bifurcal mediano. Outras estruturas presentes sao: testiculos
pos acetabulares em zonas paralelas, ovarios poés-testiculares, vitelinos
laterais, ovos com tamanho variando entre 0,042 - 0,050 mm de comprimento
por 0,023 - 0,030 mm de largura, glandulas de Mehlis, espermateca e canal de
Laurer presentes, além da vesicula excretora simples e poro excretor terminal

(figura 2).

Figura 2. Morfologia de Eurytrema coelomaticum. Fonte: (Costa 2004)
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Legenda: (vo) ventosa oral; (f) faringe; (es) es6fago; (c) ceco; (pg) poro genital,
(bc) bolsa do cirro; (vv) ventosa ventral; (t) testiculo; (ov) ovério; (oo) o6tipo
(circundado pelas glandulas de Mehlis, cuja secrecdo entra na formacgéao da
casca do ovo onde ocorre a fecundacéo); (de) ducto excretor; (ut) atero; (pe)

poro excretor; (gv) glandulas vitelogénicas.

1.4.1 O tegumento de Eurytrema coelomaticum

A superficie tegumentar dos helmintos € a regido por onde os parasitos
interagem com o seu ambiente. A superficie externa € denominada tegumento
em trematddeos e cestddeos e cuticula em nematddeos (David & Geary 2003).
A superficie externa do tegumento pode apresentar diferentes configuracées de
moléculas e estruturas, possuindo um carater de protecdo e ao mesmo tempo
de interagcdo com o hospedeiro no sentido de auxiliar na evasdo do sistema
imune, fixacdo e o aproveitamento de substancias essenciais para a sua
manutenc¢ao no organismo do hospedeiro (Brady & O’Neill 1999, Jefferies et al.
2001, David & Geary 2003)

O tegumento de E. coelomaticum e E. pancreaticum é
predominantemente liso com dobras e estrias que aumentam a superficie de
absorcado dos parasitos. Esta topografia do tegumento também é vista em fases
anteriores como na forma de esporocistos (Eduardo & Sy 2007, Franco-Acufia
et al. 2011)

O tegumento possui ainda papilas sensoriais com formato de cupula e
superficie apical lisa, e estas, estdo dispersas pelo corpo do animal, mas
predominantemente concentradas nas ventosas. E possivel identificar essas
estruturas nas fases anteriores ao animal adulto (Pinheiro et al. 2012). Outros
trematédeos apresentam estruturas semelhantes como € o0 caso de
Paramphistomum microbothrium (Fischoeder, 1901) (Trematoda:
Paramphistomatidae) que apresenta o arranjo das papilas concéntrico com
agregacbes em forma de clpula densamente dispostas em direcdo a
extremidade oral, além do tegumento possuir dobras préximas a extremidade
anterior do animal (Shalaby et al. 2010). Ja a espécie Lecithochirium

musculus (Looss, 1907) (Trematoda: Hemiuridae) tem a superficie do
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tegumento lisa e coberta por cristas citoplasmaticas. Segundo Filippi et al.
(2012) foram observadas no tegumento unidades semelhantes com uma
“calgada portuguesa” (cobblestone-like unit of the tegument), além de
invaginacdes, evaginacdes e dobras tegumentares.

Observacdes ultraestruturais demonstraram que a espécie Concinnum
epomopis (Sandground, 1973) (Trematoda: Dicrocoeliidae) apresenta o
tegumento predominantemente liso, com auséncia de espinhos. No entanto, o
tegumento €& complexo, exibindo diminutas ondulacdes laterais,
predominantemente na parte ventral. Possuem ainda um padrdo de estrias e
de lamelas tegumentares em diferentes regies do corpo. Ha dois tipos de
papilas sensoriais e estas exibem um padréo de distribuicdo uniforme e distinto
na superficie do parasito (Otubanjo, 1985).

Além das papilas, Sakamoto & Oikawa (2007) observaram corpusculos
cubicos no tegumento de E. coelomaticum e E. pancreaticum provenientes do
continente Americano e da Asia. Nas imagens de microscopia eletrénica de
varredura é possivel observar que o tegumento apresenta estrias semelhantes

a digitais humanas ao longo do corpo do animal.

1.5 Sinais clinicos e patogenia

A euritrematose bovina na maioria das vezes se apresenta de maneira
subclinica e somente durante o procedimento de abate ou necropsia 0s
parasitos sdo detectados (Bassani et al. 2006, 2007). O ducto pancreatico pode
inflamar e dilatar o orgdo acometido. Durante infeccbes macicas o ducto pode
ser ocluido e os tecidos pancreéaticos podem ser danificados. Isto acarreta
disturbios gastrointestinais mais ou menos graves como vomitos, flatuléncia,
diarréia, constipacdo, além de o animal apresentar letargia, perda de peso,
fraqgueza e anorexia (Ilha et al. 2005; Bassani et al. 2007; Schwertz et al.
2016a; Grosskopf et al. 2016)

Animais com boas condi¢cdes de saude geralmente ndo apresentam sinais
clinicos mais graves, entretanto, podem exibir altas concentracdes plasmaticas
de amilase, glicose e cetonudria (llha et al. 2005). Quevedo et al. (2013)
observaram em um animal da raca Jersey um acentuado emagrecimento
progressivo e retardo de crescimento durante 12 meses, mesmo realizando
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sucessivos tratamentos anti-helminticos e suplementacdo nutricional.
Observaram ainda trés padrdes morfologicos de lesbes sendo o primeiro
caracterizado por infiltrado inflamatério com muitos macrofagos, linfocitos e
eosinofilos; segundo - multiplos focos inflamatérios ao redor de colecbes de
ovos com uma camada de fibroblastos; terceiro - confluéncia das lesbes
observadas no estagio dois com evidente destruicdo de tecido pancreatico e
substituicéo por tecido conjuntivo fibroso.

Assim como os autores supracitados Headley et al. (2009) caracterizaram
as lesdes no pancreas em cinco grupos distintos: 1° - pancreas sem alteracao;
2°- reagdes proliferativas iniciais nos ductos pancreaticos; 3° - alteracdes
proliferativas severas; 4° - pancreatite intersticial multifocal cronica e finalmente

0 5° - que corresponde a pancreatite intersticial crénica difusa.

1.6 Epidemiologia

Os parasitos da classe Trematoda séo vastamente distribuidos no globo
e a ampla disseminacdo se deve, em parte, a movimentacdo de animais
provenientes de regifes enzooticas para regides indenes. Outro fator a ser
considerado é o fato de estarem presentes nos paises considerados “pobres”
ou em “desenvolvimento”, o que propicia um fator adicional para a manutencao
no ambiente dos espécimes (Keiser & Utzinger 2009; Fernandez et al. 2012;
Farjallah et al. 2013).

Um grande problema encontrado ao se combater as parasitoses é o fato
de gque algumas regifes sdo mais propicias a manutencdo destes organismos
em decorréncia de caracteristicas intrinsecas ou por terem sofrido
modificacdes que contribuem para a manutencdo dos parasitos no ambiente
como, por exemplo, a construcdo de reservatérios para as usinas hidrelétricas
ou sistemas de irrigacao (Keiser & Utzinger 2009). Outro fator que contribui
para a manutencdo de helmintos parasitos no ambiente é que as doencas
resultantes das infeccdes por estes organismos sdo negligenciadas, nao
sendo, portanto, percebidas pela industria farmacéutica como um bom mercado
para se investir (Vial et al. 1999; Trouiller et al. 2002)

De acordo com varios autores as espécies de Eurytrema sao
amplamente distribuidas pelo globo (Figura 3). A euritrematose bovina ocorre
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principalmente na América do Sul, Asia e Europa e é uma doenca endémica
em varias regides do Brasil, conforme se pode observar na Figura 4. Um
estudo realizado no estado do Parana observou uma prevaléncia de quase
50% dos animais parasitados por E. coelomaticum (Bassani et al. 2006).
Entretanto, a prevaléncia desta doenca esta relacionada as condi¢cdes do
ambiente no entorno dos rebanhos, ocorrendo variagdes nas taxas de infeccao
pelo parasito (Belém et al. 1992). Um dos aspectos que mais chamam a
atencdo na epidemiologia de E. coelomaticum sdo os altos indices de animais
infectados em abatedouros de diferentes estados brasileiros (Ilha et al. 2005;
Bassani et al. 2007).

I Paises com ocorréncia de espécies de Eurytrema em animais de produgéo

I Ocorréncia de espécies de Eurytrema sem citagéo do pais de origem dos animais parasitados
[ ] Ocoméncia de Eurytrema spp. em animais silvestres

|| Paises sem relatos de ocorréncia de Eurytrema spp.

Figura 3. Distribuicdo global de Eurytrema spp.
llustracéo: Fidelis Antdnio da Silva Junior.

Fonte: adaptado de Wiroreno et al. (1987), Wade et al. (1989), Bassani et al.
(2006), Cai et al. (2012), Mohanta et al. (2015), Karshima et al. (2016), Okajima
et al. (2016).
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Figura 4. Distribuicdo de Eurytrema coelomaticum no Brasil.

llustracdo: Fidelis Antonio da Silva Janior.
Fonte: Adaptado de Belém et al. (1992, 1994), Bassani et al. (2006, 2007),
Rachid et al. (2011), Tessele et al. (2013), Grosskopf et al. (2017).

1.7 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico basico é feito pelo método coproparasitolégico, entretanto,

a visualizacdo dos ovos requer profissionais treinados para a correta
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identificacdo do parasito. O procedimento coproparasitologico para
identificacdo de ovos de E. coelomaticum € uma técnica pouco usual na pratica
clinica. A parasitose muitas vezes s6 é diagnosticada no exame post-mortem,
principalmente pela dificuldade de diagndstico em animais pouco parasitados
ou naqueles que eliminam poucos ovos (llha et al. 2005; Ribeiro et al. 2013).

Na procura por testes diagnoésticos mais efetivos, Correa & Correa
(1984, apud Figueira et al. 2014) buscaram a padronizacdo de uma reacao
intradérmica usando como antigenos imunogénicos uma suspensdo de
parasitos com a titulacdo de 1:500. Essa intradermoreacdo apresentou uma
eficdcia relativamente boa, entretanto 29% das amostras se apresentaram
como falso-negativas (Bassani et al. 2007, Figueira et al. 2014)

De acordo com Belém et al. (1992), a adaptacdo por eles realizada da
técnica Dennis, Stone & Swanson para diagnostico de Fasciola e
Paramphistomum possui 94,2% de probabilidade de diagnosticar os casos de
infeccdo por Eurytrema sp. independentemente da carga parasitaria.
Entretanto, os resultados deste mesmo estudo observaram 87,2% dos animais
parasitados.

Apesar das técnicas de diagndstico como o exame coproparasitologico e
a intradermoreacdo serem importantes ferramentas para deteccdo de animais
positivos, é necessario incluir um rol ainda maior de exames, além de
aperfeicoar os testes existentes para que possa estabelecer medidas efetivas
de controle ao parasito (Ribeiro et al. 2013)

O combate frente aos parasitos do género Eurytrema tem se
demonstrado ineficaz na maioria das vezes, pois existem poucos anti-
helminticos capazes de atuar no controle da parasitose. Adicionalmente
existem discordancias sobre a efetividade dos medicamentos utilizados no
tratamento da doenca, havendo um predominio no consenso de que as drogas
utilizadas ndo possuem efeitos deletérios para os parasitos. Sakamoto et al.
(1980) descreveram o nitroxinil e praziquantel como uma forma de controle
efetivo da parasitose, pois, observaram em seu estudo uma reducdo no
namero de ovos eliminados nas fezes bem como a deformacdo das formas
adultas do parasito. Outro ponto positivo observado pelos autores foi a

verificacdo de regeneracdo de células de tecidos glandulares.
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Uma importante forma de evitar a ocorréncia do parasito esta associada
com a prevencdo, e isto pode ser feito através da diminuicdo da populacdo de
moluscos. Os caracois sdo hospedeiros intermediarios de Eurytrema sp e o
fato de se manter niveis baixos destes espécimes contribui para a nao

propagacédo da doenca (Jiménez & Maya-Rendon 2007, Bassani et al. 2007).
1.8 Escorede condigcédo corporal (ECC) para bovinos

A observacdo do escore nos bovinos € uma importante ferramenta para
a tomada de decisdo no que se refere ao envio ou ndo de animais para o
frigorifico, uma vez a comercializacdo da carne € baseada além do peso vivo
do animal e feita também através da avaliacdo visual e aparéncia da carcaca
(Pires, 2000). Portanto a condicdo ideal do escore corporal € aquele que
apresenta uma musculatura robusta com um minimo de gordura de cobertura.

A avaliacdo do escore de condi¢cdo corporal (ECC) se tornou uma
ferramenta importante em criacbes bovinas, suinas, entre outras por ser
relativamente facil e extremamente interessante para ser aplicada em
programas de manejo de animais.

O ECC permite determinar com uma precisdo aceitavel o estado
nutricional de animais, apesar de ser uma avaliacdo subjetiva. Esta avaliacédo
esta desvinculada do “peso vivo” e do tamanho do animal, sendo considerada
como o melhor indicador de gordura corporal “in vivo”.

O escore de condicao corporal possui uma classificacdo que varia entre
1 e 9. Os valores 8 e 9 significam que 0s animais estdo com um alto indice de
obesidade, enquanto os valores 1 e 2 indicam animais extremamente magros e

debilitados, conforme se pode observar na tabela 2 e Figura 5.
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Tabela 2. Classificacdo de escore corporal de gado bovino na inspecdo ante-

mortem

ESCORE

DESCRICAO

1

Debilitado - Extremamente raquitica, proOxima da morte por
inanicdo. A vaca esta extremamente magra, sem nenhuma gordura
detectavel. Costela, espinha dorsal e anca muito proeminentes.
Nenhum tecido gorduroso visual.

Pobre. Um pouco definhada. A vaca ainda esta muito magra, mas
se nota alguma cobertura sobre a coluna vertebral. Costelas,
espinha dorsal e anca proeminente.

Magro. Costelas visualizadas individualmente, mas n&o t&o
salientes.

Limite. Costelas individuais pouco ou ndo evidentes. Os processos
espinhosos podem ser verificados com um toque, entretanto menos
evidentes.

Moderado. Gordura palpavel sobre as costelas e qualquer lugar de
garupa. Possui boa aparéncia geral.

Moderado bom. Necessita de presséo para apalpar espinhas.

Boa. A vaca tem aparéncia gorda e boa quantidade de gordura
sobre as costelas. Acumulo de gordura na regido da garupa.

Gordo. Peito repleto e grande depdsito de gordura sobre as
costelas, garupa, insercao da camada e vulva.

Extremamente Gordo. A vaca estd muito gorda. Estruturas 6sseas

nao visiveis e ndo palpéaveis.

Fonte: Adaptado de Machado (2008).
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Figura 5. Escore de condicéo corporal — ECC de bovinos.

Fonte: Adaptado de Machado (2008)
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos envolvendo o levantamento de trematdodeos em rebanhos
bovinos sdo basicamente voltados para a pesquisa de Fasciola hepatica,
sendo, portanto, essencial a busca por dados relacionados a outras familias e
géneros dentro da classe Trematoda. Pesquisas epidemioldgicas sobre
Eurytrema coelomaticum favorecem o conhecimento sobre a sua ocorréncia,
facilitando a atuagao na sua prevengao.

As perdas ocasionadas pelo parasitismo por E. coelomaticum em
bovinos afetam a economia de forma direta, uma vez que, geram perdas aos
seus criadores. Como a maioria dos animais infectados sdo assintoméaticos, o
conhecimento mais aprofundado sobre a sua morfologia, comportamento e
principalmente sua distribuicdo € de suma importancia para que medidas sejam
tomadas.

O conhecimento acerca da euritrematose bovina possibilita que mais
estudos sejam feitos, e com isso, 0 controle parasitario se torne mais eficaz,
garantindo a saude do rebanho e seu aproveitamento como um todo.

O uso de técnicas como a microscopia eletrénica de varredura possibilita
a visualizac&o de estruturas existentes no tegumento dos helmintos parasitos e
agrega informagdes sobre a morfologia destes. Com este intuito foi realizado o
levantamento da ocorréncia de E. coelomaticum em rebanhos provenientes de
15 cidades do sul de Minas Gerais bem como a caracterizacdo morfométrica e

morfolégicas destes organismos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

o Determinar a distribuicdo geogréfica e a prevaléncia de Eurytrema
coelomaticum em rebanhos bovinos advindos de 15 municipios do sul do
estado de Minas Gerais abatidos no frigorifico matadouro regional de Campo

Belo.

3.2 Especificos

o Caracterizar os espécimes de E. coelomaticum encontrados na regiao
sul de Minas Gerais através da morfologia, utilizando para isso a microscopia
de luz (campo claro) e microscopia eletrénica de varredura;

o Verificar se existe predominancia de infeccdo de E. coelomaticum de
acordo com os parametros qualitativos sexo, idade, raca ou escores de
condicdo corporais.

o Calcular o tamanho médio do Utero e a proporcao do érgado em relagéo
ao tamanho total do animal para avaliar a correlacdo entre os dois parametros
avaliados;

o Estimar o niamero de ovos através de um software e comparar 0s

resultados com contagens manuais para verificar a acuracia do programa;
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4 METODOLOGIA

Foi realizado um célculo para obter um nimero minimo amostral para
que este fosse representativo quanto ao total do efetivo bovino na &rea de
estudo. Para isso foi utilizada a ferramenta Population Survey do software Epi
Info 7.0 (Centers for Disease Control and Prevention, USA), considerando um
nivel de significancia estatistica de 5%, dentro de um nivel de confianca de
95% e frequéncia da infeccéo estimada em 50%. O efetivo bovino considerado
(populacéo na regiao) foi de acordo com o censo agropecuario do ano de 2015
(IBGE, 2015) que registrou um rebanho de 23.768.959 cabecas de gado no
estado de Minas Gerais, sendo 353.705 animais nos municipios atendidos pelo
abatedouro. O presente estudo foi pautado pela ética na pesquisa e as
atividades foram realizadas de acordo com as legislagbes vigentes (Decreto n°
30.691/1952, Instrucdo Normativa n° 154/2007 e Lei 11794/2008).

4.1 Caracterizacdo das areas amostradas

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
o estado de Minas Gerais € dividido em 12 mesorregides conforme se pode
observar na Figura 6. O presente trabalho incluiu cidades pertencentes a trés
mesorregides denominadas: Campo das Vertentes, Oeste de Minas e a regido
Sul e Sudoeste de Minas. O Campo das Vertentes € composto por 36
municipios divididos em trés microrregifes: Lavras, Sdo Jodo Del Rei e
Barbacena. A mesorregidao Oeste de Minas é constituida por 44 cidades sendo
divididas em cinco microrregides: Campo Belo, Divinopolis, Formiga, Oliveira e
Piumhi. Finalmente a mesorregidao Sul e Sudoeste de Minas possui 146

cidades, constituindo dez microrregides: Alfenas, Andrelandia, Itajuba, Passos,
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Pocos de Caldas, Pouso Alegre, Santa Rita do Sapucai, Sdo Lourenco, Sdo
Sebastido do Paraiso e Varginha.

Figura 6. Mapa com as 12 mesorregioes do estado de Minas Gerais.

1. Campo das Vertentes 7. Oeste de Minas

2. Central Mineira 8. Sul e Sudoeste de Minas

3. Jequitinhonha 9. Tridangulo Mineiro e Paranaiba

4. Metropolitana de Belo Horizonte 10. Vale do Mucuri

5. Noroeste de Minas 11. Vale do Rio Doce

6. Norte de Minas 12. Zona da Mata

Fonte: Wikipédia (disponivel em:

https://pt.wikipedia.org/wiki/Lista de mesorregides de Minas Gerais)
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Segundo a classificacdo de Koppen, estas mesorregibes possuem o
clima do tipo Cwa (subtropical / tropical de altitude) e Cwb (temperado
maritimo/ tropical de altitude), com as estagcbes do ano bem definidas. A
estacdo denominada “seca” compreende os meses de abril a setembro, onde
0os meses de junho e julho correspondem aos periodos de menores
temperaturas e menores indices de umidade relativa do ar. Por sua vez a
estagcdo denominada “chuvosa” compreende os meses de outubro a marco,
com os maiores indices pluviométricos nos meses de dezembro, janeiro e
fevereiro. Foram obtidas as médias pluviométricas dos ultimos cinco anos para
verificar o comportamento das chuvas na regido do estudo, uma vez que a
umidade pode ser um fator limitante na transmisséo da doenga por atuar no
comportamento das taxas de hospedeiros intermediarios disponiveis no meio
ambiente. Os dados pluviométricos foram obtidos da estacdo pluviométrica
situada no municipio de Lavras, estacao esta que corresponde as localidades
do presente estudo, uma vez que o instituto nacional de meteorologia — INMET

nao dispde de estacbes de monitoramento em todos 0s municipios.

4.2 Obtencao das amostras

As amostras de E. coelomaticum foram obtidas a partir de bovinos
abatidos e devidamente inspecionados no frigorifico matadouro regional
situado no municipio de Campo Belo — MG. O abatedouro regional de Campo
Belo é responséavel pelo sacrificio e inspecdo de bovinos provenientes de
diferentes municipios da regido sul de Minas Gerais, dentre eles as cidades
objeto deste estudo conforme se pode observar na Figura 7. Foram coletadas
formas adultas junto ao pancreas durante a inspec¢do post-mortem. Os
pancreas foram acondicionados em sacos plasticos individuais, onde cada
animal foi identificado. Foi registrado em uma planilha a idade, cidade de
origem, nome da propriedade, sexo, escore de condi¢ao corporal, raca e o dia
da coleta. O processamento das amostras foi realizado no Laboratorio de
Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras (DMV-UFLA), Lavras, Minas Gerais, Brasil. As

amostras foram coletadas no segundo semestre do ano de 2016.
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CAMPO BELO

AGUANIL

CANA VERDE BOM SUCESSO

BOAESPERANCA

COQUEIRAL

SANTANA DA VARGEM

Figura 7. Mapa do Brasil evidenciando a localizacdo do municipio de Campo

Belo, onde esta situado o frigorifico matadouro e as cidades atendidas por este.

llustracéo: Fidelis Antdnio da Silva Juanior

4.3 Preparacdo das amostras e exames microscépicos

O primeiro procedimento para avaliacdo das amostras de E.
coelomaticum foi a andlise macroscépica dos 6rgdos bovinos. Os pancreas
foram lavados individualmente dentro de uma bacia com solucao salina a 0,9%,
para que os exemplares de E. coelomaticum soltos pudessem ser recuperados
apos a passagem da solucao retida no recipiente por peneiras de nylon com
malha de 150 um. Posteriormente, foram realizados cortes transversais e
longitudinais nos pancreas bovinos com o objetivo de averiguar a presenca ou

auséncia dos parasitos.

4.3.1 Microscopiade luz (campo claro)

Para os estudos de microscopia de luz (campo claro) os espécimes

foram lavados em solugéo fisioldgica (0,9%), colocados entre duas laminas e
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foram levemente pressionados para a manutencdo de sua forma original.
Posteriormente fixados em AFA (solugéo de Etanol a 70%, Formalina a 37% e
Acido Acético Glacial, na proporgéo de 95:3:2) e logo apds a fixacdo foram
corados com carmim e observados em microscépio de luz no Laboratério de
Biologia Parasitaria da Universidade Federal de Lavras (BIOPAR - UFLA). A
coloragéo foi realizada conforme Amato et al. (1991). Em resumo a técnica
consiste em colocar a amostra em alcool 70% por 15 minutos antes de corar
com o carmim cloridrico (10 minutos). ApOs este processo as amostras foram
desidratadas em série crescente por etanol (70, 80, 90 e 100% ambas por 10
minutos), clarificados com cresoto de Faia e finalmente montados em lamina e
laminula com balsamo do Canada.

Procedeu-se a mensuracdo dos seguintes parametros (n= 291
exemplares): comprimento e largura totais, tamanho da faringe, ovario e
testiculo, distdncia entre as ventosas oral e ventral e a distancia entre a
ventosa ventral e a porgcao final posterior (poro excretor). Essas medicoes
foram realizadas por meio do estereomicroscopio trinocular Motic SMZ 168 e
do microscopio Motic BA 310 ambos acoplados a camera Moticam 5.0 MP
integrados ao software Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group Co LTD). As
demais amostras nado utilizadas para microscopia foram depositadas no
Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria

da UFLA em frascos contendo alcool 70%.
4.3.1.1 Avaliacdo dos ovos através de software

Para avaliagdo e contagem de ovos utilizou-se o software ImageJ
(National Institutes of Health, USA), o qual usa um conjunto de imagens obtidas
através de qualquer tipo de microscopia (por exemplo, microscopia de luz, de
fluorescéncia, microscopia eletrbnica de varredura, transmisséo, etc). Uma das
vantagens do processamento de imagens digitais € a obtencdo de informacgdes
e parametros que possibilitam a descricdo, andlise e interpretacdo das imagens
ou entendimento da cena pelo computador.

Em resumo, o programa trabalha da seguinte maneira: primeiramente, o
plugin determina os objetos de interesse na imagem e cria uma figura binaria.

Plugins séo programas de computador usados para adicionar fungdes a outros
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programas maiores, provendo alguma funcionalidade especial ou muito
especifica. Com o plugin deste software foi mensurada a area total de cada
ovo. Os objetos de interesse foram marcados na imagem com pixels pretos em
um fundo branco. Dentro do programa o usuario pode selecionar uma das
opcOes pré-definidas e escolher quais andlises serdo realizadas, como por
exemplo, a medicdo da é&rea total da figura, a criacdo de mapas com as
distancias entre as estruturas, entre outras analises (Figura 8).

Para separar o utero do animal nas imagens foi utilizada uma ferramenta
de criacdo de vetores no software Gimp 2.8 (GNU Image Manipulation Program
Open Source), e desta forma foi possivel calcular o tamanho do 6rgéo através
de criacdo de uma imagem secundaria com as mesmas quantidades de pixels
da imagem original.

A partir deste dado foi possivel estimar o niumero de ovos por mmz,
adaptando as metodologias utilizadas por Mains et al. (2008), Mandarim de
Lacerda (2010) e Rosati et al., (2015), criando assim uma estimativa do numero
total de ovos presentes em um individuo adulto. Para tal calculo foi considerada
a area total do parasito, a area total correspondente ao Utero e a quantidade
média de ovos por mmz2. Para mensurar o tamanho médio total da area de
individuos adultos, dos seus respectivos Uteros e do tamanho médio dos ovos,
foi realizada uma média aritmética com base em 10 imagens.

Foram realizadas contagens manuais do nimero de ovos com intuito de
averiguar a acuracia do programa utilizado neste estudo. As imagens possuiam
uma mesma area (em micrébmetros) e os valores foram extrapolados para mmz,
através de uma regra de trés simples. A area usada para contagem dos ovos
pelo software ImageJ possuia 230 x 170 um (totalizando 0,0391 mm?) e as
imagens usadas para contagem manual possuiam uma area de 790 x 593 um
(perfazendo 0,468 mm?2). Para facilitar a contagem de ovos manualmente as
imagens selecionadas foram divididas em grids e estes foram numerados de 1
a 7 nas colunas e de “A” a “E” nas linhas (Figura 9).

No programa ImageJ, todas as imagens capturadas através do
microscopio e medidas com o software Images Plus 2.0 foram convertidas em
imagens de escala de cinza. Posteriormente, a funcdo “limiar” foi utilizada para

melhorar o contraste das estruturas a serem analisadas em relagdo ao plano
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de fundo. ApGs o uso da funcao “limiar”, se houvesse algum "ruido" residual na
imagem (material que n&o estava sendo avaliado), este foi removido usando o
software Gimp 2.8. Para a delimitacdo entre um objeto e outro, utilizou-se a
ferramenta watershed. A area total do parasita, Utero e ovos foi medida usando

as ferramentas: Medir ou Analisar Particulas. O processo de binarizacao,

medicdo e contagem dos itens avaliados neste trabalho podem ser visualizados

Figura 8. Demonstracdo de uma das funcionalidades do software ImageJ (NIH,

USA). Barra de escala = 0,03 mm.

Legenda: [A] Imagem original. Consta de uma foto de microscopia de luz
(campo claro) de ovos de E. coelomaticum. [B] Fase “2” da analise de area e
contagem de estruturas. Nesta etapa existe 0 “reconhecimento” das estruturas
por parte do software. Representa o processo de binarizacdo da imagem. [C]
Terceira etapa da analise: corresponde a “segmentacdo”, ou seja, € a criagao
de uma segunda imagem binaria. [D] Processo de andlise de imagens,

corresponde a transformacdo da imagem binaria artificial para segmentos de
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linha com a capacidade de contagem da area total da amostra, bem como a

area especifica de uma das estruturas ou de todas ao mesmo tempo.

1 2 3 4 S| 6 7

Figura 9. Processo de contagem manual de ovos de E. coelomaticum
provenientes do sul de Minas Gerais, Brasil. Consta de uma foto de
microscopia de luz (campo claro) de ovos de E. coelomaticum. Foram

estabelecidos grids para facilitar a contagem através de quadrantes.

L

Figura 10. Processo de binarizacdo para calcular tamanho da area do Utero de

E. coelomaticum. Barra de escala = 1mm.
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Para realizar a estimativa do nimero minimo de ovos presentes em
ateros de individuos adultos foram usadas trés metodologias, sendo a primeira
pela contagem de ovos inteiros visualizados no campo. No segundo processo
para estimar o numero de ovos, foram consideradas as areas de todas as
estruturas visiveis e com delimitacdo clara. Posteriormente foi realizada a
divisdo da &rea do utero pela area de ocupacdo dos ovos na luz do 6rgéo, e
finalmente a terceira metodologia foi uma extrapolacdo da area de ocupacao

dos ovos na luz do GUtero considerando uma taxa de ocupacéo integral (100%).

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras foram preparadas para microscopia eletronica de varredura
conforme descrito anteriormente por Lopes-Torres et al. (2013). Para obtencé&o
dos ovos foram realizados cortes longitudinais nos parasitos entre a ventosa
ventral e o poro excretor. Posteriormente os espécimes foram colocados em
uma placa de petri com solugdo salina e em seguida colocadas em um
agitador. A solucéo foi recuperada e centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos.

Em relacdo ao processo de microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
os trematddeos e os ovos foram fixados em solucdo de Karnovsky (que
consiste de paraformaldeido a 4%, hidréxido de sédio a 1 M, glutaraldeido a
2,5% em tampéo de cacodilato de sodio a 0,1M pH 7,2) pelo periodo minimo
de 24 horas Depois de retirados do fixador os exemplares foram lavados trés
vezes com tampdo de cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2), com intervalos
regulares de 10 minutos entre as lavagens. Posteriormente as amostras foram
desidratadas em série crescente com acetona (25, 50, 75, 90 e 100%); sendo a
Gltima série realizada por mais duas vezes, totalizando sete. Em seguida foram
secadas em ponto critico com CO?2 (CPD 030 - Bal-Tec). Posteriormente as
amostras foram montadas em “stub” e revestidas com ouro usando o
evaporador de ouro SDC 050 (Bal-Tec), e examinadas usando o microscopio
eletrénico de varredura LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss).

A preparagdo das amostras para microscopia eletronica foi realizada no
laboratorio de Microscopia e Andlise Ultraestrutural (LME), no Departamento de

Fitopatologia da UFLA. As imagens foram geradas e capturadas digitalmente,
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nas condicdes de trabalho de 20 kV. Foi utilizado o Software GIMP 2.8 no
preparo e tratamento das imagens apresentadas neste estudo.

4.4  SDS- PAGE de proteinas do tegumento

Foi realizado um procedimento para estimar o peso molecular das
proteinas mais abundantes no tegumento dos parasitos. Para tanto os
exemplares foram colocados em tampao salino (PBS) com inibidores de
proteases em tubos do tipo Falcon e submetidos a agitacdo no vértex por cinco
minutos. A solucdo de PBS + inibidores estava fria (4°C) para evitar a
expressdo e liberacdo de produtos excretérios/secretorios do animal. Os
trematodeos foram retirados do tubo e a solugdo contendo o extrato proteico foi
mantida a -20°C por uma hora conforme metodologia proposta por Morales &
Espino (2012). Apds retirada do congelador a amostra foi centrifugada por
cinco minutos a 3500 rpm. Os elementos celulares foram separados por
densidade de gradiente de centrifugacdo. O extrato proteico foi analisado por
eletroforese SDS-PAGE conforme Laemmli (1970), em gel a 15% de
concentracdo. Posteriomente foram corados por Coomassie brilliant blue
R-250. A utilizacdo dessa metodologia se aplica para a construgdo de um
eletroforetograma proteico onde € possivel verificar as proteinas com diferentes
massas molares. Nas corridas eletroforéticas, foram aplicados 5, 10 e 15 uL do
extrato proteico das amostras na concentracédo de 2,63 pug/puL. Os marcadores
de baixa massa molar (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) usados foram
(em KDa): 97 fosforilase b, 66 albumina, 45 ovoalbumina, 30 anidrase

carbdnica), 20,1 inibidor de tripsina e 14,4 a- lactoalbumina.

45 Andlises estatisticas

Realizou-se analise descritiva das variaveis do estudo para verificacdo
se a distribuicdo dos dados possuia carater normal. A prevaléncia de parasitos
foi calculada de acordo com Bush et al. (1997). Posteriormente foram
realizados testes de associagao entre a variavel dependente, presenca de E.
coelomaticum em pancreas bovinos, que foi categorizada dicotomicamente

como positivo ou negativo, comparando-as com as demais variaveis do estudo
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(sexo, idade, raca predominante e escore de condicdo corporal). Para isso foi
realizado o teste qui-quadrado ou Exato de Fisher e aquelas variaveis que
demonstraram associacdo (p<0,05) passaram pela andlise de variancia —
ANOVA (variaveis paramétricas) e Kruskal Wallis (para as ndo parameétricas).
Foi aplicado o teste T pareado para comparar o numero de ovos observados
através de contagem manual e pelo software. Foram realizadas correlacdes
(correlacdo de Pearson) entre a &rea do Utero e a area corporea total, e entre o
namero de ovos observados pela contagem manual e pelo software. O patamar

de significancia de 5% foi utilizado para ambos o0s casos.
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5 RESULTADOS

5.1 Condic¢des climéticas

Foram observadas variagbes nos volumes das chuvas nos dois anos

antecedentes a este estudo, bem como no ano das coletas conforme se pode

observar nas figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11. Distribuicdo pluviométrica realizada pelo Instituto Nacional de
Meteorologia - INMET da cidade de Lavras, Minas Gerais nos anos de 2012 e

2013 respectivamente, em comparacdo com a série historica para a regido

entre os anos de 1960 e 1990.
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Figura 12. Distribuicdo pluviométrica realizada pelo Instituto Nacional de
Meteorologia - INMET na cidade de Lavras, Minas Gerais nos anos de 2014 e
2015 respectivamente, em comparagdo com a série histérica para a regido

entre os anos de 1960 e 1990.
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Figura 13. Chuva acumulada mensal durante o ano de 2016 no municipio de
Lavras — MG, e curva normal climatoldgica de chuva esperada para a regido de

acordo com as médias mensais entre os anos de 1960 e 1990.
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5.2 Ocorréncia de E. coelomaticum

No total foram coletados 469 pancreas bovinos. A quantidade de 6rgaos
parasitados ou ndo e 0s respectivos municipios de origem estdo descritos na
tabela 3. E possivel verificar ainda na tabela o percentual que cada municipio

representa considerando o numero amostral total estudado.

Tabela 3. Valores absolutos e percentuais de ocorréncia de animais infectados

e sadios de acordo com o municipio de origem.

Prevaléncia
Cidade Meso. Negativo Positivo (%) PR*(%)
Aguanil 7 18 4 18,2 4,7
Boa Esperanca 8 28 7 20,0 7,5
Bom Sucesso 7 34 4 10,5 8,1
Campo Belo 7 57 7 10,9 13,6
Cana Verde 7 15 8 34,8 4,9
Candeias 7 16 9 36,0 53
Coqueiral 8 14 5 26,3 4,1
Cristais 7 18 3 14,3 4,5
Lavras 1 60 24 28,6 17,9
Nepomuceno 1 11 24 68,6 7,5
Perdbes 7 14 0 0,0 3,0
Ribeirdo Vermelho 1 23 0 0,0 4,9
Santana da Vargem 8 25 0 0,0 53
Santana do Jacaré 7 21 2 8,7 4,9
Santo Anténio do Amparo 8 18 0 0,0 3,8

Total NA 372 97 20,7 100,0

Meso. = corresponde as mesorregides descritas na Figura 6. PR= Percentual
representativo do municipio em relacdo ao niumero total de animais avaliados
(n=469) independentemente se foram positivos ou negativos. NA = n&o se
aplica

A prevaléncia total de animais parasitados por E. coelomaticum foi de
20,7% (97 de 469 amostras). Considerando cada cidade isoladamente,
Nepomuceno foi a que apresentou o maior numero de animais infectados em
relacio ao numero total de espécimes avaliados por localidade,
correspondendo a 68,6% (24 de 35 pancreas), seguido por Candeias com 36%,
Cana Verde com 34,8% e Lavras com 28,6% de positividade. A menor taxa de

animais parasitados se deu no municipio de Santana do Jacaré com 8,7%. E
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importante destacar que na cidade de Nepomuceno houve uma propriedade
que apresentou 100% dos seus animais infectados (n= 23). Por outro lado
deve se ressaltar que quatro dos quinze municipios estudados nédo
apresentaram animais infectados.

A média de idade das 469 amostras analisadas foi de 3,21 anos com
desvio padrdo de 1,18 anos. A média de idade dos animais negativos foi de
3,13 anos (desvio padrao 1,13) e dos animais positivos foi de 3,54 (desvio
padrao 1,29). Na tabela 4 é possivel verificar o percentual de animais positivos
e negativos para E. coelomaticum de acordo com a faixa etaria dos bovinos. E
possivel verificar que a propor¢cdo de animais infectados em relacdo aos
animais sadios é menor entre 0os mais jovens (com dois e trés anos) variando
entre 14,37% e 17,21%. Ja a partir do quarto ano de vida estes valores sobem
para 31,32%, 29,41% e 32,35% respectivamente (tabela 4). De acordo com o
teste de variancia ANOVA (p = 0,0020) é possivel inferir que a propor¢cédo de

animais doentes aumenta apoés 3,54 anos.

Tabela 4. Percentual de animais positivos e negativos de acordo com a faixa

etaria
Status do animal (%) Idade*

2 3 4 5 6 ou +
Positivos 17,218 14,372 31,32° 29,41° 32,35°
Negativos 82,79°  8563* 68,68°  7059°  67,65°
Total 100 100 100 100 100

*Correspondem a anos de vida. Valores seguidos por letras diferentes na
mesma linha diferem entre si (p<0,05)

Para facilitar as analises estatisticas os diferentes escores de condi¢éo
corporal foram agrupados em trés categorias. Sendo a categoria A
correspondente aos escores 2,3 e 4 que englobam os animais debilitados até o
limite onde os animais sao considerados magros, categoria B, escores 5, 6 e 7,
gue correspondem aos animais com quantidade de carne variando entre
moderada e boa e baixa quantidade de gordura, sendo animais ideais para o
abate. E finalmente a categoria C com o0s escores 8 e 9, onde os animais

possuem grande quantidade de gordura sendo classificados como gordos ou
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extremamente gordos. Uma vez agrupados foi possivel verificar que existe
associacdo entre os escores mais baixos (categoria A) e a presenca de E.
coelomaticum com o valor de p<0,05.

Pode-se observar na tabela 5 os percentuais de animais positivos e
negativos bem como a classificagdo dos mesmos quanto aos escores de

condicao corporal.

Tabela 5. NUmero de animais positivos e negativos e seus respectivos escores

corporais
Status do animal (%) Escore de condigéo corporal

2 3 4 5 6 7 8 9
Positivos 88,5 87,5 1000 13,0 11 0,0 124 6,3
Negativos 115 125 0,0 87,0 989 100 87,6 938
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Considerando cada escore isoladamente o que apresentou a maior taxa
de animais positivos foi o escore quatro com 100%, seguido pelo escore dois
com 88,5%, e pelo escore trés com 87,5% de seus animais infectados.

Na tabela 6 sdo descritos os valores de parasitismo encontrados nos

rebanhos bovinos avaliados de acordo com a raca predominante.

Tabela 6. Valores encontrados de bovinos parasitados de acordo com a raca

predominantemente declarada.

Status do animal Raca predominante

(%) Europeia Indiana Mestica
Positivos 9,52 20,1° 25,3°
Negativos 90,5? 79,9° 75,5°
Total 100 100 100

Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05)

Foi observado que de acordo com a analise estatistica aplicada, existe
associagdo entre o numero de animais infectados e a raga predominante
(p<0,05). E possivel verificar uma tendéncia dos animais mesticos e de origem
indiana apresentarem taxas proporcionais de infeccdo maiores dos que o0s

animais de origem européia.
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N&o houve associacdo entre o sexo dos animais e a ocorréncia de E.
coelomaticum com nivel de significancia de 5%. Nos graficos 1 e 2 é possivel
ver a comparacdo do niumero de animais positivos e negativos de acordo com

0 género e cidade de origem.
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Grafico 1. Fémeas de gado bovino provenientes do matadouro de Campo Belo,
Minas Gerais. Comparagédo do numero de animais avaliados de acordo com as
localidades de origem e numero de individuos parasitados e sadios. Barras em

preto sdo animais negativos e barras em cinza sao animais positivos.
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Grafico 2. Machos de gado bovino provenientes do matadouro de Campo Belo,

Minas Gerais. Compara¢do do niumero de animais avaliados de acordo com as
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localidades de origem e numero de individuos parasitados e sadios. Barras em

preto sdo animais negativos e barras em cinza sao animais positivos.

53 Morfometria

5.3.1 Microscopia de luz (campo claro)

A morfometria foi baseada em 291 exemplares coletados nos ductos
pancreéaticos provenientes de no minimo de dois animais por localidade,
totalizando 26 bovinos. Os espécimes apresentaram corpo achatado, fusiforme
ou oval, sem estruturas como ganchos ou espinhos. O tegumento do corpo
apresentou-se predominantemente liso, e 0s animais apresentaram
comprimento médio de 8,79 mm (+0,98) e largura média 4,39 (+0,69), conforme
atabela 7.

Tabela 7. Média de comprimento e largura de E. coelomaticum de acordo com

a cidade de origem das amostras.

Cidade N°  Compr. DP Min-Max Larg. DP Min-Max
Aguanil 27 8,65 0,98 7,3-10,2 4,14 0,46 3,548
Boa Esperanca 26 8,90 094 7,3-10,3 4,26 0,44 3,548
Bom Sucesso 22 881 083 7,3-100 4,34 0,37 3,548
Campo Belo 28 8,99 0,88 7,3-10.4 457 045 3,751
Cana Verde 22 882 091 73101 451 045 3,751
Candeias 24 9,08 0,81 7,3-10,5 5,07 0,46 4,1-56
Coqueiral 25 8,80 1,11 7,3-10,0 493 0,63 4,1-5,6
Cristais 27 8,70 1,20 7,0-10,0 5,01 0,80 3,957
Lavras 34 8,60 0,97 7,0-10,0 4,36 0,87 3,2-6,2
Nepomuceno 34 8,82 1,08 7,0-10,2 4,01 0,50 3,246
Santana do Jacaré 22 852 0,99 7,0-100 3,83 0,43 3,245
Valores médios 26 8,79 0,98 7,0-105 439 0,69 3,2-6,2

Compr. = comprimento total. Larg. = largura total. DP = desvio padréo; Min. e
Méax. = valores minimo e maximo da medida. N° = numero de espécimes de E.
coelomaticum avaliados. Todas as medidas sdo em milimetros.

A relacdo entre o comprimento e largura corporal variou entre 1,74 e
2,22 mm, possuindo uma média de 1,99 mm. O grafico 3 ilustra a comparacéo

destes parametros de acordo com a cidade de origem da amostra.
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Gréfico 3. Comparacdo do comprimento e da largura de exemplares de E.
coelomaticum de acordo com a cidade de origem.

Legenda: Compr.= comprimento; Larg.= largura.

Os animais apresentaram duas ventosas, sendo a oral localizada na
regido anterior do corpo, sub-terminal, e a ventral situada na regido mediana do
corpo. Os testiculos estavam localizados posteriormente a ventosa ventral e
situados praticamente paralelos. O ovéario apresentou-se submediano logo
abaixo dos testiculos e finalmente, o Utero e vitelinos sdo sinuosos, conforme
se pode observar na Figura 14.

A ventosa oral é muscular, com comprimento entre 0,50 — 0,95 mm
(média de 0,74 mm) por 0,51 — 0,96 mm de largura (média de 0,75 mm). A
ventosa ventral apresentou comprimento entre 0,51 — 0,97 mm (média de 0,76
mm) por 0,52 — 0,98 mm (média de 0,76 mm de largura), conforme se pode
averiguar na tabela 8. A relagéo entre as ventosas foi de 1:1,02 em média. Os
cecos intestinais sédo bifurcados, delgados e sinuosos com terminacéo a 0,5
mm do final da parte posterior do animal. Bolsa do cirro disposta entre o inicio
da bifurcacdo do ceco e a ventosa ventral . Faringe curta, com formato
arredondado com comprimento médio de 0,25 mm (variacdo entre 0,20 e 0,29
mm) e largura média de 0,22 mm (variacao entre 0,18 e 0,26 mm). Foliculos
vitelinicos distribuidos nas laterais proximos a regido mediana do corpo. Ovario

em formato arredondado, alongado poés-testicular com dimensdo média de
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comprimento de 0,32 mm (variacdo entre 0,14 e 0,39 mm) e largura de 0,37
mm (variagéo entre 0,16 e 0,45 mm), conforme se pode observar na tabela 9.
Testiculo na mesma linha horizontal da ventosa ventral ou pds acetabular com
tamanho médio de 0,72 mm por 0,66 mm de comprimento e largura,

respectivamente.

Figura 14. Microscopia de luz (campo claro) de E. coelomaticum proveniente de
bovinos abatidos no sul de Minas Gerais, indicando a ventosa oral (VO), ceco
(Ce), ventosa ventral (VV), ovario (Ov), utero (U), faringe (Fa), bolsa do cirro

(BC), testiculos (Te) e vitelinos (Vi); barra de escala: 0,5 mm.
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Tabela 8. Média de comprimento e largura de E. coelomaticum de acordo com a cidade de origem das amostras.

Cidade N°  Cvo Min-Max Lvo Min-Max Covv Min-Max Lavv Min-Max
Aguanil 27 0,78+0,09 0,62-0,91 0,81+0,08 0,63-0,92 0,81+0,09 0,63-0,93 0,83+0,08 0,64-0,94
Boa Esperanca 26  0,73+0,08 0,61-0,93 0,74+0,08 0,62-0,94 0,75+0,08 0,63-0,95 0,76+ 0,08 0,63-0,96
Bom Sucesso 22 0,80+0,08 0,62-0,92 0,81+0,09 0,63-0,93 0,82+0,09 0,63-0,94 0,83+0,09 0,64-0,95
Campo Belo 28 0,74+0,10 0,60-0,93 0,76+0,10 0,61-0,94 0,76+0,10 0,61-0,95 0,77+0,10 0,62-0,96
Cana Verde 22 0,77+0,10 0,57-0,95 0,79+0,10 0,58-0,96 0,79+0,11 0,58-0,97 0,80+0,11 0,59-0,98
Candeias 24 0,73+0,12 0,50-0,92 0,74+0,12 0,51-0,93 0,75+0,13 0,51-0,94 0,76+0,13 0,52-0,95
Coqueiral 25 0,73+0,15 0,51-0,92 0,74+0,15 0,52-0,93 0,75+0,16 0,52-0,94 0,76+0,16 0,53-0,95
Cristais 27 0,74+ 0,14 0,54-0,92 0,75+0,15 0,55-0,93 0,76+ 0,15 0,55-0,94 0,77+0,15 0,56-0,95
Lavras 34 0,74+ 0,13 0,50-0,95 0,75+0,13 0,51-0,96 0,76+0,13 0,51-0,97 0,77+0,14 0,52-0,99
Nepomuceno 34 0,70+ 0,13 0,50-0,95 0,72+0,13 0,51-0,96 0,72+0,14 0,51-0,97 0,73+0,14 0,52-0,98
Santana do Jacaré 22 0,69+ 0,18 0,54-0,93 0,70+0,18 0,55-0,94 0,71+0,19 0,55-0,95 0,72+0,19 0,56-0,96
Valores médios 26 0,74+0,12 0,50-0,95 0,75+0,12 0,51-0,96 0,76+0,12 0,51-0,97 0,76+0,12 0,52-0,99

N° = nimero de espécimes de E. coelomaticum avaliados. Cvo = comprimento da ventosa oral. Lvo = largura da ventosa
oral. Covv = comprimento da ventosa ventral. Lavv = largura da ventosa ventral. Min = valor minimo encontrado para o
parametro avaliado. Max = valor maximo encontrado para o parametro avaliado. Todas as medidas sdo em milimetros.
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Tabela 9. Valores registrados de alguns parametros morfométricos de espécimes adultos de E. coelomaticum da regido sul do

estado de Minas Gerais, Brasil.

Cidade N©° VO-VV Min-Max VV-PE Min-Max CF Min-Max LF Min-Max
Aguanil 27 2,18+ 0,27 1,81-2,55 6,52+ 0,73 552-7,52 0,24+0,029 0,20-,029 0,22+0,027 0,18-0,26
Boa Esperanca 26 2,23+0,25 1,80-2,54 6,69+ 0,69 553-7,54 0,25+0,023 0,21-0,29 0,22+0,028 0,18-0,26
Bom Sucesso 22 2,22+0,24 1,83-2,51 6,64+ 0,62 554-753 0,23+0,023 0,20-0,27 0,22+0,027 0,18-0,26
Campo Belo 28 2,23+0,24 1,80-2,53 6,76+ 0,64 551-7,51 0,250,026 0,20-0,29 0,22+0,027 0,18-0,26
Cana Verde 22 2,22+ 0,25 1,84-2,52 6,65+ 0,68 551-7,52 0,25+0,024 0,21-0,29 0,21+0,027 0,18-0,26
Candeias 24 2,28+0,21 1,83-2,52 6,83+ 0,58 5,55-7,55 0,24+£0,028 0,20-0,29 0,23+£0,022 0,18-0,26
Coqueiral 25 2,21+0,30 1,85-2,52 6,63+0,83 552-7,54 0,23+0,025 0,20-0,29 0,22+0,030 0,18-0,26
Cristais 27 2,27+0,36 1,81-2,67 6,76x 1,06 532-7,72 0,23£0,015 0,21-0,25 0,22+0,026 0,18-0,25
Lavras 34 2,22+0,29 1,82-2,66 6,61+0,87 5,31-7,74 0,25+0,028 0,20-0,29 0,22+0,024 0,18-0,26
Nepomuceno 34 2,24+ 0,28 1,84-2,63 6,68+ 0,84 5,32-7,73 0,250,026 0,20-0,29 0,22+0,024 0,18-0,26
Santana do Jacaré 22 2,15%+0,23 1,81-2,52 6,38+0,72 533-7,75 0,23£0,029 0,20-0,28 0,23+0,021 0,20-0,26
Valores médios 26 2,23+0,27 1,82-2,61 6,67+0,78 532-7,74 0,250,026 0,20-0,29 0,22+0,025 0,18-0,26
Continua...

N° = nimero de espécimes de E. coelomaticum avaliados. VO-VV= distancia entre ventosa oral e ventral. VV-PE = distancia entre
a ventosa ventral e o poro excretor; CF= comprimento da faringe. LF = largura da faringe. Todas as medidas sdo em milimetros.
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Continuacao...

Cidade N° CTe Min-Max LTe Min-Max CO Min-Max LO Min-Max
Aguanil 27 0,71+0,127 0,54-091 0,62+0,090 0,50-0,79 0,33+0,03 0,28-0,36 0,38+ 0,034 0,32-0,45
Boa Esperanca 26 0,74+0,148 0,52-0,95 0,64+0,085 0,52-0,78 0,31+0,06 0,15-0,39 0,36+ 0,075 0,18-0,45
Bom Sucesso 22 0,65+0,134 o,51-088 0,67+0,101 0,52-0,79 0,32+0,03 0,28-0,36 0,370,029 0,33-0,45
Campo Belo 28 0,69+0,142 0,50-0,92 0,66+0,095 0,53-0,80 0,24+0,07 0,14-0,36 0,27+ 0,083 0,16-0,42
Cana Verde 22 0,73+0,131 0,50-095 0,67+0,096 0,50-0,79 0,34+0,03 0,29-0,39 0,39+ 0,029 0,34-0,45
Candeias 24 0,76x0,139 0,52-095 0,67£0,091 0,50-0,80 0,33+0,02 0,28-0,36 0,38+ 0,026 0,33-0,42
Coqueiral 25 0,69+0,105 o0,52-0,88 0,66+0,084 0,50-0,76 0,32+0,03 0,28-0,36 0,38+ 0,027 0,33-0,42
Cristais 27 0,73£0,173 0,53-0,93 0,63+0,096 0,51-0,75 0,32+0,01  0,29-0,33 0,37+0,015 0,34-0,39
Lavras 34 0,74+0,132 0,51-0,95 0,65+0,090 0,50-0,79 0,34%+0,03 0,28-0,39 0,39+0,033 0,33-0,45
Nepomuceno 34 0,69+0,134 0,50-0,94 0,65+0,093 0,50-0,80 0,34+0,03 0,28-0,39 0,39+0,031 0,33-0,45
Santana do Jacaré 22 0,68+0,139 0,52-0,88 0,720,077 0,58-0,79 0,32+0,04 0,28-0,39 0,37+0,044 0,33-0,45
Valores médios 26 0,72+£0,136 0,50-0,95 0,66+0,091 0,50-0,80 0,32+0,045 0,14-039 0,37+£0,039 0,16-0,45

N° = nimero de espécimes de E. coelomaticum avaliados. CTe = comprimento do testiculo. LTe = largura do testiculo. CO =
comprimento do ovario. LO = largura do ovério. Todas as medidas sdo em milimetros.
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A variacdo das médias entre as distancias das ventosas ndo apresentou
diferenga significativa no teste de analise de variancia. Os valores médios
apresentaram se de forma relativamente homogénea conforme se pode

observar no grafico 4.
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Grafico 4. Comparacédo das distancias médias entre as ventosas oral e ventral
de exemplares de E. coelomaticum de acordo com a cidade de origem.

Legenda: DeV = distancia entre ventosas

Do mesmo modo que a diferenga entre as distancias das ventosas nao
demonstrou grande variacédo, o parametro distancia entre a ventosa ventral e a
porcao final (poro excretor) dos animais ndo apresentou diferenca significativa
no teste de variancia. O gréafico 5 ilustra a comparacdo entre as médias
encontradas do parametro analisado.

O comprimento da faringe ndo demonstrou diferenca significativa entre
os rebanhos bovinos provenientes de diferentes municipios. E possivel
observar o mesmo padrédo de distribuicdo entre as medidas analisadas,
conforme grafico 6.

De acordo com teste de variancia o tamanho médio dos testiculos nao
apresentou variacao significativa entre as diferentes localidades estudadas. No
grafico 7 é possivel verificar a comparacdo das médias de acordo com a
localidade de origem das amostras e seus respectivos desvios padroes.
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A andlise de variancia demonstrou diferenca significativa do tamanho
médio dos ovarios dos espécimes avaliados. O gréfico 8 ilustra a comparacéo
entre os valores médios observados de acordo com a cidade de origem da
amostra analisada. E importante destacar que no municipio de Campo Belo as

meédias observadas foram menores que nas demais localidades.
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Gréfico 5. Comparacao das distancias médias entre a ventosa ventral e o poro
excretor de exemplares de E. coelomaticum de acordo com a cidade de

origem.

Gréfico 6. Comparagdo do comprimento e largura da faringe de espécimes de
E. coelomaticum de acordo com a cidade de origem.

Legenda: Compr.= comprimento; Larg.= largura.
42



0,9
0,8 T T T T T T -

07 41 T
o Wl
04 -
03 -

0,2 -
0,1 -

m Compr.

Larg.

Grafico 7. Comparacédo entre o comprimento e largura dos testiculos de E.
coelomaticum provenientes de rabanhos bovinos do sul do estado de Minas

Gerais.

Legenda: Compr.= comprimento; Larg.= largura.
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Gréfico 8. Comparacdo das médias de comprimento e largura do ovério de
exemplares de E. coelomaticum de acordo com a cidade de origem da
amostra.

Legenda: Compr.= comprimento; Larg.= largura.
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Durante as observacdes dos exemplares pela microscopia de luz, foi
possivel identificar inser¢des cubicas no tegumento do parasito, conforme se
pode observar na Figura 15. A face superficial destas estruturas apresentou

tamanho médio de 20 um (n= 50) e estas estruturas estavam dispersas em

varias regifes do corpo do animal.

Figura 15. Foto de microscopia de luz (campo claro) apresentado a visao geral
das insercdes cubicas no tegumento de E. coelomaticum oriundos de pancreas
bovinos, provenientes do matadouro de Campo Belo, Minas Gerais. Barra de

escala 20 um.

5.3.2 Avaliagéo dos ovos de E. coelomaticum

Para mensurar o tamanho da &rea de cada ovo bem como a éarea total
ocupada no utero foi realizada uma média aritmética de 10 imagens, contendo
ovos na luz do utero, utilizando a ferramenta ImageJ (NIH — USA). A éarea total
das imagens analisadas possuia 230 x 170 um (totalizando 0,0391 mm?2),
sendo possivel visualizar em média 15 ovos inteiros e dez metades (totalizando
25 estruturas). A area preenchida pelos ovos (ovos inteiros e as metades)
representou 0,024 mmz2. Deste modo foi realizado o calculo do percentual da

area ocupada pelos ovos na luz do Utero, sendo este, portanto, igual a 61,38%
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da area total da luz do uUtero dos parasitos. Os ovos apresentaram valores
médios de area de 0,000980 mm2 e perimetro médio de 119 um (n = 250)

Os espécimes utilizados para realizar a estimativa do nUmero de ovos
apresentaram corpo achatado, fusiforme ou oval com comprimento médio de
7,67 mm (+0,34) e largura média de 3,66 (+0,41). A area média dos individuos
adultos correspondeu a 29,4 mmz (+4,26), enquanto que a area meédia do Utero
representou 15,5 mmz2 (£3,18). A area total de E. coelomaticum variou entre 21
e 36 mmz e a area total do 6rgéao correspondeu entre 9,5 e 20,6 mmz2, conforme
tabela 10. A equacédo da regressao linear para o tamanho do utero de acordo
com a area total do animal (mm?) calculada foi y= 0,6196x -2,7614 e R2 =
0,6875 a qual foi significativa com p < 0,05 (grafico 9).

Tabela 10. Valores registrados para a area total de exemplares de E.
coelomaticum, tamanho do Utero e taxa proporcional do 6rgdo em relacdo a

area do parasito.

Amostra Area total (mm?2) Utero/Animal

E. coelomaticum Utero (%)
1 27,3 14,3 51,98
2 29,2 14,2 47,98
3 30,8 16,9 55,00
4 36 18,3 50,00
5 21 9,5 45,00
6 28,4 18,2 63,98
7 32,2 14,5 45,00
8 28 15,4 55,00
9 26,8 12,7 45,00
10 34,4 20,6 60,00
Média 29,4 15,5 51,9
Desvio padrao 4,26 3,2 6,60
Minimo 21 9,5 45,0
Maximo 36 20,6 64,0
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Gréfico 9. Correlacdo entre tamanho total de espécimes de E. coelomaticum
(mm?2) e 0 seu utero. Legenda: Regresséo linear y = 0,6196x - 2,7614, onde y
€ 0 tamanho previsto do 6érgao e x a variavel independente tamanho total do
corpo; R2 =0,6875, p< 0,05.

Considerando somente 0s ovos Vistos por inteiro nas imagens (15 ovos
em 0,0391 mm?2) e usando uma regra de trés simples chega-se ao numero
estimado de 383,63 ovos por mmz2. Empregando a estimativa de ovos inteiros
visiveis por mmz2 e considerando a area meédia dos Uteros de exemplares de E.
coelomaticum (15,5 mm3), foi possivel estimar que um exemplar adulto possui
cerca de 5.946,3 ovos em seu Utero.

No segundo panorama foi considerada a area média de ocupacao dos
ovos na luz do utero, ou seja, ovos inteiros e porcdes que pudessem ser
delimitadas que correspondessem a ovos. A éarea preenchida pelos ovos
representou uma média de 0,024 mmz2. O percentual médio da area ocupada
pelos dos ovos na luz do utero foi de 61,38 % (com variacdo entre 55% e 85%).
Multiplicando o percentual médio de ocupa¢do dos ovos na luz do Utero pela
area média do 6rgao (15,5 mm2) e dividindo o resultado por 100, se chegou ao
namero de 9,51 mm?2 (que corresponde a area realmente utilizada pelos ovos).
Considerando que um ovo possui uma area média de 0,000980 mmz?, para se
chegar a segunda estimativa foi dividida a area de ocupacdo dos ovos (9,51

mm2) pela area média de um ovo, chegando ao niumero estimado de 9.704,08
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ovos. Dividindo o numero estimado de ovos pela area meédia do o6rgdo
(15,5mm?2) chegou-se ao valor de 626,07 ovos por mmz2. Ja a média de ovos
contados manualmente foi de 9.366,48, com 604,28 ovos por mm?2. As
distribuicbes do numero de ovos e 0s respectivos outliers podem ser
observados no grafico 10. De acordo com o teste T ndo houve diferenca
significativa considerando uma distribuicdo equivalente para as variancias dos
nameros de ovos contabilizados manualmente e estimados pelo software, com
valor de p > 0,05. (p=0,756). Realizou-se ainda uma regressdo linear com
intervalo de predicdo de 95% para o numero de ovos contabilizados de forma
manual e pelo software, conforme grafico 11, com R2=0,9745 e y= 1,0424x-
4,3418, sendo y o numero de ovos estimados pelo software e x o nUmero de
ovos contados manualmente.

A variacdo do numero de ovos esta diretamente ligada ao tamanho do
Utero bem como a taxa de ocupac¢do na luz do 6rgéo pelos ovos, conforme se

pode observar no gréfico 12.
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Grafico 10. Box plot do numero de ovos por area (mm?) contabilizados de forma
manual e pelo software ImageJ. N&o houve diferenca estatistica significativa

para ambos os métodos com p >0,05.
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Gréfico 11. Quantidade estimada de ovos de E. coelomaticum albergados no
Gtero do parasito, provenientes de bovinos abatidos no sul de Minas Gerais.
Correlagdo entre o numero de ovos contados manualmente e através do
software ImageJ. Legenda: Regresséao linear y = 1,0424x - 4,3418, onde y € 0
namero previsto de ovos estimados pelo software e x a variavel independente

contagem manual; Rz = 0,9745, p< 0,05.
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Gréfico 12. Comparacdo do numero de ovos contabilizados manualmente e o
namero de ovos previstos pelo software ImageJ e de acordo com o tamanho do

orgao em milimetros quadrados.
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No terceiro cenario foi considerada a taxa de ocupacédo de 100% da
imagem por ovos. Sendo assim foi estimado que em 0,0391 mm?2 temos 39,89
ovos (0,0391+0,000980) e por consequéncia chegamos ao valor de 1.020,20
ovos por mmz, Portanto ao se levar em conta o tamanho médio do utero de um
animal adulto chegou-se a estimativa de 15.813,10 ovos em um espécime de
E. coelomaticum adulto. Foi realizada uma regressao linear e definida a
equacao para estimar o numero de ovos presentes em individuos adultos de

acordo com a area do utero (mm2), conforme grafico 13.
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Gréfico 13. Equacao da regressao linear simples para prever o nimero de ovos
em Utero de E. coelomaticum considerando uma taxa de ocupacao de 100% da
area da imagem por ovos. Legenda: Regressao linear y= 1.020,40x + 1,81212;
onde y é o numero previsto de ovos e x a varidvel independente tamanho do

atero em mmz?; R2 = 1, p< 0,05.
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5.3.3 Morfologia de E. coelomaticum

Detalhes da topografia da superficie foram obtidos através de observacgbes
pela microscopia eletronica de varredura. Foram observadas dobras no
tegumento do parasito tanto na superficie ventral como na dorsal. A ventosa
oral apresenta abertura ovalada, predominantemente lisa, apresentando
papilas com forma de cupula. Também foram observadas papilas na superficie
da ventosa ventral que apresenta dobras concéntricas e abertura triangular
(Figura 16). Muitas estruturas cubicas também foram detectadas cobrindo o
tegumento dos exemplares analisados. Essas protuberancias estavam
dispostas em ambas as superficies do corpo do parasito (ventral e dorsal). E
possivel verificar a topografia do poro genital de espécimes adultos de E.
coelomaticum e este esta situado entre as ventosas e apresentou superficie
lisa. Além disso, é evidente a visualizacdo do cirro extrovertido que se abre
para 0 meio exterior pelo poro genital. Ainda foi possivel observar que o
tegumento do corpo apresentou algumas estrias semelhantes a digitais,
dispostas de forma concéntrica e transversal (Figura 17). E possivel verificar a
conformacao dos ovos de espécimes adultos de E. coelomaticum. A casca dos
ovOos nao apresenta estruturas como projecdes ou espinhos. O opérculo é bem
delimitado, conforme se pode observar na Figura 18.
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Figura 16. Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de adultos de E.

coelomaticum. [A] Visdo da regido da ventosa oral (VO) mostrando o poro
genital (PG); barra de escala: 0,2 mm. [B] Maior ampliagdo da ventosa oral
(VO) destacando a presenca de papilas (P); barra de escala 0,1 mm [C] Viséo
geral da ventosa ventral (VV) e do tegumento que apresenta dobras (D); barra
de escala: 0,2 mm [D] Detalhe da superficie da ventosa ventral destacando as
papilas (P) e o tegumento apresentando dobras concéntricas (DC); barra de
escala: 0,05 mm.
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Figura 17. Imagens de microscopia eletronica de varredura de adultos de E.
coelomaticum. [A] Visdo do tegumento do parasito com inserc¢des cubicas (IC);
barra de escala: 0,2 mm. [B] Maior ampliacdo das inser¢des cubicas (IC) e
estrias (E) semelhantes a digitais; barra de escala 0,02 mm [C] Visé&o geral da
ventosa ventral (VV), ventosa oral (VO) e do poro genital (PG) com o cirro
extrovertido; barra de escala 0,2 mm. [D] Maior ampliacéo do poro genital (PG)

com cirro extrovertido; barra de escala: 0,05 mm
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Figura 18. Imagens de microscopia eletronica de varredura de ovos de E.

coelomaticum . [A] Visao geral de ovos (Ov) presentes na luz do Gtero; barra de
escala: 0,05 mm. [B] Ampliacdo dos ovos (Ov) mostrando o opérculo (Op);
barra de escala: 0,01 mm.
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54 SDS PAGE

Foi possivel verificar que as proteinas do tegumento do parasito

possuem pesos moleculares estimados entre 160 e 14,4 kDa.
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Figura 19. SDS-PAGE de extratos protéicos de Eurytrema coelomaticum A
solugcéo da amostra foi aplicada com 15, 10 e 5 ul nos poc¢os da esquerda para
a direita respectivamente. Os marcadores de peso molecular séo indicados em

kDa na primeira canaleta do lado esquerdo (gel corado com Comassie blue).
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6 DISCUSSAO

De acordo com Mohanta et al. (2015), as espécies de Eurytrema
correspondem a grupo de trematédeos amplamente distribuido pelo globo.
Pinheiro et al. (2012) afirmam que as principais regides de concentracdo
desses parasitos sdo a América do Sul, Europa e Asia. Considerando somente
o Brasil, este helminto possui ampla distribuicdo e é comumente encontrado
em abatedouros de varios estados brasileiros (llha et al. 2005, Bassani et al.
2006).

Apesar de ser comumente encontrado, ainda ndo se tem estimativas
sobre o impacto destes organismos na producdo pecudaria nacional. E
importante destacar que apesar de o presente estudo ter identificado parasitos
presentes nas amostras, 0sS animais nao apresentaram sintomas graves
durante a inspecdo ante-mortem, corroborando com informagfes ja descritas
na literatura sobre o fato da doenca ser assintomatica em muitos casos
(Bassani et al. 2007)

Foram observadas variacbes nos indices de precipitacdo na regido
objeto do estudo. Essas oscilacbes e a diminuicdo dos niveis de chuvas
provocaram até mesmo 0 racionamento de &agua em alguns municipios
contemplados no presente trabalho. As variagbes pluviométricas observadas
nos anos anteriores e no ano da coleta das amostras sugerem que a populacao
de Bradybaena similaris, hospedeiro intermediario, tenha diminuido. Segundo
Almeida & Bessa (2001) e Mota & Almeida (2012), a presenca de umidade do
ar e solo sao os fatores determinantes para a reproducdo de moluscos
terrestres, sendo possivel a observagao na queda da populagédo nos meses e
anos mais secos.

O volume de chuvas observadas no periodo de 2014 a 2015 foi menor
do que o esperado, o0 que ocasionou um desequilibrio hidrico, provocando uma
queda na umidade do solo, possivelmente prejudicando a reproducédo do
caramujo, pois de acordo com Silva et al.(2009), a producao de ovos tende a
ser menor em condicoes desfavoraveis de umidade do substrato, o que

contribui para uma acentuada queda na populagao em si.
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Os resultados de infeccdo encontrados no presente trabalho (20,7%)
diferem do estudo realizado por Belém et al. (1992) que encontraram uma taxa
de infeccdo de 8,5% na mesorregido sudoeste do estado de Sao Paulo. J&
Azevedo et al. (2004) encontraram uma meédia global de 12,1% dos animais
infectados na regido noroeste do estado do Parana, entretanto os percentuais
de infecgéo variaram entre 8,3% e 40,5% considerando evidentemente cada
localidade isoladamente. Por outro lado Bassani et al. (2006) registraram uma
prevaléncia média de 47,8% na regido centro-oeste do Parana com variacfes
entre 26,9% a 72,9%. Schwertz et al. (2016b) observaram uma alta taxa de
infecgao global, com uma prevaléncia de 63,5% dos animais parasitados na
regido de Concordia no estado de Santa Catarina. Os valores médios de
parasitismo destes estudos também divergem dos encontrados no presente
trabalho, mas, considerando os valores de variacdo entre as localidades, estes
sim, coincidem com os encontrados nos rebanhos do sul de Minas, que
apresentaram variacdes entre 8,7% a 68,6%.

Essas diferencas entre as prevaléncias de ocorréncia da doenca
registradas na regido sul do estado de Minas Gerais com outras ocorréncias no
Brasil se devem em parte pelas caracteristicas geograficas, hidrolégicas e
condicdes climaticas encontradas nas mesorregides do presente trabalho. A
regido do presente estudo apresenta relevo predominantemente constituido por
areas ingrimes conhecidas como “Mar de Minas” (referindo-se a mares de
morros) com altitude média de 900 a 1000 metros do nivel do mar. Essa regido
possui ainda uma grande rede de riachos que se interligam e desaguam em
rios com abrangéncia regional, além de rios mais extensos como o caso do rio
Grande que faz parte da bacia do Parana (Coura 2007; IBGE, 2015b). A
fitofisionomia da regido compreende elementos da mata Atlantica e do Cerrado
(Coura 2007). Estas condicbes ambientais e climaticas podem influenciar a
distribuicdo de hospedeiros intermediarios e consequentemente dificultar e/ou
facilitar o fechamento do ciclo biolégico, conforme mencionado por Belém et al.
(1992).

Outro fator que possivelmente tem um peso significativo no ciclo de
transmissdo do parasito € o manejo realizado nas propriedades rurais. De

acordo com Liu et al. (2016), uma das poucas estratégias que sdo realmente
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efetivas para o controle desta parasitose incluem um sistema efetivo de
alojamento dos animais, niveis de higiene das instalacbes e boas préaticas no
manejo do rebanho.

O fato de uma propriedade possuir animais infectados e todos os fatores
ambientais necessarios para a manutencao do ciclo parasitario favorecem a
perpetuacédo da infeccao por E. coelomaticum (llha et al. 2005).

Os tamanhos médios dos parametros observados no presente estudo
(comprimento e largura do animal, tamanho das ventosas e demais 0rgaos)
confirmam que a espécie predominante nos rebanhos do sul de Minas Gerais €
compativel com Eurytrema coelomaticum. Dentre os parametros avaliados
somente o comprimento e largura média dos ovarios analisados diferiram um
pouco dos valores médios descritos por Figueira et al. (2014), que observaram
um tamanho médio de 0,38 mm por 0,47 mm de comprimento e largura
respectivamente, enquanto o presente estudo observou valores de 0,32 mm e
0,37 mm para 0os mesmos parametros. Wiroreno et al. (1987) descreveram 0s
tamanhos médios do ovario de Eurytrema pancreaticum com aproximadamente
0,27 mm de diametro. Os valores médios encontrados no presente estudo e a
relagdo de proporcdo entre as ventosas e o tamanho corporal também véo de
encontro com aqueles descritos por Ilha et al. (2005) e Mohanta et al. (2015).
Somente o municipio de Campo Belo apresentou animais com tamanho de
ovario inferior aos demais. Isso pode ser em decorréncia de padrdes
fenotipicos expressados em decorréncia de alguma alteracdo no entorno de
seu ambiente. Yamamura (1989) observou que ovos provenientes de um
mesmo animal (trematddeo) resultam em adultos com diferentes padrdes de
crescimento quando realizada a infeccao experimental em bovinos e ovinos.

Ao analisar se havia algum tipo de relacéo entre as diferentes variaveis
qualitativas analisadas, foi verificado que n&o houve associacdo entre o0
namero de animais positivos para E. coelomaticum com relacdo ao sexo do
bovino (p >0,05). Esta informacé&o vai na contramao dos achados por Bassani
et al. (2006) que encontraram uma predominancia de parasitos em fémeas
bovinas correspondendo a 50,3% das fémeas e 34,8% dos machos infectados.

A média de idade dos 469 animais foi de 3,21 anos, tendo os animais

negativos uma média de 3,13 e os positivos 3,54. De acordo com o teste do qui
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quadrado houve uma associacgédo significativa (p<0,05) entre a presenca de E.
coelomaticum e a idade do animal. Essa caracteristica também foi observada
por Bassani et al. (2006), que verificaram uma diferencga estatistica significativa
entre estas duas variaveis, sendo 0s animais parasitados em média um ano
mais velhos (tendo os animais saudaveis 3,78t1,75 anos e os infectados
4,72+1,94).

Foi possivel verificar uma associagdo entre o escore de condi¢do
corporal dos animais parasitados e a presenca de E. coelomaticum em
pancreas bovinos. Batista et al. (2014) observaram que cabras da raca
Anglonubiana com valores maiores de ovos por grama de fezes — OPG para
parasitos gastrintestinais registram escores menores do que a média
observada. Eles associaram 0S menores escores a anemia resultante das
infeccbes por parasitos. De acordo com Ndlovu et al. (2009), o escore de
condigdo corporal (ECC) é sem duavida o melhor pardmetro pratico para se
avaliar o status nutricional de um rebanho. Em seu trabalho eles observaram a
variacdo do ECC durante 10 meses em trés diferentes racas de bovinos Nguni,
Bonsmara e Angus (sendo a primeira um hibrido de diferentes racas indianas e
europeias, a segunda de origem na Africa do sul e a ultima uma linhagem
europeia). Eles observaram que mesmo com baixas cargas parasitarias (ovos
do tipo strongyloides e Fasciola sp) os animais da raca Angus apresentaram
um decréscimo em seus escores ao longo do experimento. Ja Bassani et al.
(2006) ndo encontraram diferencas significativas que pudesse demostrar
alguma associacdo entre a presenca de E. coelomaticum e os diferentes
escores corporais.

No presente estudo foi verificada uma associacdo entre a presenca do
parasito no pancreas bovino e a raga predominante do animal, entretanto nao é
possivel com base somente nestes dados inferir qual a relacdo desta
associacdo. E necesséario um acompanhamento destes animais por um longo
periodo e com um n° relativamente maior para poder avaliar com maior
precisao esta relagdao. No estudo realizado por Ndlovu et al. (2009), houve uma
resisténcia maior a infec¢cdo por Fasciola sp. por parte de animais mesticos

(Nguni e Bonsmara) em relacdo ao gado predominantemente europeu.
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De acordo com Neuhaus (1978), o comprimento do utero de alguns
trematodeos correlaciona-se com o tamanho do corpo. No presente estudo foi
observado que ha uma relacdo entre o tamanho do animal e o tamanho do
Gtero com valor de p < 0,05, e f de significacdo < 0,05. A relacdo positiva e
significativa entre o tamanho corpéreo e do Utero indica que o acréscimo de um
€ acompanhado pelo aumento proporcional do outro sem, no entanto, requerer
dependéncia entre eles, mas possibilitando que a partir do primeiro possa ser
estimado o valor do segundo.

O atero de E. coelomaticum possui em sua luz aglomerados de ovos,
ndo existindo um método eficaz para quantificar o nimero total de ovos dentro
do 6rgdo sem empregar métodos que destroem as estruturas internas do
parasito, ocasionando a perda de material ao longo do processo de incisdo e
retirada do 6rgdo, afetando a contagem e posteriormente os resultados. O
software ImageJ fornece medidas precisas da area de superficie dos ovos e
portanto é uma ferramenta excepcional para auxiliar na contagem e
consequente criacdo de estimativas mais proximas a realidade. Rosati et al.
(2015) usaram a analise de imagens digitais combinada com medidas de
profundidade, para calcular o numero de ovos de moscas varejeiras (Diptera:
Calliphoridae) e deste modo, criaram um modelo tridimensional para estimar o
namero de ovos através do volume e ndo somente pela area superficial.

No presente estudo foi realizada uma correlacdo linear simples para
avaliar o tamanho esperado do Utero de animais adultos a partir da area
corporea total de E. coelomaticum. Valero et al. (2001) usaram como referéncia
para avaliar o desenvolvimento do Utero de Fasciola hepatica proveniente de
rebanhos da Bolivia, Espanha e Franca um modelo de crescimento alométrico
onde a curva apresenta um crescimento exponencial. J& Neuhaus (1978) usou
para calcular a equacdo do comprimento do Utero de Dicrocoelium dendriticum,

Pleurogenoides medians e Fasciola hepatica o tamanho corrigido do corpo que

éigual a \/largura x comprimento. O autor observou uma curva sigmoide com
a parte meédia apresentando uma secdo linear, onde ele considerou um
crescimento alométrico.

Segundo Bassani et al. (2007), a proporcdo de ovos eliminados e a

observacdo destes via OPG nao esta relacionada diretamente ao niamero de

59



parasitos albergados no hospedeiro, mesmo considerando aqueles que
depositam seus ovos diretamente na luz do intestino.

Neste trabalho foi realizada uma estimativa do numero de ovos
presentes no Utero de espécimes adultos de E. coelomaticum. Na literatura ndo
ha descricdo sobre estimativas do numero de ovos presentes no utero de
animais adultos. Yamamura (1989) testando a ovipostura de E. coelomaticum
observou in vitro uma quantidade média de 641 ovos depositados por dia,
sendo considerado pelo autor um numero baixo e totalmente irregular em
relacdo a outros parasitos. Ja4 Brandolini & Amato (2001) testando diferentes
meios fisioldégicos observaram que a solucdo de Locke foi a que apresentou a
melhor taxa de ovipostura com média de 746+139 ovos, seguido pela solucéo
de Earle 304.6£154,7 e finalmente a solucdo salina a 0,85% com 194,5+132
ovos em média.

O formato e a coloracao dos ovos observados neste trabalho corroboram
com os dados informados por Yamamura (1989) e Pinheiro et al. (2015) que
identificaram ovos com coloracdo amarelada ou amarronzada e com
comprimento médio de 40 e 44,07 um por 30 e 30,71 um de largura média,
respectivamente. Segundo 0s autores 0s ovos com coloragdo marrom estavam
férteis enquanto os amarelados eram imaturos.

Apesar do relativo sucesso com relacdo a estimativa de ovos é
imprescindivel destacar que as metodologias adotadas neste trabalho possuem
limitacbes como o fato de que as imagens analisadas pelo software possuem
caracteristicas bidimensionais, enquanto que 0s parasitos possuem
conformacao tridimensional. Desta forma o numero total de ovos acaba sendo
subestimado, pois agueles ovos que nao sao capturados pela imagem acabam
por ndo entrar no calculo da estimativa. Portanto, considerando os trés
cenarios estabelecidos no presente trabalho fica evidente que o ndmero
minimo de ovos presentes em Uteros de E. coelomaticum varia entre as médias
de 5.946,30 e 15.813,10, sendo necessario desenvolver uma metodologia para
extracdo do 6rgdo sem que haja perda de material e assim determinar com
exatiddo o numero total de ovos presentes.

A metodologia aplicada pelo software € a denominada watershed

(refere-se metaforicamente a uma bacia hidrografica geolégica, ou a divisdo de
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drenagem). O algoritmo watershed trata a imagem como um mapa topografico,
com o brilho de cada ponto que representa a sua altura e encontra as linhas
que ocorrem ao longo das suas bordas. Portanto a segmentacao da imagem é
normalmente usada para localizar objetos e limites, como linhas, curvas, etc.
(Verma 2013). Um problema que pode ocorrer é a presenca de ruidos nas
imagens que podem diminuir a precisdo do teste, mas mesmo com esses
pormenores, a andlise possui grande sensibilidade e pode ser considerada
uma excelente ferramenta de analise de imagens (Zhu et al. 2007).

Uma das vantagens do procedimento realizado neste estudo é o fato de
que sao utilizados softwares livres (ImageJ e Gimp), e estes ndo requerem
hardwares caros ou especializados. Outro aspecto positivo relacionado a
técnica de estimativa de ovos de E. coelomaticum é que as imagens
digitalizadas fornecem registros permanentes que podem ser verificados
através de contagem manual se isso for desejado.

Usando a técnica descrita neste trabalho € possivel realizar a estimativa
de milhares de ovos em pouco tempo e com uma grande acuracia. O tempo
necessario para contagem manual pode ser uma complicacdo em
experimentos que exigem a contagem de ovos, exigindo um esforgo
substancial, perda de tempo e recursos (Mains et al. 2008). Portanto, o0 método
descrito neste trabalho inclui uma reducdo substancial de tempo, maior
consisténcia nos dados obtidos, diminuicdo de erros, além de tirar o viés
humanao.

De acordo com as informacgdes obtidas a partir da microscopia eletronica
de varredura foi possivel observar um tegumento predominantemente liso
apresentando estrias concéntricas ao redor das ventosas e transversais no
corpo. Essa conformacao da disposicao das estrias também é vista em outros
trematédeos como a espécie Lobatostoma jungwirthi (Trematoda:
Aspidogastrea) (Paola & Damborenea, 2001), E. coelomaticum e E.
pancreaticum (Sakamoto & Oikawa 2007) e Concinnum epomopis (Trematoda:
Dicrocoeliidae) (Otubanjo, 1985). C. epomopis compartilha ainda mais
caracteristicas ultraestruturais com E. coelomaticum. De acordo com o autor foi
possivel observar papilas sensoriais dispostas ao longo do corpo, mas

principalmente na regido das ventosas oral e acetabular, possuindo, portanto,
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padrao similar ao observado no presente trabalho. Outros trematodeos que
apresentam um padréo semelhante de papilas ao redor de suas ventosas sao
espécies de Phyllodistomum , conforme trabalho realizado por Stunzenas et al.
(2017). Lima et al. (2011) observaram estrias semelhantes a digitais no
tegumento de Schistosoma mansoni (Trematoda: Schistosomatidae), porém o
tegumento apresentou grande numero de tubérculos com varios espinhos
distribuidos aleatoriamente por todo o corpo.

A localizacdo do poro genital observado no presente estudo ajusta-se
com o que é descrito na literatura, estando na linha mediana entre a ventosa
oral e a ventosa ventral, conforme descrito por (Bassani et al. 2007)

Muitas estruturas cubicas foram observadas em exemplares de E.
coelomaticum provenientes do sul do estado de Minas Gerais, tanto na
microscopia de luz (campo claro) quanto na eletrbnica de varredura. Estas
estruturas estavam dispostas em praticamente toda extensdo do corpo dos
parasitos, sendo visualizadas tanto na superficie ventral quanto na dorsal.
Somente em alguns pontos ndo foi possivel encontrar as inclusdes no
tegumento: nas ventosas e no entorno do poro genital dos animais. Estruturas
com formatos diferenciados foram observados em algumas espécies de
trematdédeos, como o caso de Opisthorchis viverrini, que tém inclusées
cristalinas que sdo minusculos granulos circulares em células subtegumentares
(Sobhon & Apinhasmit 1995). Corpos esféricos e em forma de haste sédo as
estruturas encontradas em células subtegumentares de Paragonimus
westermani (Fukuda et al. 1982). A neoderme de Shistossoma mansoni
apresenta tubérculos e espinhos além de areas com pouca rugosidade (Lima et
al. 2011). Johnson et al. (2003) caracterizaram uma estrutura cristalina da
proteina Glutationa S Transferase em Shistossoma haematobium e que
provavelmente atua na interagdo parasito — hospedeiro. Eles citam também
gue essa estrutura pode ser considerada uma promissora candidata a vacina
contra esquistossomose.

Apesar de possuirem diferentes tipos de estruturas em seus
tegumentos, nenhuma das espécies pesquisadas dentro da classe Trematoda
exibiu caracteristicas proximas as insercdes cubicas registradas no presente

estudo, exceto o trabalho de Sakamoto & Oikawa (2007) que ao analisar as
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espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum descreveram que as inclusdes
cubicas possuem perfil protéico. Segundo os autores, a estrutura mais proxima
aos cristais cubicos € a proteina Glutationa S Transferase observada em
Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium, Clonorchis sinensis e
Fasciola hepatica. Insercfes protéicas podem ser definidas como substancias
citoplasmaticas estaveis e geralmente sdo constituidas por agregados
protéicos (Singh et al. 2005).

E fundamental entender qual o real papel das inser¢Bes cubicas
dispersas no tegumento do parasito e avaliar se estas estruturas podem ser
utilizadas como uma molécula candidata a vacina e/ou medicamento contra a
euritrematose bovina. Portanto compreender as relacdes entre as diferentes
estruturas e moléculas do parastio sdo essenciais para o desenvolvimento de
estratégias efetivas no controle da parasitose.

O perfil protéico do tegumento de E. coelomaticum deve ser melhor
entendido e desta maneira aumentar o rol de conhecimentos acerca das
interacbes do parasito durante a infeccdo nos ductos pancreaticos. Neste
estudo foram observadas proteinas de diferentes tamanhos no extrato protéico
do tegumento do parasito. Sakamoto & Oikawa (2007) identificaram que as
estruturas cubicas possuem um peso molecular de 36,6 kDa. No presente
estudo as proteinas do tegumento apresentaram tamanho variando entre 160 e
14,4 kDa. Deste modo fica claro que é necessario identificar as demais
proteinas exibidas no tegumento e correlacionar com a patogénese da doenca,
além é claro, de observar possiveis proteinas candidatas a vacinas contra a

euritrematose.
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7 CONCLUSOES

A constatacdo da presenca de E. coelomaticum nos municipios de
Aguanil, Boa Esperanca, Bom Sucesso, Campo Belo, Cana Verde,
Candeias, Coqueiral, Cristais, Lavras, Nepomuceno e Santana do
Jacaré amplia a &rea de ocorréncia do parasito, que até o momento
ainda néo havia sido descrito no sul de Minas Gerais.

O estudo morfolégico permitiu a caracterizacdo da espécie E.
coelomaticum, além da confirmacdo da presenca de estruturas cubicas
em grande parte do tegumento

N&o houve no presente estudo a influéncia do sexo do animal com a
presenca do parasito.

Foram encontrados indicativos de que animais com escores mais baixos
e idade superior a 3,5 anos sao mais susceptiveis a infeccado por E.
coelomaticum.

Existe uma relacdo de tamanho entre o Utero dos animais e o
comprimento total dos parasitos.

A utilizac&o da técnica proposta neste trabalho tornou possivel realizar a
estimativa de milhares de ovos em pouco tempo e com uma grande
acuracia, dando maior consisténcia nos dados obtidos, diminuicdo de
erros, além de tirar o viés humano. A contagem manual de ovos
apresentou um indice inferior quanto ao niumero de ovos observados em
comparacao com a contagem realizada através do software ImageJ.

O uso das metodologias utilizadas neste trabalho podem ser aplicadas
aos diferentes grupos de parasitos e isso significa um aumento do
conhecimento sobre as taxas de reproducdo e poderdo auxiliar no
entendimento sobre aspectos relacionados a epidemiologia dos
parasitos.

Apesar do éxito na estimativa do numero de ovos previsto em Uteros de
E. coelomaticum, a metodologia aplicada possui suas limitacdes nos
fornecendo com precisdo o numero minimo de ovos presentes,

considerando os trés cenarios propostos. Regressoes lineares simples
64



podem ser estabelecidas para calcular o nimero de ovos albergados
baseados no tamanho do Utero, e as equacdes podem ser definidas
considerando a taxa de ocupac¢do na luz do utero ou considerando um
percentual de 100%. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que
os individuos adultos possuem cerca de 5.946,30 a 15.813,10 ovos,
dependendo do critério usado para avaliar.

Ha uma necessidade de se fazer estudos mais aprofundados
relacionados com aspectos reprodutivos das formas adultas de E.
coelomaticum, bem como entender aspectos relacionados a
epidemiologia e analises mais especificas associadas a analise
protedmica das proteinas cubicas presentes no tegumento do parasito,
avaliando se estas podem ser utilizadas para a criagcdo de vacinas e ou

medicamentos parasitarios efetivos.
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