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RESUMO

SILVEIRA, K. F. CARACTERIZAQAO MORFOLOGICA DE Clinostomum sp.
(Digenea: Clinostomidae) PARASITO DE Ardea alba. 2018. 56 f. Dissertacdo
(Mestrado em Saude e Produgdo Animal na Amazénia, Universidade Federal Rural da
Amazonia, 2018).

Clinostomum Leidy, 1856 (Digenea: Clinostomidae) € um género cosmopolita de
trematddeos digenéticos, que compreende 15 espécies identificadas com complexos
ciclos de vida parasitarios . O presente estudo possibilitou descrever a morfologia do
parasito Clinostomum sp. encontrado em Ardea alba na regido Metropolitana de Belém,
Estado do Para. Foram avaliados 23 espécimes de Ardea alba, procedentes de doacOes
feitas no periodo compreendido entre agosto de 2016 a margo de 2018, por instituicdes
da regido Metropolitana de Belém-PA, como: Parque Mangal das Gargas, Jardim
Botanico Bosque Rodrigues Alves e Batalhdo da Policia Ambiental. A pesquisa do
trematodeo do género Clinostomum sp. foi realizado na cavidade oral e esdfago, sendo
armazenados em frascos contendo &lcool 70% e encaminhados ao Setor de
Anatomopatologia de Silvestres do Laboratério de Patologia Animal - UFRA, para
processamento e analise em estereomicroscopio. Apos a coleta, os trematédeos, foram
lavados em agua destilada e fixados em &lcool 70%. O processamento geral dos
parasitos ocorreu de acordo com a sua posi¢cdo taxondmica e as observacdes por
microscopia de campo claro, em microscépio Olympus BX41 com camara clara, sem
zoom e sendo desenhados para obtencdo dos dados morfométricos dos trematddeos.
Para a identificacdo dos parasitos foram utilizadas chaves de identificacdo, livros e
artigos cientificos com descri¢des originais e redescri¢do de espécies. As analises ultra-
estruturais foram realizadas em imagens microscopio eletrénica de varredura e de
microscopia Optica no estudo taxondémico, para a andlise de distribuicdo dos
trematodeos foi utilizada, a média, a intensidade e a prevaléncia parasitaria. Esta analise
permitiu a identificacdo de um trematddeo adulto, pertencente ao género Clinostomum
sp. em quatro espécimes de Ardea alba, com prevaléncia de 17,4% localizado na
cavidade oral e 4,3% no esdfago, intensidade média de infeccdo de 14,5%, abundancia
média de 2,5%, amplitude de 3 a 28 trematddeos por ave e intensidade total de 58. Apds
este trabalho, permitiu-se caracterizar o género Clinostomum sp. semelhanga com a
espécie Clinostomum marginatum, sendo relatada a ocorréncia no Estado do Para.

Palavras-chave: Ardea alba, trematodeos, Clinostomum sp., cavidade bucal e eséfago



ABSTRACT

SILVEIRA, K. F. MORFOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Clinostomum sp.
(trematode, Digenea: Clinostomidae) PARASITE OF Ardea alba. 2018. 56 f.
Dissertation (Master of Animal Health and Production in Amazonia, Federal Rural
University of Amazonia, 2018).

Clinostomum Leidy, 1856 (Digenea: Clinostomidae) is a cosmopolitan genus of
digenetic trematodes, comprising 15 species identified with complex parasitic life
cycles. The present study made it possible to describe the morphology of the parasite
Clinostomum sp. found in Ardea alba in the metropolitan region of Belém, State of
Para. Twenty-three specimens of Ardea alba, from donations made between August
2016 and March 2018, were evaluated by institutions in the metropolitan region of
Belém-PA, such as: Parque Mangal das Garcas, Rodrigues Alves Forest Botanical
Garden and Environmental Police Battalion. The research of the trematode of the genus
Clinostomum sp. was performed in the oral cavity and esophagus, being stored in flasks
containing alcohol 70% and sent to the Department of Anatomopathology of Wild
Laboratory of Animal Pathology - UFRA, for processing and analysis in
stereomicroscope. After collection, the trematodes were washed in distilled water and
fixed in 70% alcohol. The general processing of the parasites occurred according to
their taxonomic position and the observations by light field microscopy under an
Olympus BX41 clear camera, without zoom and being designed to obtain the
morphometric data of the trematodes. Identification keys, books and scientific articles
with original descriptions and species redescription were used to identify the parasites.
The ultrastructural analyzes were performed in scanning electron microscopy and
optical microscopy in the taxonomic study, the mean, intensity and parasite prevalence
were used for the analysis of the distribution of trematodes. This analysis allowed the
identification of an adult trematode, belonging to the genus Clinostomum sp. in four
specimens of Ardea alba, with a prevalence of 17.4% in the oral cavity and 4.3% in the
esophagus, mean infection intensity of 14.5%, mean abundance of 2.5%, range from 3
to 28 trematodes per bird and total intensity of 58. After this work, it was possible to
characterize the genus Clinostomum sp. similar to the species Clinostomum
marginatum, being reported the occurrence in the State of Para.

Key words: Ardea alba, trematodes, Clinostomum sp., oral cavity and esophagus
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1. INTRODUCAO

Os Parasitos sdo considerados importantes componentes da biodiversidade
global, sendo os helmintos o grupo mais diversificado dentre os metazoarios parasitos
de vertebrados (POULIN; MORAND, 2004; MOURITSEN; POULIN, 2005). Apesar
do carater repugnante geralmente associado ao parasitismo por influéncia da viséo
parasitologica médica, o parasitismo € uma das relacbes simbidticas mais comuns na
natureza, exercendo importante papel nos ecossistemas, regulando populacbes de
hospedeiros, estabilizando as cadeias alimentares e estruturando comunidades de
animais (MOURITSEN; POULIN, 2002; MARCOGLIESE, 2004; POULIN;
MORAND, 2004; LEUNG; POULIN, 2008; SZUROCZKI; RICHARDSON, 2009).

Os animais selvagens sdo geralmente infectados por varias espécies de parasitas
e raramente sofrem mortes macicas ou epizooticas, devido a dispersdo natural e
territorialismo da maior parte das espécies (SCHMIDT; ROBERTS, 1984). Esses
animais sdo hospedeiros de uma grande variedade de parasitos, que podem atuar como
oportunistas ou como agentes primarios de doenca (SANTOS et al., 2011). Segundo
Daszak et al. (2000), os parasitos patogénicos podem representar uma ameaca para 0S
programas de manejo e recuperacdo de populagbes animais, 0 que assume particular
importancia para espécies ameacadas.

As aves tendem a abrigar uma diversidade de helmintos (KENNEDY et al.,
1986; POULIN, 1999), servindo como hospedeiros intermediarios ou definitivos de
parasitos, alguns com potencial zoonoético, destacando um papel importante desses
animais como bioindicadores de parasitoses com potencial ocorréncia no homem a
partir do consumo de alimentos em comum, como certas espécies de peixes, moluscos
Oou mesmo crustaceos, que podem atuar como hospedeiros intermediarios de helmintos
(FREITAS et al., 2002).

A maioria dos helmintos parasitos de aves silvestres é encontrada no trato
digestorio inferior, causando danos e sintomas que dependem da intensidade da
infeccdo, da capacidade imunoldgica do hospedeiro, do estresse continuo e da presenga
de outras doencas concomitantes nos animais (CUBAS; GODOY, 2009).

As infeccOes parasitarias tém importante papel para ardeideos, devido essas aves
consumirem uma variedade de organismos aquéaticos e sdo expostos a uma grande
guantidade de contaminantes porque ocupam o topo das cadeias alimentares aquaticas,
sendo bioindicadores de parasitoses (CHUNG et al., 1995; ARRUDA et al., 2001). As
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enfermidades parasitarias em aves se destacam como uma das mais frequentes
complicacgdes sanitérias, que ocasionam alteracdes como, diarreias, dilatacdo abdominal,
apatia, prostracdo, perda do apetite, perda de peso, ma digestdo dos alimentos e anemias
e dependendo da severidade pode causar o obito (FREITAS et al., 2002).

Todos os parasitos podem servir como marcadores bioldgicos dos habitos
alimentares de seus hospedeiros, dos ambientes onde esses vivem, e até mesmo de suas
rotas de migracdo (AMATO; AMATO, 2010). Além disso, podem regular as
populacdes de hospedeiros, influenciando a estrutura das comunidades onde vivem
(MCLAUGHLIN, 2001).

Devido a escassez de estudos sobre o tema e a exponencial relevancia que os
helmintos tém representado como agentes causadores de doenga em animais, pesquisas
relacionadas a infeccdo por parasitas em reservatdrios animais, incluindo aves, se
justificam pela contribuicdo para melhor caracterizacdo da distribui¢cdo geografica, da
variabilidade parasitaria e de seus hospedeiros, além das caracteristicas eco-
epidemioldgicas da infecgdo, que no caso do presente estudo, tem como abordagem a

espécie ardeidea Ardea alba e o trematodeo Clinostomum.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Descrever a morfologia do parasito Clinostomum sp. encontrado em Ardea alba

na regido Metropolitana de Belém, Estado do Para.

2.2. ESPECIFICOS

Realizar a identificagcdo taxondmica do Clinostomum sp. encontrados em Ardea

alba;

Realizar o estudo morfométrico do parasita Clinostomum sp. encontrado em

Ardea alba.

Avaliar a ocorréncia e a intensidade de infestacdo pelo trematédeo Clinostomum

sp. em aves da espécie Ardea alba;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ORDEM PELECANIFORMES

A ordem Pelecaniformes, é classificada em trés familias (Pelecanidae, Ardeidae
e Thereskiornithidae) (COMITE BRASILEIRO DE REGISTROS ORNITOLOGICOS,
2011). A Ardeidae € representada pelas gargas, socos e afins, possuindo mais de 60
espécies (COMITE BRASILEIRO DE REGISTROS ORNITOLOGICOS , 2015). Essas
aves encontram-se em ambientes aquaticos rasos, continentais ou costeiros, dos quais
dependem para sua alimentacao e reproducdo (FREDERICK, 2002).

No Brasil foram registrados, pela primeira vez, alguns ardeideos que podem
atuar como hospedeiros definitivos para espécies de helmintos como o0s:
Apharyngostrigea ardearum, Ascocotyle sp., Clinostomum complanatum, Episthmium

proximum, Nephrostomum limai; Ribeiroia insignis (BERNARDON, 2013).

3.1.1. A Familia Ardeidae

De acordo com a classificacdo taxonémica, a familia ardeidae possui 62 espécies
distribuidas mundialmente. Possui cinco subfamilias, sendo elas: Ardeinae, Botaurinae,
Tigrisomatinae, Agamiinae e Cochleariinae (SICK, 1997).

No Mundo é composta por 25 espécies de aves, abrangendo os popularmente
conhecidos socds, 0s savacus, as garcas e a maria-faceira, sendo a maioria de aves
aquaticas, as quais estdo entre as mais representativas em abundancia e frequéncia,
estando associadas a ambientes Umidos nos quais se alimentam e reproduzem (SICK,
1997).

A Ardeidae possui uma vasta distribuicdo geogréfica e constitui uma familia de
aves importante nas relagdes troficas das areas Umidas continentais, litoraneas ou
costeiras. Sua ocorréncia esta relacionada as diferentes caracteristicas dos ambientes,
como a disponibilidade de recursos, a area disponivel, a profundidade da coluna d’agua
e a estrutura e composicdo da vegetacdo (WIENS, 1989; SICK, 1997; PINTO et al.,
2013). Das espécies de ardeideos, a garga-branca-grande (Ardea alba) é a mais comum

e uma das maiores aves do pais (SICK, 1997).
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A familia ardeidae pode ser acometida por uma grande quantidade de endoparasitas
e ectoparasitas, porém é mais comum apresentarem endoparasitas, principalmente no
trato gastrointestinal (SANTOS et al., 2015).

3.1.2. Ardea alba (Garga-Branca)

A Ardea alba (Figura 1) é uma espécie que tem uma ampla distribuicéo
geografica nas América do Norte, Central e do Sul, Sudeste da Europa, Africa e Norte
da Asia (THE INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE-
SPECIES SURVIVAL COMMISSION, 2011) e no Brasil, em toda a sua extenséo
(SICK, 1997; SIGRIST, 2014).

Figura O1 - Espécime de Ardea alba (garca-branca-grande).

Fonte: https://casadospassaros.net/garca-branca-grande.

Em relacdo ao sexo, machos e fémeas tém aparéncia semelhante, com pouco ou
nenhum dimorfismo sexual, podem atingir uma altura de cerca de 90 a 102 centimetros
e possuem 0 corpo totalmente branco, pernas e pés pretos e bico amarelo (SICK, 1997),
tornando-se rosa avermelhado no periodo reprodutivo (HANCOCK, 1999).

Essas aves tém habito diurno e sdo observadas geralmente solitarias ou em
pequenos grupos, porém diante de uma situacdo favordvel para alimentar-se, podem
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formar grandes agrupamentos, chegando a centenas de individuos. Alimenta-se de
peixes, insetos e larvas aquaticas, crustaceos, moluscos e anfibios, permanecendo
imdvel por longos periodos em aguas rasas para pegar a presa (ARBALLO; CRAVINO,
1999).

Nidifica em colonias ou de forma solitaria em arvores da floresta ribeirinha,
como arbustos, ou vegetacdo emergente em lagoas e banhados. Na postura, séo
colocados de dois a trés ovos de coloracdo cinza azulada, com incubacdo de 25 a 26 dias
(BELTON, 2004).

As aves podem atingir uma longevidade de até 22 anos, sendo bastante sensivel
a mortalidade no primeiro ano de vida, provavelmente por causa dos fatores que
interferem na aprendizagem dos filhotes para se alimentar e riscos de migracdo (THE
INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE-SPECIES
SURVIVAL COMMISSION, 2011)

Na &rea urbana, essa espécie é bastante comum, os parques botanicos servem
como dormitério e nidificacdo. Durante o dia, podem ser encontradas em canais de
esgoto e lagos de pracas onde procuram alimentacdo (SOARES, 2009). Apesar do
processo de urbanizacdo perturbar varios micro-habitats, as pracas e parques ecoldgicos
sd0 muito importantes para a manutencdo de espécies de aves menos sensiveis as

perturbacdes e que conseguem sobreviver ao ambiente urbano (RIBEIRO et al., 2017).

3.2. HELMINTOS

As aves silvestres tendem a abrigar e disseminar diversas espécies de helmintos.
Esta helmintofauna esta relacionada diretamente com a alimentacdo das aves,
principalmente pelo consumo de peixes, que geralmente s&o o0s hospedeiros
intermediarios desses helmintos (KENNEDY et al., 1986; POULIN, 1999).

Os grupos de helmintos de maior importancia sdo denominados filos:
Nemathelminthes e Platyhelminthes, que apresentam corpo cilindrico e corpo achatado
dorso-ventralmente, respectivamente. Suas trés classes de parasitas que se destacam:
Nematoda, Cestoda e Trematoda (VASCONCELOS, 2000; BACK, 2002).

Os nematoides sdo os helmintos mais patogénicos e que podem causar sinais
clinicos como, apatia, diarreias, perda de peso, dilatacdo abdominal e méa digestdo
(VASCONCELOQOS, 2000; BACK, 2002). Os mais prevalentes na familia Ardeidae séo,

Contracaecum microcephalum, Desportesius invaginatus, Desmidocercella ardeae,
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Eustrongylides sp. e Baruscapillaria sp. (BERNARDON, 2013). Os mais comuns na
espécie A. alba, sdo Contracaecum sp., Eustrongylides sp., Porrocaecum reticulatum
(TAVARES et al., 2016).

A endoparasitose € uma patologia causada pelos helmintos, que promove
grandes perdas econdmicas de aves e sua importancia esta relacionada a manifestactes
intestinais graves como hemorragias decorrentes da congestdo e lesdo de mucosa
intestinal (VASCONCELOS, 2000).

Hinojosa-Saez e Gonzélez-Acufia (2005), realizaram levantamento de 33
trabalhos sobre helmintos de aves silvestres no Chile, identificando 22 familias e 34
géneros pertencentes as classes Nematoda, Acanthocephala, Trematoda e Cestoda,.
Entre as aves hospedeiras identificadas, a ordem Chraradriiformes e a ordem
Pelecaniformes apresentaram maior quantidade de registro.

Aleman-Canales et al. (2014), analisaram os padr&es de distribuicdo geogréafica e
levantamento de dados dos acantocéfalos em aves no México, e encontraram 17
espécies de acantocéfalos em 31 espécies de aves em mais de 45 localidades, sendo 20
em estados da Republica Mexicana. O maior niumero de aves infectadas foram das
familias Ardeidae (zona costeira do pais) e Anatidae (parte central do pais).

O desenvolvimento e a localizacdo dos helmintos dependem de varios fatores
ambientais, como um hospedeiro definitivo e intermediario para completar o seu ciclo
de vida (MERCADO-REYES et al., 2010). As enfermidades causadas por esses
parasitas geralmente causam sinais clinicos como perda de peso e em situacdes mais
severas a morte do animal (FREITAS et al., 2002).

Tavares et al. (2017), relacionaram vérias espécies de vertebrados silvestres com
as espécies de helmintos endoparasitos no Estado de Mato Grosso do Sul. Do total de
vertebrados, as aves foram as mais estudadas, com 103 espécies sendo reportadas como
hospedeiros de 79 espécies de helmintos. Santos et al. (2015), afirmam que as aves tem
uma elevada prevaléncia de parasitas no trato gastrointestinal sem, no entanto,
apresentar sinais clinicos de infec¢do parasitaria.

Violante-Gonzalez et al. (2012) avaliaram a ocorréncia de helmintos em duas
espécies de aves piscivoras, a A. alba e a Nyctanassa violacea, em duas lagoas costeiras
do estado de Guerrero, México e observaram que o parasita Ascocotyle (Phagicola)
longo, foi o helminto dominante na comunidade de helmintos de A. alba, enquanto que,
o Parvitaenia cochlearii, era abundante na comunidade de N. violacea. Os fatores que

influenciaram na diferenca da quantidade e tipo de helminto em determinado
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hospedeiro, foram os habitos alimentares (habitos dia/noite), diferencas locais na
abundancia de espécies de peixes e niveis de infecgcdo de helmintos em cada lagoa.
Bernardon et al. (2013), utilizaram 30 ardeideos oriundos da regido Sul do Brasil
para a pesquisa de helmintos, onde as espécies A. alba e A. cocoi, foram as que
apresentaram a maior diversidade parasitaria e a origem da infeccdo foi relacionada com

a alimentagdo, habitat e comportamento dessas aves.

3.3. CLASSE TREMATODA

Estes parasitos correspondem a uma parcela significativa da diversidade de
helmintos, sendo estimada a existéncia de 15.000 a 25.000 espécies pertencentes a
2.500 géneros e 150 familias (ESCH et al., 2002; POULIN; MOURAND, 2004;
LITTLEWOOD, 2006; POULIN, 2007). Apesar da diversidade de trematddeos
encontrados em hospedeiros vertebrados, foram descrito os ciclos biol6gicos de pelo
menos 1.350 espécies (YAMAGUTI, 1971; CRIBB et al., 2003)

Na classe Trematoda encontramos parasitos nao segmentados, de forma
geralmente foliacea, epiderme revestida por uma espessa cuticula protetora, com tubo
digestivo incompleto e uma ou mais ventosas, pelas quais se fixam ao hospedeiro e por
onde se alimentam. A maioria apresenta um ciclo evolutivo complexo, com um ou mais
hospedeiros intermediarios, especificos para cada parasito. Duas subclasses podem ser
encontradas nessa classe: Aspidogastrea e Digenea (possuem um hospedeiro definitivo
e um ou mais hospedeiros intermediarios). Todos os trematddeas que integram o ser
humano em seu ciclo pertencem a classe Digenea (DOLABELLA; BARBOSA, 2012).

Os trematodeos mais comum em aves da espécie A. alba sdo, Clinostomum
detruncatum, C. marginatum, Ignavia venusta, Philophthalmus lachrymosus,
Posthodiplostomum grande, Ribeiroia insignis e Opisthorchis sp. (JONES et al., 2005).

A primeira forma do estadio larval da subclasse digenea é um miracidio. Este
possui um par de células em flamas, cercaria com poro excretor dorsal secundario e
poro excretor primario posterior no final da cauda; cercaria com intestino bifurcado,
constituindo-se em dois cecos; adultos com poro excretor Unico localizado na
extremidade posterior do corpo e Utero posterior ao ovario; quando anterior, justaposto a
bifurcacdo do tubo digestivo e com algcas contendo os ovos, as ventosas, quando
presentes, tém localizacdo ventral ou subventral (FONSECA; PEREIRA, 2002).
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Os trematddeos digenéticos tém um ciclo de vida complexo envolvendo dois a
quatro hospedeiros. Em todos os ciclos conhecidos, o primeiro hospedeiro € um
molusco, geralmente um caracol. Com poucas excec¢des, 0 hospedeiro definitivo, que
contém o adulto, € um animal vertebrado (THATCHER, 1993).

3.3.1. O trematddeo Clinostomum sp.

Clinostomum Leidy, 1856 (Digenea: Clinostomidae) € um género cosmopolita
de trematodeos digenético, que compreende 15 espécies identificadas com complexos
ciclos de vida parasitarios (LOCKE et al., 2015; PEREZ-PONCE de LEON et al., 2016;
CAFFARA et al.,, 2017). Estdgios larvais desse trematodeo infectam primeiro
gastropodes e depois peixes ou anfibios. Os adultos sexualmente maduros habitam a
cavidade oral e o es6fago de vertebrados, principalmente aves, que ingerem segundos
hospedeiros intermediérios. Os humanos sdo ocasionalmente infectados depois de
comer peixe mal cozido, levando até a morte (SUTILI et al., 2014) (Figura 2).

Poucos caracteres morfologicos diferem confiavelmente entre espécies de
Clinostomum (UKOLI, 1966; YAMAGUTI, 1971; FEIZULLAEV; MIRZOEVA,
1983), e também ndo h& maneira confiavel de distinguir espécies com base em espécies
hospedeiras, porque as associacfes hospedeiras de todos o0s estadgios de
desenvolvimento sdo amplas ou pouco conhecidas (LO et al., 1982, MATTHEWS;
CRIBB 1998, HOFFMAN, 1999, BULLARD; OVERSTREET, 2008).

As aves que abrigam o adulto Clinostomum, pertencem a pelo menos 12 familias
(YAMAGUTI, 1971), porém a maioria dos registros foi observado em garcas
(Ardeidae) distribuidos em todo o mundo (MATTHEWS; CRIBB, 1998; DZIKOWSKI
et al., 2004; GUSTINELLI et al., 2010; CAFFARA et al., 2011, 2014, 2017; SERENO-
URIBE et al., 2013; PINTO et al., 2015; ACOSTA et al., 2016; LOCKE et al., 2015;
PEREZ-PONCE de LEON, 2016).

Figura 02. Ciclo biol6gico do trematddeo do género Clinostomum (1) O parasita adulto libera
seus ovos junto com as fezes do hospedeiro. Um molusco se alimenta das fezes e ingere os
ovos. (2) As cercérias livres deixam o molusco e infectam um peixe (segundo hospedeiro
intermediério), no qual os cistos sdo desenvolvidos (metacercérias). (3) Um passaro se alimenta
do peixe infectado e o parasita é liberado em seu trato digestivo, completando assim o ciclo. (4)

O homem come carne de peixe crua ou mal cozida e se torna um hospedeiro acidental.
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1 Hospedeiro definitivo

1
Ovos
Cercéria
2° Hospedeiro intermediario 1° Hospedeiro intermediario

Fonte: Sutili et al (2014).
A confusa taxonomia da historia do género foi revista por Gustinelli et al.

Hospedeiro acidental

(2010), que reconheceu entre 13 e 27 espécies validas. Por exemplo, Caffara et al.
(2011) discutiram que a validade taxonémica de duas espécie, ou seja, Clinostomum
complanatum Rudolphi, 1814 e Clinostomum marginatum Rudolphi, 1819, tem sido
disputada por quase 200 anos.

As metacercarias de espécies cosmopolitas de Clinostomum (comumente
conhecido como "grub amarelo™) produzem danos severos aos seus hospedeiros
intermediarios, 0s peixes de agua doce e, além disso, este trematodeos podem infectar
seres humanos e, por isso, tem recebido uma grande atencdo além de ter muitos
trabalhos publicados na literatura mundial (SHAREEF; ABIDI, 2013).

3.3.2. Ocorréncia do género Clinostomum.

O género Clinostomum Leidy, 1856 (Digenea: Clinostomidae) apresenta
distribuicdo geografica mundial e grande amplitude de hospedeiros (GUSTINELLI et
al., 2010; CAFFARA et al., 2011; CAFFARA et al., 2013), sendo relatado nas
Américas do Norte, Central e do Sul, Europa, Asia, Australia e Africa (THATCHER,
1981; BULLARD; OVERSTREET, 2008). Este género de trematodeos digeneticos
possui um complexo ciclo de vida parasitaria envolvendo hospedeiros vertebrados (aves

aquaticas e peixes de agua doce) e invertebrados (moluscos) (LOCKE et al., 2015).
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Ja foram registrados em 5 familias de aves piscivoras, Ardeidae, Accipitridae,
Lariidae, Fregatidae e Phalacrocoracidae, hospedeiros de adultos do género
Clinostomum (YAMAGUTI, 1958), podendo desenvolver intensa necrose de liquefacéo
no esdfago (DIAS et al. 2003). Alem disso, infecgdes humanas ja foram registradas em
muitos paises, demonstrando seu potencial zoonético (TIEWCHALOERN et al., 1999;
KITAGOWA et al., 2003; PARK et al., 2009).

Sereno-Uribe et al. (2018) revelaram, no centro do México, cinco linhagens
genéticas altamente divergentes de Clinostomum que foram interpretadas como
unidades evolutivas independentes ou espécies. Destas foram descritas trés das cinco
espécies obtidos a partir da cavidade bucal das aves piscivoras. A partir da combinacao
de dados moleculares, morfologia, espécies hospedeiras e distribuicdo geografica, foi
descrito espécie de Clinostomum.

Com relacdo a distribuicdo geografica mundial, a Tabela 1 estdo relacionados
alguns registros de Clinostomum sp. em aves pertencentes a familia ardeidae em

diversos paises.
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Tabela 1. Distribuicdo geografica do Clinostomum sp. em aves da familia Ardeidae em diversos paises, entre 1814 a 2018

Parasito

Hospedeiro

Localidade

Pesquisa do autor

Clinostomum complanatum

- Ardea cinerea

- Egretta caerulea

- Ardea herodias e Bubulcus ibis

-Egretta garzella L., Ardea purpurea e Ardea cinérea L.

Alemanha

Veracruz, México
Canada, Florida, Texas
Italia

Rudolphi (1814)

Montoya-Mendoza et al. (2004)
Caffara et al. (2011)

Clinostomum marginatum

- Ardea sp.

- Tigrisoma lineatum

- Tigrisoma lineatum

- Ardea herodias e Bubulcus ibis

Brasil

Brasil

Argentina

Canada, Flérida, Texas

Rudolphi (1819)
Arruda et al. (2001)
Lunaschi et al. (2009)
Caffaraetal. (2011)

- Ardea alba México Sereno-Uribe et al. (2013)

- Ardea alba Mississipi, EUA Rosser et al. (2017)
Clinostomum dasi - Botaurus stellaris Sul do Iraque Al-Salim e Ali (2010)
Clinostomum cutaneum - Ardea cinerea Quénia Paperna (1964)

Gustinelli et al. (2010)

Clinostomum singhi - Ardeola grayii Pasquitdo Bhutta e Khan (1975)
Clinostomum detruncatum - Tigrisoma lineatum Brasil Travassos et al. (1969)
Clinostomum sorbens - Tigrisoma lineatum Argentina Lunaschi et al. (2009)
Ithyoclinostomum dimorphum - Tigrisoma lineatum Brasil Arruda et al. (2001)
Clinostomum heluans - Egretta caerulea e Nycticorax gardeni Brasil Braun (1901)

- Ardea herodias L. México Bravo-Holis (1947)

- Ardea herodias herodias e Casmerodia albus egretta Cuba Vigueras (1955)

- Egretta alba Republica Tcheca Sitko (2012)

- Butorides striata

Brasil

Pinto et al. (2013)

- Botaurus pinnatus Brasil Werneck et al. (2017)
Clinostomum kassimovi - Ardea cinerea Russia Vaidova e Feizullaev (1958)
Clinostomum tataxumui - Ardea alba, Ardea herodias e Tigrisoma mexicanum México Sereno-Uribe et al. (2013)
Clinostomum tilapiae - Bubulcus ibis Gana Ukoli (1966)
Clinostomum wilsoni - Egretta intermedia Australia Mattheus e Cribb (1998)
Clinostomum album - Ardea alba Mississipi, EUA Rosser et al. (2017)
Clinostomum golvani - Butorides virescens Guadalupe Nassi e Bayssade-Dufour (1980)
Clinostomum caffarae - Ardea alba Veracruz, México Sereno-Uribe et al. (2018)

Clinostomum arquus

- Egretta thula Molina

Veracruz, México

Sereno-Uribe et al. (2018)

Clinostomum cichlidorum

- Tigrisoma mexicanum

Campeche, México

Sereno-Uribe et al. (2018)

Fonte: Arquivo Pessoal
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Em trabalho realizado no estado do Mississipi, nos Estados Unidos (EUA),
foram observados duas espécies de Clinostomum spp, morfologicamente distintas,
ocorrendo em grandes garcas, um morfologicamente consistente com C. marginatum
(RUDOLPHI, 1819) e o outro foi proposto como nova espécie, chamada de C. album n.
sp. (ROSSER et al, 2017). Estes estudos realizaram descricbes morfologicas
suplementadas com dados de sequéncia molecular.

Caffara et al (2011) coletaram 36 especimes de Clinostomum sp. no Canada,
Italia e EUA, estados da Florida e Texas, apresentando pouca diferenca morfologica
entre as espécies C. marginatum e C. complantum.

Sitko (2012), realizou levantamento de trematodeos adultos em 530 garcas de 8
espécies diferentes, obteve 29 espécies incluindo o primeiro registro de Clinostomum
heluans em Ardea alba na Republica Tcheca. No Brasil, esta espécie foi registrada em
espécimes de Ardea cocoi, Egretta caerulea e Nyctanassa violacea. (TRAVASSOS
ET AL., 1969).A espécie Clinostomum heluans, ainda foi encontrada em Ardea
herodias e Ardea alba egreta em Cuba (VIGUERAS, 1955), e em A. herodias no
México (BRAVO-HOLLIS, 1947; PEREZ-PONCE de LEON et al., 2007).

Bhutta e Khan, (1975) realizaram um estudo sobre os trematddeos digenéticos
encontrados em vertebrados e uma das espécies descrita pela primeira vez no Paquistao
foi, Clinostomum singhi encontrado na ave Ardeola gravii. Ja Al-Salim e Ali (2010),
registraram pela primeira vez trés espécies de Clinostomum spp (Clinostomum dasi,
Clinostomum complanatum e Clinostomum sp.) no Iraque.

Em estudo realizado no Quénia, Gustinelli et al. (2010), através do uso
combinado de dados morfologicos e estudos moleculares, pela primeira vez, obtiveram
0 reconhecimento e fizeram a descricdo do estagio adulto de C. cutaneum, Paperna
(1964), parasito da garca-cinza Ardea cinerea L.

Em Gana, o detalhadamento de trematddeos adultos de metacercarias revelou
uma nova espécie denominada C. tilapiae n. sp. O estudo foi baseado nas mudancas
anatdmicas que ocorrem com as metacercarias que crescem até a idade adulta, onde
foram realizadas descri¢cdes, medidas e desenhos de todas as espécies conhecidas do
género Clinostotnum, mostrando que uma revisao da situacdo especifica dos membros
do género é necessario (UKOLLI, 1966).

Wernerk et al. (2017), no Estado de S&o Paulo, relataram a primeira ocorréncia
da espécie C. heluans em ave da espécie Botaurus pinnatus da familia ardeidae. A

redescricdo da espécie foi feita com base na morfologia e morfometria comparada os
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espécimes descritos, segundo Braun (1901), Travassos et al. (1969), Sitko (2012), Pinto
et al. (2013) e Fernandes et al. (2015).

Em um levantamento realizado por Arruda et al. (2001), numa colecdo de 1.204
helmintos de aves brasileiras da familia Ardeidae, consistindo de cestdides, trematodeos
e nematoides, os autores notaram que o C. marginatum e o Ithyoclinostomum
dimorphum, foram os trematdeos de maior frequéncia nos estados do Rio de Janeiro e
Mato grosso do Sul, respectivamente.

Considerando a importancia da infeccdo na saude publica, o parasita do género
Clinostomum sp., merece atencdo ndo sO pelas perdas na producéo e no descarte de
carcacas de peixes que acarreta, mas também pelo seu potencial zoondtico,
principalmente com a espécie C. complanatum, cuja infeccdo em humanos se da pelo
consumo de pratos que utilizam carne de peixe crua (SUTILI et al., 2014). Neste caso,
apds 0 consumo as metacercarias sdo liberadas no estbmago e o parasita migra em
direcdo ao esdfago ou cavidade oral, geralmente causando faringite aguda ou laringite
(PARK et al., 2009). Ndo existe medicamento terapéutico para o tratamento da
clinostomiase em humanos (KITAGAWA et al., 2003).

Dias et al. (2003), observaram que a vida completa do ciclo de C. complanatum,
envolve o molusco como o primeiro hospedeiro intermediério, os peixes como segundo

hospedeiro intermediario e as aves 0s hospedeiros definitivos.
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4. METODOLOGIA

4.1. PRECEITOS ETICOS

A pesquisa obedece aos preceitos éticos e foi aprovada pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) e
obedece aos preceitos da lei Federal 11.794 de 8 de outubro de 2008 que estabelece os
procedimentos para uso cientifico de animais (Anexo 1), assim como 0S principios
éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado
com o namero de protocolo: 034/2014, e 23084-022512 (UFRA), além do parecer do
IBAMA com o nimero: 39285-2.

4.2. AS AVES

Foram inseridos no trabalho, 23 espécimes de Ardea alba (garca-branca-
grande). Os animais procederam de doacdes feitas no periodo compreendido entre
agosto de 2016 a janeiro de 2018, por instituicdes da regido Metropolitana de Belém,
sendo elas: Parque Mangal das Garcas, Jardim Zoobotanico Bosque Rodrigues Alves e
Batalhdo da Policia Ambiental, que recebem esses animais enfermos e que vem a 6bito,

ou, com origem de achados rotineiros, sem histérico clinico.

4.3. COLETA E PROCESSAMENTO DOS TREMATOIDES

As aves foram sexadas, pesadas e medidas (Tabela 2) e encaminhadas para
necropsia no Laboratorio de Patologia Animal (LABOPAT), do Instituto da Saude e
Produgdo Animal, da Universidade Federal Rural da Amazonia (ISPA/UFRA). Foi
utilizada ficha individual estruturada para cada ave analisada. A analise dos 6rgéos foi
realizada inicialmente in loco, com a descri¢do da disposicdo dos parasitos em relacéo a

posicdo anatdmica dos 0rgaos.
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Tabela 2: Procedéncia e dados do comprimento e peso de aves da espécie Ardea alba
examinados durante o periodo compreendido entre agosto de 2016 e janeiro de 2018 no
LABOPAT/UFRA

Ave Procedéncia Sexo Comprimento total (cm)  Peso (Kg)
1 Mangal das Garcas M 113 1,166
2 Mangal das Gargas M 103,0 0,858
3 Bosque Rodrigues Alves M 105,0 0,688
4 Mangal das Gargas M 94 0,690
5  Mangal das Garcas M 109 0,802
6  Bosque Rodrigues Alves M 125 0,994
7 Bosque Rodrigues Alves M 92,2 0,951
8 Mangal das Garcas M 84 0,756
9 Mangal das Garcas F 92,8 0,820
10  Mangal das Gargas M 93 0,799
11  Mangal das Gargas M 99 0,900
12  Batalhdo da Policia Ambiental M 87,5 0,799
13  Batalhdo da Policia Ambiental M 124 0,692
14 Bosque Rodrigues Alves M 100 0,845
15  Mangal das Gargas M 80,7 0,998
16  Mangal das Gargas F 83,1 0,821
17 Mangal das Gargas M 90,9 0,794
18  Mangal das Gargas F 93,4 0,524
19  Mangal das Gargas M 97 0,792
20 Batalhdo da Policia Ambiental M 122,4 0,952
21 Batalhdo da Policia Ambiental F 106,5 0,951
22  Batalhdo da Policia Ambiental M 101 0,986
23 Mangal das Gargas M 108 0,824

A andlise das aves foi realizada a partir de uma inciséo na pele, entre as pernas e
a cavidade celomatica, com posterior divulsionamento da pele e musculatura no sentido
cranial e exposicdo da musculatura do peito, em seguida realizou-se uma incisdo ao
longo do pescoco da ave no tecido cutaneo, cortando até a mandibula inferior, liberando
a lingua, possibilitando a remocdo do conjunto lingua, faringe, es6fago e laringe-

traqueia. Seguiu-se com a desarticulacdo por incisdo sobre o lado medial da coxa,
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estendendo-a até a por¢do anterior nos dois lados de modo a expor as visceras para que
cada 6rgao fosse cuidadosamente examinado in situ.

Durante a necropsia foram coletados, trematddeo adultos, presentes na cavidade
oral e es6fago, sendo armazenados em frascos contendo alcool 70% e encaminhados ao
Setor de Anatomopatologia de Animais Silvestres do LABOPAT/UFRA, para
processamento e analise no estereomicroscopio modelo LEIKA ES2.

Em seguida, os trematodeos encontrados foram separados em uma placa de Petri
contendo solugdo tampéo fosfato-salina (PBS), para remocdo de impurezas agregadas
ao helminto e estes foram acondicionados em tubos do tipo eppendorf, devidamente
identificados, contendo alcool 70%, para fixacéo.

Para a identificacdo procedeu a coloracdo dos trematddeos com carmin-ferro-
acetico e a diferenciacdo foi realizada com uma solugédo de alcool-acido-cloridrico. Os
exemplares foram posteriormente desidratados numa série alcodlica ascendente,
clareados com salicilato de metila e montados em laminas com Enthelan. Os
procedimentos foram realizados no Laboratério de Histologia e Embriologia Animal
(LHEA), ISPA/UFRA - Campus Belém.

4.4. ANALISE DOS TREMATODEOQOS

4.4.1. Microscopia de Campo Claro

As analises foram realizadas em estereomicrocopio de campo claro LEICA DM
Z500, com camara clara acoplada, sem zoom, para obtencdo dos desenhos dos parasitas.

A documentacao fotografica e a medicédo dos exemplares foram feitas em microscopio
LEICA DM Z500, com camera LEICA ICC50 HD acoplada e com a utilizacdo de um
software de andlise de imagem, e a unidade de medicdo utilizada ao longo deste
trabalho foi expressamente a unidade, em micrometro (um), sendo compostos por média
aritmética seguida de desvio padrdo e os intervalos entre a menor e maior medida,
separado por hifen da maior medida, ou conforme o indicado. As analises

morfometricas dos parasitos foram realizadas no LHEA/ISPA/UFRA

4.4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
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Foram selecionados seis trematodeos adultos, foram lavados em solugéo salina,
para remocdo de particulas indesejaveis e fixados em AFA. Em seguida foram
submetidos ao processo de fixacdo das amostras (1 a 5 mm3) durante 2 horas ou mais,
realizando lavagem em solucdo tampéo cacodilato ou fosfato. Pds-fixados em tetroxido
de 6smio (OsO4) a 1% ou 2 % por 1 hora e lavados novamente em solucéo tampéo. Os
parasitos foram transferidos para cestas permedveis do aparelho de ponto critico e
submetidos a desidratacdo em série crescente de etanol a partir da concentracdo de 50%,
em banhos duplos de alcool ou acetona, assegurando a remocdo completa da 4gua e, por
fim, secagem das amostras no aparelho de ponto critico, usando gas carbénico.

Durante o processo, 0s helmintos foram montados no "stub" (suporte metélicos
de aluminio), onde foram colocados um a um, com o auxilio de uma lupa, orientados de
forma que a porcdo a ser visualizada ficasse apoiada, entdo foram metalizados com uma
camada de 5,0 A de ouro. As andlises ultra-estruturais foram realizadas no microscopio
eletrénico de varredura LEO 1350, no Laborat6rio de Microscopia Eletronica da UFRA.

A identificacdo dos trematddeos ocorreu de acordo com a sua posi¢do
taxonémica, onde utilizou-se chaves taxondmicas e bibliografias pertinentes: (AMATO
ET AL., 1991, VICENTE ET AL., 1995, SMITH ET AL., 2002 e WHARTON, 2004).

4.5. TRATAMENTO ANALITICO DOS DADOS

Foram calculados os indicadores parasitarios como as cargas parasitarias, a
prevaléncia, os indices de intensidade média e abundancia parasitaria segundo Bush et
al. (1997).

5. RESULTADOS

Os 23 exemplares de A. alba necropsiados, tiveram comprimento corporal 80,7 a
125,0 cm, e peso entre 0,524 e 1.166 Kg, (4 fémeas e 19 machos). Foi observada
presenca de trematddeos na cavidade oral e no esdfago das aves, sem alteracGes
macroscopicas nos 0rgaos.

Foi realizado uma analise morfoldgica dos 23 individuos adultos que permitiu a
identificacdo de um género, pertencente a familia Clinostomidea, género Clinostomum

sp. em quatro espécimes de Ardea alba examinadas (17,4%), quanto ao sitio de



28

infeccdo, em todos os animais o parasitismo foi detectado na cavidade oral, sendo que
em uma ave ocorreu a co-infeccdo no esdfago, intensidade média de infeccdo de 14,5,
abundancia média de 2,5%, amplitude de 3 a 28 trematddeos por ave e a intensidade
total de infeccdo é de 58 (Tabela 3).

Figura 03: Trematddeo adulto (Seta) presente na cavidade oral da Ardea alba.

Fonte: LABOPAT-UFRA (2017).

Tabela 3: Total de trematddeos do género Clinostomum sp. encontrados apos dissecacdo
do tubo digestorio em aves da espécime Ardea alba necropsiadas no LABOPAT-UFRA

no periodo compreendido entre agosto de 2016 a janeiro de 2018

Identificacéo Procedéncia dos Sitios de infeccéo
hospedeiros Cavidade Esofago Total
oral Total %
1 Bosque Rodrigues Alves 27 1 28 48,3
2 Mangal das Gargas 19 19 32,7
3 Mangal das Gargas 3 3 5,2
4 Batalhdo da Policia 8 8 13,8
Ambiental

Total Geral 57 1 58 100
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5.1. FOTOMICROGRAFIA E ELETROMICROGRAFIA DO TREMATODEO

Clinostomum sp.

5.1.1. Descrigéo Geral de Clinostomum sp. do estudo

- Trematodeos adultos de corpo oval, alongado, truncado, largura maxima na regido
gonadal.

- Ventosa oral pequena rodeada por um colar cefalico bem desenvolvido.

- Faringe muscular pequena e delicada; es6fago curto, bifurcado imediatamente na
regido posterior ao nivel da ventosa oral, bulbo esofagico presente.

- Ventosa ventral maior que oral.

- O ceco intestinal projetando-se para a extremidade posterior do corpo, com margens
ligeiramente recuadas tanto nas regides pré e pds-acetabular.

- Os ductos excretorios ndo sdo claramente visiveis.

- Testiculos entre o terco médio e posterior do corpo; testiculo anterior, triangular,
ligeiramente lobulado, comprimido lateralmente pelo saco do cirro e dorsoventralmente
pelo Utero, quando preenchido com ovos; testiculo posterior triangular e mediana,
estendendo-se pelo espaco intracecal.

- Saco do cirro anterior ao ovario, circundando a margem laterodorsal direita do
testiculo anterior e deslocando o lobo anterior para a esquerda.

- Poro genital anterior ao testiculo anterior, ndo claramente visivel na maioria dos
espécimes.

- Ovaério pequeno, arredondado, localizado no espaco intertesticular em lado direito do
corpo.

- Vitelaria extensa, estendendo-se desde a margem posterior da ventosa ventral até
quase chegando ao final do ceco.

- O uteroduto corre ao redor da margem esquerda do testiculo anterior e se abre para o
saco uterino, que ocupa quase todo o0 espaco entre a ventosa ventral e o testiculo anterior
quando cheio de ovos.

- Metraderma muscular, conectando o Utero ao atrio genital. Ovos maduros, no saco

uterino, alguns no uteroduto e no espago complexo ootipico.
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Adultos (Figuras 4 e 5) (baseados em 10 exemplares desenhados): Comprimento
do corpo 5,3-7,6 (6 £ 0,88) mm x largura 1,1-1,7 (1 £ 0,18) mm. Colar oral medindo
0,5-1 (1 = 0,14) mm de comprimento e 0,7-1,1 (1 £ 0,14) mm de largura. Ventosa oral
medindo 171-486 (291 £ 93) de comprimento e 171-486 (294 £ 96) de largura. Ventosa
ventral medindo 543-829 (660 + 79) de comprimento e 514-714 (619 + 52) de largura.
A distancia entre as ventosas foi de 0,6-1,1 (1 £ 0,18)mm. Testiculo anterior medindo
171-329 (244 + 55) de comprimento e 229-471 (334 = 67) de largura. Testiculo
posterior mediu 171-329 (253+53) de comprimento e 314-571 (423 + 74) de largura.
Distancia entre os testiculos 229-414 (306+60). Ovéario mediu 214—-343 (260 + 41) de
comprimento e 129-257 (190 + 40) de largura. Saco do cirro com 229-357 (291 * 44) de
comprimento e 129-271 (186 + 39) de largura. Os ovos maduros foram encontrados em
8 dos 10 especimes, medindo 87-103 (96 * 5) de comprimento e 43-67 (52 = 7) de

largura.

Sumario Taxondmico:

Classe: Trematoda (Rudolphi, 1808)

Familia: Clinostomidae (Llhe, 1901)

Género: Clinostomum (Leidy, 1856)

Hospedeiro: Ardea alba

Nome Comum: Garga-branca-grande

Comprimento e peso médio dos hospedeiros: 100,2 cm e 0,844 kg, respectivamente
Género: machos (19) e fémeas (4)

Locais de infeccdo: Cavidade oral e esd6fago

Bioma: Amazonia

Tipo de localidade: Municipio de Belém, Para.
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Figura 04: Clinostomum sp. adulto, parasito de esdfago em Ardea alba
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Legenda: A: Regido ventral; B: Representacdo esquematica do complexo genital. TA:
testiculo anterior, TP: testiculo posterior, OV: ovéario, BC: bolsa do cirro, PG: poro
genital, barra de escala: 1mm.
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Figura 05: Fotomicrografia de trematddeo do género Clinostomum sp., parasito de Ardea alba.

Legenda: A. Regido ventral do Clinostomum sp. adulto, barra: 2mm; B. Extremidade
anterior: VO: ventosa oral, Fa: faringe, Es: es6fago, Ce: ceco, VV: ventosa ventral,
barra: 500 um; C. Extremidade posterior: Te: testiculos, Ov: ovario, Vit: vitelaria, PE:

poro excretor, barra: 500 pm.
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Figura 06: Microscopia eletrénica de varredura de trematodeo do género Clinostomum sp.,
parasito de Ardea alba.

Legenda: A: Regido ventral do Clinostomum sp. adulto, barra: 1mm . B: Ventosa oral
pequeno rodeada pelo colar cefalico, barra: 200um . C: Ventosa ventral, barra:100um.

D: Poro genital, barra:20um .

As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas selecionadas das espécies de
Clinostomum spp. parasitando a familia Ardeidae e comparadas com as obtidas no

presente estudo encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Medidas corporais de algumas espécies de Clinostomum spp. (Digenea: Clinostomidae) parasitos de aves da familia Ardeidae

(Pelecaniformes).

Caracteres Clinostomm sp.  Clinostomum sorbens Clinostomum Clinostomum tataxumui Clinostomum Clinostomum heluans
complanatum marginatum
Hospedeiro Ardea alba Tigrisoma lineatum Egretta garzetta L.; Ardea alba L.; Ardea herodias L. Botaurus pinnatus
Ardea cinerea L.; Ardea herodias L.;
Ardea purpurea L. Tigrisoma mexicanum S. Muississippi, EUA
Localidade Belém-Par4, Brasil Pirané, Argentina Italia Veracruz, México Rio de Janeiro, Brasil
Corpo (C)* 5,3-7,6 9,1 3,4-6,3 3,4-9.8 5,1-6,2 14,0—15,8
Corpo (L)* 1-2 2,6 1,5-2,7 0,8-3,0 1,4-1,8 1,4-1,8
Colar oral (C)* 0,5-0,8  eeeeee s 0,3—1 0,4-08 e
Colar oral (L)* 1-1 0,6-1,6 0,7-1 -
Ventosa oral (C) 171-486 384 190-570 170-350 246-299 196-250
Ventosa oral (L) 171-486 540 320-850 170-300 237-318 266-276
Ventosa ventral (C) 543-829 1500 600-900 420-850 550-694 697-866
Ventosa ventral (L) 514-714 1400 620-900 420-777 589-677 690—853
Distancia entre ventosas* 0,6-1 e e 0,4-1,1 06-0,9 -
Testiculo anterior (C) 171-329 1100 550-750 220—650 373-526 371-526
Testiculo anterior (L) 229-471 1200 360—-600 370-1005 534-737 826—1.139
Testiculo posterior (C) 171-329 1400 600940 240-420 319-589 527-647
Testiculo posterior (L) 314-571 1300 300-510 450-1220 569-826 936-1.002
Distancia entre testiculos 229-414 170-560 252-378 e
Ovidrio (C) 214-343 336 230-310 160—420 187261 349-523
Ovirio (L) 129-257 336 140-300 150-360 176-256 276-485
Bolsa do cirro (C) 229-357 624 350—400 250-520 316-544 e
Bolsa do cirro (L) 129-271 461 100-200 130-300 154-298 e
Ovo (C) 87-103 115-125 100—-125 e 94—-105 114-133
Ovo (L) 43-67 73-79 65-90 63-72 6988
Referéncia Este estudo Lunaschi et al Caffara et al Sereno-Uribe et al (2013) Rosser et al Werneck et al
(2009) (2011) (2017) (2017)




Tabela 4: Continuacéo

Caracteres Clinostomum album Clinostomum caffarae Clinostomum arquus Clinostomum cichlidorum
Hospedeiro Ardea alba L. Ardea alba L. Egretta thula Tigrisoma mexicanum S.
Cochlearius cochlearius
Ardea alba L.
Localidade Mississippi, EUA Veracruz, México Veracruz, México Campeche, México

Corpo (C)* 4,4-59 4,0-5,8 2,8-3,8 2,2-3.9
Corpo (L)* 1,0-1,1 0,8-1,3 0,7-0,9 0,7-1,7
Colar oral (C)* 0,4-0,5 0,3-0,7 0,3-0,5 0,3-0,7
Colar oral (L)* 0,5-0,7 0,5-0,9 0,5-0,6 0,5-0,9
Ventosa oral (C) 207-307 152-305 136-199 145-221
Ventosa oral (L) 234-344 193-309 150-209 173-236
Ventosa ventral (C) 480648 423-733 397-448 343-574
Ventosa ventral (L) 485-610 431-668 392-437 342-557
Distancia entre ventosas* 0,4-0,8 0,5-0,6 0,4-0,5 0,3-0,8
Testiculo anterior (C) 266—469 223-451 137-232 256-516
Testiculo anterior (L) 449-535 271-509 194-309 237-678
Testiculo posterior (C) 313-473 250—458 171-273 264564
Testiculo posterior (L) 416-571 296585 221-365 297-897
Distancia entre testiculos 264354 260447 166-285 43-202
Ovario (C) 201-281 192-364 106249 111-251
Ovario (L) 180254 137-286 114-160 101-185
Bolsa do cirro (C) 140-307 261-486 203-332 189-422
Bolsa do cirro (L) 117-162 126-206 89-132 109-211
Ovo (C) 90-108 90-108 94-106 96-109
Ovo (L) 5367 60-71 5868 48-61

Referéncia Rosser et al. (2017) Sereno-Uribe etal (2018)  Sereno-Uribe et al (2018)  Sereno-Uribe et al. (2018)

Medicbes em  micrémetros,

a menos

que indicado; *medidos

em milimetros; Abreviaturas:

C:

comprimento,

L:

35

largura
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6. DISCUSSAO

O trematddeo encontrado parasitando a cavidade oral e es6fago da ave Ardea
alba da regido Metropolitana de Belém, Estado Para, tem caracteristicas similares do
género Clinostomum, incluindo tamanho e posic¢do do Utero, localizagdo, disposicdo e
tamanho do ovério, testiculos, saco cirroso, distribuicdo de vitelaria e variacdo nas
extremidades posteriores e anteriores. De acordo com Ukoli (1966), Yamaguti (1971) e
Feizullaev e Mirzoeva (1983), no género Clinostomum poucos sdo 0s caracteres
morfoldgicos que permitem diferenciar confiavelmente as espécies.

A descricdo de novas espécies de Clinostomum é complexa porque 0s caracteres
morfoldgicos usados tradicionalmente para distinguir espécies podem ser considerados
de baixa utilidade e ndo confiaveis (SERENO-URIBE et al., 2018). No entanto, Osborn
(1911), identificou C. marginatum na ave piscivora Botaurus minor, sendo esses
espécimes adultos, os quais 0 autor considerou como o hospedeiro definitivo.
Posteriormente, Yamaguti (1958), encontrou o género Clinostomum em aves também
piscivoras, pertencentes as familias Ardeidae, Accipitridae, Phalacrocoracidae,
Fregatidae e Lariida,

Locke et al. (2014), afirmam que trematodeos do genero Clinostomum sp.
ocorrem em diversas aves, mas sdo relatados com maior frequéncia em Ardeidae.
Porém, Shamsi et al. (2013), observaram que a especie C. complanatum infectava
apenas aves da familia ardeidae.

O presente trabalho constatou prevaléncia de infeccdo de 17,4% e uma
intensidade total de infeccdo de 58 trematddeos adultos na cavidade oral e esdfago.
Valores superiores foram observados no Mississipi, EUA, por Rosser et al. (2016) com
prevaléncia de 31% de C. album e, 77% de C. marginatum, na cavidade oral e es6fago
em A. alba. J& em outro estudo, Rosser et al. (2017), também no estado de Mississipi,
relatou que os trematddeos do género Clinostomum sp., encontravam-se na cavidade
oral e, ocasionalmente, no esdfago, com prevaléncia geral em A. alba de 85%.

Na Argentina, Lunaschi et al. (2009), obtiveram prevaléncia de 100% da
especime C. sorbens no esofago de Tigrisoma lineatum, ave pertencente a familia
Ardeidae. Ja Rosser et al. (2018), relataram a especime C. poteae parasitando a regido

da traqueia de A. alba, com uma prevalencia de infeccéo de 100%.
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Estudo desenvolvido por Bernardon et al. (2013), na regido Sul do Brasil,
mostrou prevaléncia de 40% desses trematodeos na cavidade oral e no es6fago de A.
alba. Wernerk et al. (2017), observaram 100% de prevalencia de C. heluans, na
cavidade oral da ave Botaurus pinnatus, tambem da familia Ardeidae.

Embora este seja o primeiro registro de prevaléncia, morfologia e morfometria
do trematodeo Clinostomum em A. alba na regido Metropolitana de Belém, Estado Par3,
outros autores, como, Arruda (2001), Dias et al. (2003), Benigno et al. (2011), Sutili et
al. (2014), Antonucci et al. (2015) e Wernerk et al. (2017) ja relataram a ocorréncia
desse género parasitando aves da familia Ardeidae em diferentes localidades do Brasil.

Para a regido norte do Brasil, somente foram encontrados relatos de ocorréncia
de Clinostomum spp. em peixes. Respectivamente, Salgado et al. (2010), no municipio
de Parauapebas, Para (PA), Benigno et al. (2011), na Ilha de Marajé, PA e Tavares-Dias
et al. (2017), no Estado do Amap4, reportaram a ocorréncia e prevaléncia do parasitismo
em peixes por larvas de Clinostomum spp. Nos peixes, as larvas de Clinostomum sp.
constituem os segundos hospedeiros intermediarios e encistam-se no musculo, cavidade
oral e ocular, brénquias, subcutaneo, génadas, intestinos, dentre outras regides do corpo
(PAVANELLI et al., 2002).

Shamsi et al. (2013), referiram a patogenicidade do Clinostomum spp., ocorrendo
lesdo inflamatdria aguda na submucosa oral e esofagica, o que pode comprometer a
degluticdo e levar a desnutricdo que, por sua vez, podem enfraquecer o sistema
imunolégico das aves. Dias et al. (2003), referem ainda que pode ocorrer intensa
necrose de liquefacdo no eséfago das aves hospedeiras. No presente estudo, ndo foram
observada alteracbes macroscopicas associadas a presenca dos trematddeos, no entanto,
verificou-se aumento do muco na cavidade oral.

O trematodeo Clinostomum spp. analisado neste estudo, possui semelhanca
morfologica com C. marginatum (Rudolphi, 1819), pela frequéncia com que este é
encontrado no continemte americano, principalmente na América do Sul (DZIKOWSKI
et al., 2004; CAFFARA et al.,2011). Porém, difere do C. complanatum devido ser uma
espécie mais comum no continente europeu (SERENO-URIBE et al., 2013).

O trematodeo Clinostomum sp., analisado neste estudo, possui caracteriscas
morfoldgicas semelhantes a C. marginatum (RUDOLPHI, 1819; SERENO-URIBE et
al., 2013; ROSSER et al., 2017) e C. tataxumui (SERENO-URIBE et al., 2013) pela
localizacdo do poro genital, testiculos lobados e foliculos vitelinicos confluentes no pré

e pos-testiculares. No entanto, difere deste em relacdo a localizacdo do saco do cirro,
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localizado proximo da borda direita do testiculo anterior indo para o lado esquerdo
(SERENO-URIBE et al., 2018), porém no presente estudo o saco do cirro se localiza na
borda anterior do testiculo anterior. Para Caffara et al. (2017) os caracteres
morfologicos mais confiaveis para a delineacdo de espécies de Clinostomum spp. estdo
relacionados com o complexo genital.

Dimensdes como o comprimento total do corpo e largura méxima, do
trematodeo em estudo assemelham-se aos resultados encontrados por Lunaschi et al.
(2009), Caffara et al. (2011), Rosser et al. (2017) e Sereno-Uribe (2018), para C.
marginatum, comprimento do corpo (5,1 - 6,2)mm e largura méxima (1,4 - 1,8)mm e
para C. complanatum, comprimento do corpo (3,4 - 6,3)mm e largura méxima (1,5 -
2,7)mm. Defere de C. heluans, considerado o maior trematddeo do género (BRIOSIO-
AGUILAR et al., 2018) e de C. sorbens em relacdo ao comprimento do corpo (14,0 -
15,8)mm e (9,1)mm, respectivamente, e de C. album em relacéo a largura méxima (1,0 -
1,1)mm. Observa-se desta forma, que as medidas do comprimento total e largura
méaxima sao caracteres importantes na diferenciacao especifica destas espécies.

As mensuracdes do colar oral do Clinostomum spp. apresentaram comprimento
(0,5-0,8)mm e largura (1-1)mm, semelhantes ao C. maginatum, comprimento (0,4-
0,8)mm e largura (0,7-1)mm, C. tataxumui, comprimento (0,3-1)mm e largura (0,6-
1,6)mm, C. caffarae, comprimento (0,3-0,7)Jmm e largura (0,5-0,9)mm e C.
cichlidorum, comprimento (0,3-0,7)mm e largura (0,5-0,9)mm.

O género Clinostomum spp. deste estudo apresentou colar oral pequeno,
testiculos de formato triangulares, ovario pequeno e intertesticulares, sem espinhos.
Essas caracteristicas sdo comuns a espécie C. marginatum (SERENO-URIBE et al.,
2013; ROSSER et al., 2017).

No presente estudo a distancia entre testiculos foi de 229-414 um, assemelha-se
a C. marginatum (252-378) um, C. album (264-354) um e C. caffarae (260-447) um.
Difere do C. cichlidorum com 43-202 um, mostrando que a distancia entre testiculos
nessa espécie sdo muito curta (ROSSER et al., 2017; SERENO-URIBE et al., 2018).

As dimensdes dos ovos quanto ao comprimento e largura foram parecidas com
C. marginatum, C. album, C. caffarae e C. cichlidorum, demonstrando que esta medida
é de pouco valor quanto a diferenciacdo entre as especies de Clinostomum encontradas
em Ardea alba.

A descricdo do Clinostomum deste estudo € complexa porque os caracteres

morfologicos usados tradicionalmente para distinguir espécies pode ser considerado de
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baixa utilidade, diferindo apenas em caracteres secundarios (Matthews e Cribb 1998).
Por isso as analises moleculares sdo de grande importancia para identificar espécies
deste trematddeo (DZIKOWSKI et al. 2004; SERENO-URIBE et al. 2018). Caffara et
al. (2011), afirmam que a identificacio em especial de C. complanatum e C.
marginatum, vem sendo alvo de discussoes, e apenas a analise molecular pode oferecer
uma identificagdo especifica mais confiavel.

De acordo com Acosta et al. (2016), a analise filogenética sugere uma divisao
entre os clados de Clinostomum em 2 agrupamentos de subclades para espécies da
América do Norte e do México (C. marginatum e C. tataxumui) e do Brasil (C.
detruncatum e Clinostomum sp., 0 que se assemelha a distribuicdo de seus principais
hospedeiros definitivos, os Ardeidae.

A microscopia eletrdnica de varredura possibilitou a visualizacéo e identificacdo
do poro genital na regido anterior ao testiculo anterior, distinguindo do C. complanatum
(CAFFARA et al., 2011), C. caffarae (SERENO-URIBE et al., 2018) que apresenta
poro genital na extremidade do lado direito do testiculo anterior e do C. heluans
(WERNERK et al., 2017), que o poro genital sobrepde sobre o testiculo anterior.
Observou-se, ainda, auséncia de espinhos no tegumento quanto a sua forma e
localizagdo, semelhante C. marginatum, C. arquus e C. cichlidorum (SERENO-URIBE
etal., 2013; ROSSER et al., 2017; SERENO-URIBE et al., 2018).

A microscopia eletronica de varredura também permitiu evidenciar a presenca
de pequenas papilas na regido do colar oral do trematddeo, sendo que este resultado

ainda ndo havia sido demonstrado em nenhum trabalho consultado.
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7. CONCLUSAO

Os dados morfoldgicos e morfométricos de especimes adultos Clinostomum sp.
aqui relatados sdo importantes pois reforcam a ave Ardea alba como hospedeiro
definitivo deste trematddeo;

Os resultados deste estudo permite sugerir que o trematddeo apresenta
semelhancas morfoldgicas e morfometricas com a espécie Clinostomum marginatum;

Este é o primeiro registro, alem da distribuicdo geografica compativel do
trematodeo Clinostomum na regido Metropolitana de Belém, Estado Para em ave da
especie A. Alba, acompanhado do estudo morfoldgico e morfométrico.

Os especimes de trematodeos da familia Clinostomidae encontrados na cavidade
oral e esdfago de aves da espécie Ardea alba neste estudo foram caracterizados, atraves
da analise morfolégica e morfométrica apresentando os caracteres taxondmicos
suficientes para classifica-los como sendo membros do género Clinostomum sp.

A analise por microscopia eletrdnica de varredura mostrou-se uma importante
ferramenta no estudo de caracteres morfologicos permitindo a visualizacdo mais
detalhada de estruturas consideradas importantes para a identificagdo do Clinostomum
Sp. como 0 poro excretor, bem como a identificagdo de estruturas ainda ndo descritas na
literatura para o referido género.

Estudos moleculares sdo necessarios para identificar a espécie de Clinostomum

deste estudo, que infecta ave da especie A. Alba.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ATESTADO

Protocolo 034/2014 (CEUA) - 23084.022512/2014-18 (UFRA)

Titulo do Projeto/Plano de Aulas: Estudo de doengas infecciosas e parasitarias em animais
silvestres de cativeiro no Estado do Par: as inter-relagdes fauna-satide-doenga.
Docente/Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Washington Luiz Assungdo Pereira

Instituicdo: UFRA — Belém
Data do Parecer: 23 de Fevereiro de 2015.

PARECER

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRA apreciou o protocolo acima e verificou que
foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/2008, sendo respeitados os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal do COBEA. Portanto, manifesta-se pela sua

aprovagao.
Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa sendo obrigatério a entrega nesta CEUA do
relatdrio semestral e de concluséo ao final da pesquisa. Comunicar por escrito, toda e qualquer
modificagdo no projeto.

Belém, 24 de fevereiro de 2015.

Profa] MSc, Mariq Cr‘stina Manno
Vice-Coordenadora CEUA/UFRA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA
/ UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA — UFRA

Av. Tancredo Neves, n® 2501, Bairro Montese, Belém — PA. CEP: 66.077-901
ra Contatos: (1)3210-5165 ceua@ufra.edu.br www.comissao.ufra.edu.br/ceua




