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RESUMO

Para o acompanhamento do desenvolvimento larval de

Eurytrema  coelomaticum (Giard et Billet, 1892 Looss, 1907 em
Bradybaena similaris (Férussac, 1821), através de infecgdes
experimentais, foram estabelecidas trés classes de tamanho

para os moluscos, com base no didmetro da concha: classe A -
13,3 a 10,2 mm; classe B - 9,2 a 6,2 mm; e classe C - 58 a

3,0 mm. Apenas os moluscos das classes A e B adquiriram a in-

feccao.

Para obtencdo de ovos de E. coelomaticum foram tes-
tadas trés solucodes salinas fisiologicas: a solucao de Earle,
a solucao de Locke e a solugcao salina fisioldgica a 0,85%. A

solugdo salina que induziu uma maior eliminagcdo de ovos foi a
solucao de Locke. Observagao comprovada com o teste de Tukey
(L =1%).

A rota de migracao dos estagios larvais de E.
coelomaticum através da massa visceral de B. similaris foi

estabelecida com acompanhamento histolégico. A emergéncia dos
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esporocistos de segunda geragdo ocorreu via pneuméstoma do
molusco, sempre durante a noite. O ritmo de eliminagcdo dos
esporocistos de segunda geragdo mostrou uma correlagdo posi-
tiva com aumento da temperatura.

A duracéao minima do desenvolvimento larval, intra-
molusco, do E. coelomaticum , culminando com a primeira elimi-
nacdo dos esporocistos de segunda geracdo, foi de 79 dias
para a infeccdo realizada em novembro/1989 e 107 dias para a
infecgao realizada em marg¢o/1990.

Durante o] desenvolvimento larval, intramolusco, do
E. coelomaticum foram registrados e analisados estatistica-
mente, o consumo de oxigénio por moluscos infectados e nao-
infectados e a deposicdo de calcio nas conchas dos moluscos
infectados e néo-infectados. Os resultados relativos ao con-
sumo de oxigénio foram analisados estatisticamente pelo teste
"T" de Student (L = 5%) e pela regressdo linear simples, ten-
do ambos mostrado que a infeccdo nao alterou o consumo de
oxigénio pelos moluscos. Entretanto, a regresséao linear  sim-
ples mostrou uma correlagdo positiva (r = 0,105) entre o tem-
po poés-infeccdo e o consumo de oxigénio pelos moluscos do
grupo controle (ndo-infectados), na infecgao de margo/1990.
Com relagcdo a deposicdo de calcio nas conchas, a analise de
regressao linear simples mostrou uma correlagdo negativa (r=
-0,277) entre o peso das conchas e a concentracdo de calcio
nas conchas dos moluscos infectados, quando comparados aos

néo-infectados. Estudo histoquimico entre moluscos infectados
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e nao-infectados, evidenciou um aumento na quantidade de cal-
cio presente nas celulas da glandula digestiva dos moluscos
infectados, sugerindo a ocorréncia de mobilizacao de calcio
da concha para a glandula digestiva.

Estudo  histolégico entre moluscos infectados e nao-

infectados mostrou alteragdes no ovotestis dos moluscos in-
fectados, sugerindo ocorréncia de castracao parasitaria indi-
reta, nestes hospedeiros. No esporocisto expelido, mostrou

que a estrutura celular da parede do esporocisto expelido de
E. coelomaticum estava desintegrada, com nucleos em degenera-
¢do. Glicoconjugados acidos e neutros foram detectados ao re-
dor das cercarias, sugerindo o inicio da formacdo do cisto da
metacercaria. Glicogénio foi detectado no parénquima do espo-

rocisto, entre as cercarias.



SUMMARY

To follow the larval development of Eurytrema
coelomaticum (Giard et Billet, 1892) Looss, 1907, in
Bradybaena similaris (Férussac, 1821) three size classes of
molluscs were established, according to the shell diameter of
the molluscs wused during the experimental infections: Class A

- 13.3 to 10.2 mm; Class B - 9.2 to 6.2 mm; Class C - 5.8 to

3.0 mm. Only the molluscs belonging to classes A and B
acquired the infection. In order to obtain eggs of E.
coelomaticum three physiological solutions were tested: Earle
solution, Locke solution, and physiological saline 0.85%.

The physiological solution which induced the best egg realese

was the Locke solution.

The route of migration of the larval stages of E.
coelomaticum through the visceral mass of B. similaris was
followed through histology. The emergente of the second gen-
eration sporocysts occurred through the pneumostome, always

during the night. The rhythm of elimination of the second
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generation sporocysts showed a positve correlation to the
increase in temperature.

The minimal period for the intramolluscan develop-
ment, ending at the expelling of the first sporocysts, was 79
days for the November/1989 infection, and 107 days for the
Match/t990 infection.

During the intramolluscan development of E.
coelomaticum data on the oxygen consumption and calcium
deposition on shells were collected and statistically
analysed for infected and uninfected molluscs. Oxygen

consumption was analysed through the Student "T" test (L =

5%) and simple linear regression, indicating that the
infection did not alter the mollusc's oxygen consumption.
Meanwhile, the simple linear regression showed a positive
correlation (r = 0.105) between post-infection time and
oxygen consumption by molluscs in the control group (uninfec-
ted) in the March/1990 infection. In relation to the calcium
deposition on the shells, the simple linear regression ana-
lysis showed a negative correlation (r = -0.277) between the
shell weight and the calcium concentration in the infected
molluscs, when compared to the uninfected. Histochemistry

study of infected and uninfected molluscs showed an increase
in calcium content in the cells of the digestive gland of the
infected molluscs, suggesting mobilization of calcium from
the shell to the digestive gland.

Histological study of infected and uninfected
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molluscs showed alteration in the ovotestis of the infected
molluscs, suggesting the occurrence of indirect parasitic
castration in these hosts, while that of the expelled sporo-
cysts showed that the cellular structure of the sporocyst
wall of E. coelomaticum was desintegrated with degenerated
nuclei. Acid and neutral glycoconjugates were detected sur-
rounding the cercaria, suggesting the beginning of the meta-
cercaria cyst wall formation. Glycogen was detected in the

parenchyma of the sporocyst around the cercaria.



INTRODUCAO

As espeécies de trematodeos digenéticos pertencentes
a familia Dicrocoeliidae Odhner, 1910, tanto quanto sao
conhecidas, necessitam dois hospedeiros intermediarios para

que seu desenvolvimento larval se complete, e possam chegar a
maturidade no hospedeiro definitivo, na maioria das vezes,
mamiferos herbivoros.

No Brasil, como um dos representantes desta fami-
lia, ocorre a espécie Eurytrema coelomaticum (Giard et
Billet, 1892) Looss, 1907, unica deste género a ocorrer na
América do Sul (TRAVASSOS, 1944). Em sua Tese de Mestrado,
MATTOS (1987) discutiu a validade da espécie E. coelomaticum.

De acordo com MATTOS (1987), o primeiro hospedeiro
intermediario de E. coelomaticum, no Brasil, é Bradybaena
similaris (Férussac, 1821). Espécie de gastropode terrestre
bastante comum em nosso territério. E mais frequente nos me-
ses quentes e chuvosos do ano. Em seu periodo de atividade

esta sempre acima do nivel do solo, nos caules e folhas das
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plantas, tornando-se alvo facil para seus predadores (BOFFI,
1979).

No Brasil, B. similaris ¢é encontrada em todos os
Estados da Uniao, desde os proximos a linha do Equador até
aqueles situados nos limites da Regido Sul (ARAUJO, 1989).

Sobre a Dbiologia de E. coelomaticum, conhece-se que
a infeccdo do molusco, bem como dos demais hospedeiros ocorre
de forma passiva, pela ingestdo dos ovos do helminto elimina-
dos com as fezes dos herbivoros. No interior do molusco, de-
senvolvem-se duas geragcdes de esporocistos, e sob a forma de
esporocisto de segunda geracao deixam os moluscos ficando na
pastagem. Estes esporocistos, contendo as cercarias, ficam
expostos na vegetacdo, sendo ingeridos pelo segundo hospedei-
ro intermediario, o qual de acordo com MATTOS et al. (1987),
no Brasil, sao duas espécies do género Conocephalus Thiunberg,
1815.

O desenvolvimento de E. coelomaticum em seu primei-
ro hospedeiro intermediario, tem sido estudado por varios
pesquisadores. Contudo, nao ha nenhum registro preciso rela-
cionado com a migragcdo dos estagios larvais intramolusco e a
emergéncia dos esporocistos de segunda geragao.

TANG & TANG (1977) realizaram um estudo bastante
detalhado sobre a biologia de E. coelomaticum e concluiram
que B. similaris é o primeiro hospedeiro intermediario deste
helminto na China. Da mesma forma, SAKAMOTO et al. (1980), a

partir de observacgoes feitas a campo e de infecgcbes experi-
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mentais concluiram que no Japdo, este molusco €& o primeiro
hospedeiro intermediario de E. coelomaticum.

o presente estudo teve como objetivos: (1) verifi-
car a eliminagdo de ovos ©por E. coelomaticum em diferentes
formulagdes de solugdes salinas fisiologicas; (2) analisar
histologicamente a rota de migracgao dos estagios larvais de
E. coelomaticum pela massa visceral de B. similaris; (3) re-
lacionar a temperatura do interior do laboratério com a dura-
cao do desenvolvimento larval intramolusco de E. coelomaticum
culminando com a primeira eliminacao dos esporocistos de se-
gunda geracgao; (4) avaliar a influéncia do parasitismo por E.
coelomaticum sobre o] armazenamento de glicogénio e calcio nas
células da glandula digestiva de B. similaris; (5) avaliar a
influéncia do parasitismo por E. coelomaticum sobre a deposi-
¢do de calcio nas conchas dos moluscos e sobre o consumo de
oxigénio pelos moluscos; e (6) analisar histolégica e histo-

quimicamente o esporocisto expelido de E. coelomaticum.



REVISAO DE LITERATURA

1. Rota de migragcao intramolusco e eliminagdao dos estagios

larvais de trematédeos digenéticos.

No que se refere a rota de migragdo intramolusco e

a eliminacao dos estagios larvais dos trematdédeos digenéti-
cos, a maioria dos trabalhos ja realizados dizem respeito ao
estagio cercaria de alguns strigeideos, havendo poucas infor-

macgodes sobre outros grupos.

BRUMPT (1941) observou cercarias de Schistosoma
mansoni Sambon, 1907 dentro de ovos de Australorbis glabratus
(Say, 1818) e concluiu que a migragcdo ocorria via duetos ge-
nitais. Para DUKE (1952) o ‘"sistema sanguineo" era a princi-
pal rota de migragdo para as cercarias de S. mansoni em seu
hospedeiro molusco, e que essa migracao ocorreria, principal-
mente, através do sinus retal.

KENDALL & McCULLOUGH (1951) observaram que as cercarias



5
de Fasciola hepatica Linnaeus, 1758, passavam para um sitio
de emergéncia, na regidao contigua ao &anus do molusco.

PROBERT & ERASMUS (1965) verificaram a rota de mi-
gracao de Cercaria x Baylis em Lymnaea stagnalis Linnaeus,
1758. Segundo estes autores, a principal rota de migragcdo dos
estagios larvais no molusco seria o "sistema sanguineo”. As
cercarias penetrariam no espa¢o hemocelomatico por ruptura da
ténica prépria, atingindo (o) "vaso venoso principal”.

KOZUTSUMI & ITAGAKI (1989) , referéncia que faz men-

cao a rota de migragcao intramolusco e a emergéncia do estagio

esporocisto. Segundo estes autores, no molusco B. similaris,
os esporocistos de segunda geracao de E. pancreaticum
(Janson, 1889) migrariam atraves dos sinus retal e lateral,

emergindo para o exterior por perfuragdo do manto em ambos os
lados do pneumdéstoma. Nenhum esporocisto de segunda geracgao
foi encontrado emergindo pelo pneumdstoma.

Alguns trabalhos que embora nao visassem o entendi-
mento da rota de migracao, fazem referéncia a emergéncia do
estagio esporocisto. TANG (1950), ao dissecar espécimes de
B. similaris infectados com E. pancreaticum, apo6s 165 dias de
infeccao observou que alguns esporocistos de segunda geracéao
ja estavam totalmente desenvolvidos emigrando para a porgao
anterior da abertura respiratéria do molusco. TANG & TANG
(1977) observaram que o completo desenvolvimento de E.
coelomaticum em B. similaris durava seis meses e, que apos

este periodo os esporocistos de segunda geracao migravam para
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o pneumostoma. SAKAMOTO et al. (1980) observaram varios espo-
rocistos de segunda geracdao de E. coelomaticum na abertura
respiratoria de B. similaris, aos 150 dias pos-infeccao, su-

gerindo que a emergéncia ocorria via pneumdstoma.

2. Condi¢coes ambientais e fisiolégicas dos hospedeiros e a
duracdo do desenvolvimento Ilarval intramolusco de trematé-

deos digenéticos.

Varios fatores tém sido incriminados como variaveis

que afetam o desenvolvimento de parasitos em moluscos. o
efeito da temperatura, a qual o molusco esta exposto sobre o]
desenvolvimento de trematodeos digenéticos tem sido estudado
por diversos pesquisadores. E dessa forma, foi demonstrado

que a velocidade de desenvolvimento do helminto é diretamente
proporcional a temperatura ambiente, sob a qual o molusco
mantido durante o] periodo de infecgao (SMYTH, 1966).

CHINONE et al. (1976) estudaram o] desenvolvimento

de E. pancreaticum em B. similaris através de infecgbes expe-
rimentais realizadas em diferentes épocas do ano. Observaram
que o) periodo de desenvolvimento larval intramolusco variava

de acordo com a época de infeccao. Segundo estes autores, a
extenséao da luminosidade durante o] dia poderia ter influen-
ciado indiretamente o] desenvolvimento deste trematodeo dige-

nético, uma vez que a temperatura, outro fator a ser conside-
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rado, foi controlada e igual para as diferentes épocas de in-
feccao. TANG & TANG (1977) verificaram as taxas sazonais de
infecgcao dos hospedeiros intermediarios de E. pancreaticum e,
observaram que havia uma alta prevaléncia de infeccgéao, para
ambos os hospedeiros, no verao, alcangcando o pico no outono e
diminuindo nos meses de inverno.

Outros fatores importantes que podem influenciar o
desenvolvimento dos parasitos sao: o estado nutricional, o
tamanho e idade do hospedeiro. Uma dieta nao-equilibrada, po-

de deixar de fornecer elementos necessarios para o perfeito

funcionamento do sistema imunoldgico do hospedeiro, tornan-
do-o mais susceptivel a infeccao. Por outro lado e, particu-
larmente, quando mecanismos de resisténcia nao estao clara-

mente envolvidos, o fato de haver uma associagdo bem sucedida
entre parasito/hospedeiro, sugere que o0 sucesso de um ¢& de-
pendente do sucesso do outro (KENDALL, 1964). Segundo este
autor, espécimes de todas as idades e tamanhos sao suscepti-
veis a infecgdo, quando se trabalha com o hospedeiro adequa-
do. MALEK (1950) in KENDALL (1964) discutiu o efeito da idade
do molusco sobre sua susceptibilidade a infecgcdo e, chegou a
conclusdo de que a idade tem pouco ou nenhum efeito sobre a
susceptibilidade do molusco a infeccao. Embora tenha observa-
do, espécimes jovens de Biomphalaria boissyi (Potiez &

Michaud), raramente, infectados com S. mansoni.



3. Alteragcoes histopatoléogicas nas gdénadas de moluscos, como

resultado da infeccao por trematédeos digenéticos.

A presengca de certos helmintos, especialmente esta-
gios larvais de trematdédeos digenéticos, provocam uma elimi-
nacao total ou parcial na produgdo de ovos pelos moluscos
(ETGES & GRESSO, 1965). As alteragbes causadas por tremato-
deos digenéticos nas gbnadas de seus hospedeiros, de acordo
com CHENG et al. (1983) podem ser classificadas como castra-
¢cao parasitaria quimica do tipo indireto, quando os estagios
larvais nao se localizam nas gbnadas. Ao contrario da castra-

¢ao parasitaria quimica do tipo direto, observada por CREWS &

ESCH (1987), com esporocistos de Diplostomum scheuringi
(Hughes, 1929) localizados no ovotestis de Helisoma anceps
(Menke).

PEARSON & CHENG (1985) pesquisaram sobre o agente

causador da castracao parasitaria e, concluiram que esporo-
cistos de Zoogonus lasius (Leidy, 1891) liberaram uma subs-
tancia capaz de causar inibicao parcial da espermatogénese.

Uma substancia de origem endodcrina, detectada na hemolinfa de
Lymnaea stagnalis (Say) infectada com Trichobilharzia
ocellata (La Valette, 1855), parece ser um forte concorrente
ao papel de agente causador da reducdao da fecundidade nos
moluscos infectados (de JONG-BRINK et al., 1988 e JOOSSE &

van ELK, 1986).
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4. Influéncia do parasitismo por trematédeos digenéticos sobre

a composicdao quimica e metabolismo dos moluscos.

Trabalhando com Allassostoma Stunkard, 1917,
Fasciola Linnaeus, 1758 e Fascioloides Ward, 1917, von BRAND
(1938) in von BRAND & FILES (1947) observou que estes parasi-
tos armazenavam grande quantidade de glicogénio. WEINLAND &
von BRAND (1926) in KENDALL (1964), observaram que Fasciola
apresentava metabolismo, predominantemente anaerodbico, no
qual o glicogénio servia como substdncia "mae" para processos
produtores de energia.

De acordo com CHENG (1963), a baixa tensdao de oxi-
génio presente na glandula digestiva dos moluscos, associada

ao tamanho relativamente grande dos estagios larvais de tre-

matdédeos digeneéticos, produzem um ambiente essencialmente
anaerobico. Por esta razao, a presencga de glicogénio nestes
estagios larvais €& significante. Segundo McMANUS (1987) 0s
carboidratos se constituem na maior reserva de energia em
muitos helmintos adultos e, o glicogénio em particular, esta
geralmente presente em quantidades apreciaveis. Sendo essa
reserva de energia armazenada nos estagios larvais.

De acordo com BECKER (1970) a localizagdo dos espo-
rocistos na glandula digestiva é bastante estratégica devido,
principalmente, a circulacao especial de hemolinfa neste or-

gao. A boa suplementacao de nutrientes para os esporocistos,
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permite que eles cresgcam mais rapidamente na glandula diges-
tiva do que em qualquer outra parte do corpo do molusco. Por
isso, os esporocistos perdem sua motilidade na glandula di-
gestiva antes do que em qualquer outro orgao.

A perda de (glicogénio pelas ceélulas da glandula di-
gestiva dos moluscos, indica que de alguma maneira a quebra
deste polissacarideo até glicose é estimulada pela presenca
do parasito e, que as moléculas de glicose devem ser utiliza-
das pelos parasitos para a produgcdo de energia ou para formar
novas moléculas de glicogénio (MALEK & CHENG, 1974).

Para ISHAK et al. (1975) o acentuado decréscimo na
glicogénese nos tecidos de moluscos, em decorréncia da infec-
cao por Schistosoma pode ser explicado de duas maneiras: (1)
a infecgcdo inibe a producdo de ATP, fazendo com que haja uma
diminuicdo na atividade do ciclo de Krebs e consequentemente,
na glicogénese ou, (2) a infecgcao reduz a oxidacao aerdbica
do piruvato e provavelmente, diminua a producao de Acetil-

Coenzima A requerida para a ativacdao do ciclo de Krebs. De

acordo com estes autores, a fase anaerodbica de utilizacao da
glicose (glicolise) mostrou ser ativada como via alternativa
para suprir a energia requerida pelo molusco. A observada

diminuicao no conteudo de glicogénio nos tecidos de moluscos
infectados, pode resultar também de um aumento na taxa de
utilizacdo do glicogénio (glicogendlise).

von BRAND & FILES (1947) observaram que nao existe

diferencga significativa de consumo de oxigénio por moluscos
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infectados e nao-infectados. LEE & CHENG (1971) observaram
através de analise de regressao que a taxa de oxigénio exigi-
da pelos moluscos infectados aumentava em fungdo do tempo,
enquanto que a dos moluscos controle diminuia.

Para BECKER (1980) ¢é surpreendente que a conversao
total de energia em Biomphalaria  glabrata (Say, 1818) infec-
tada com S. mansoni, ndo seja significantemente alterada. Ba-
seado em medidas de consumo de oxigénio, metabolismo aerdbico
(von BRAND & FILES, 1947) e em medidas do metabolismo total
por microcalorimetria (BECKER & LAMPRECHT, 1977), o autor
concluiu que, provavelmente, isto fosse devido a uma excelen-
te adaptacao parasito/hospedeiro.

De acordo com WILBUR (1964) a quantidade de calcio
depositada nas conchas dos moluscos é resultante da concen-
tracdo de <calcio no ambiente e da quantidade de calcio inge-
rida pelo molusco. Segundo BURTON (1972) e de WITH & SMINIA
(1980), o epitélio do manto e a concha desempenham importante
papel no processo regulador de calcio, no organismo do molus-
co. O excesso de calcio na hemolinfa podera causar uma maior
deposicdao de calcio nas conchas, e o deficit causara uma
transferéncia de calcio da concha para a hemolinfa.

CHENG (1971) observou que a glandula digestiva de
moluscos infectados por estagios larvais de trematddeos dige-
néticos, apresenta aumento do numero de dois tipos de glébu-
los de origem intracitoplasmatica, os glébulos excretores ou

fermentativos e os esferitos de calcio, especialmente quando
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a associagao parasito/hospedeiro €& longa. Dessa forma, quan-
tidades significativas de calcio podem ser detectadas, quimi-
camente, na glandula digestiva de moluscos infectados. O cal-
cio, carreado pela hemolinfa ¢é depositado no manto e incorpo-
rado na concha, contribuindo para o aumento do peso das con-
chas dos moluscos infectados.

WILSON & DENISON (1980) verificaram que as conchas

de Lymnaea truncatula (Mduller) quando infectada com F.
hepatica, mostravam-se significativamente maiores quando com-
paradas aquelas dos moluscos nao-infectados. CHENG et al

(1983) observaram que [llyanassa obsoleta (Say, 1822) quando
infectada com Zoogonus lasius, apresentava aumento no tamanho
da concha. Sugerindo entdo, que a infeccdo por Z. Jlasius po-
deria causar aumento do tamanho da concha em decorréncia de
uma maior deposicdo de calcio, possivelmente, como resultado
da castragdao parasitaria. Entretanto, a remogdo da demanda de
nutrientes das gbnadas, ou talvez a eliminagdo da substancia
gonadal que regula o <crescimento em moluscos castrados, pode
causar um aumento na taxa de crescimento. Por exemplo,
Bulinus truncatus (Audouin), oito semanas apos a castracao
ciruargica, apresentava aumento do peso total e, consequente-

mente do crescimento (de JONG-BRINK et al., 1979).

5. Morfologia e composicdo quimica do esporocisto expelido de

Eurytrema.
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A estrutura do esporocisto expelido de Eurytrema
foi estudada por diversos autores, entre os quais: DENTON
(1944), TANG (1950), ZDARSKA (1979a e b) e NESTERENKO et al.
(1980). Estes autores observaram e discutiram a presenca de
um envelope adicional no interior do esporocisto com funcéao
de dar maior protegdo as cercarias.

ZDARSKA (1979a) fez estudos histoldgicos, histoqui-
micos e ultra-estruturais, analisando em detalhe a parede do
esporocisto expelido de E. pancreaticum, durante o seu desen-
volvimento. Observou a presengca de dois sacos, um interno, o
endocisto, e umn externo que chamou de saco membranoso, os
quais inicialmente estavam unidos formando uma parede unica,
separando-se somente no esporocisto totalmente desenvolvido.
De acordo com ZDARSKA (1979b) os dois sacos desempenham
funcdes diferentes durante o desenvolvimento das cercarias.

NESTERENKO et al. (1980) através de estudos histo-
l6égicos e ultra-estruturais, observaram que o endocisto de
Eurytrema é uma estrutura originada de tecido conjuntivo e

formada por células do parénquima da camada interna da parede

do esporocisto.



MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no laboratdério n° 7

(destinado a estudos sobre o relacionamento parasito/hospe-

deiro, envolvendo moluscos e trematéddeos digenéticos) da Es-
tacao para Pesquisas Parasitolégicas W. O. Neitz, Departa-
mento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro.

1. Estabelecimento da colénia de Bradybaena similaris em con-

dicoes de laboratorio.

Os moluscos utilizados para o] estabelecimento da
colénia no laboratério foram coletados em jardins e hortas
localizados nas circunvizinhangas do Campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Nos meses mais quentes do ano, as coletas foram

realizadas no inicio da manhd ou no final da tarde, periodos
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em que a temperatura era mais baixa e, os moluscos se apre-
sentavam mais ativos, localizando-se sobre as folhas das hor-
talicas, sendo mais facilmente coletados. Nos meses com tem-
peraturas mais baixas ou em dias chuvosos, a tolera dos mo-
luscos nao foi, obrigatoriamente, feita nestes horarios, ja
que os moluscos apresentavam-se mais ativos o que, consequen-
temente, facilitava a coleta.

Os moluscos foram criados em terrarios feitos de
vidro com 55,0 cm de comprimento, 30,0 cm de Ilargura e 30,0
cm de altura. Os terrarios receberam uma camada de 10,0 cm de
terra vegetal especial®, utilizada para jardinagem, esterili-
zada em estufa a uma temperatura aproximada de 80 C e, foram
cobertos por tela de nylon de malha fina, a qual possibilita-
va uma perfeita aeracéao do interior do terrario, evitando
ainda, a penetracdo de insetos e a salda dos moluscos. Grupos
com, aproximadamente, 30 moluscos foram mantidos no interior

desses terrarios.

Por serem polifitéfagos os moluscos aceitavam bem
qualquer variedade de hortaliga. A alimentacao basica envol-
veu o) repolho e, esporadicamente, alface e cenoura, além de

uma fonte suplementar de nutrientes fornecida pela racao Nu-

vicol*~*, A composi¢gdo quimica basica da racdao Nuvicol, que
foi desenvolvida para atender aos helicicultores, esta na Ta-
bela |. A racdo era fornecida aos moluscos em pequenas placas

* Marca Adubos Campo Grande Ltda.
** Nuvital Nutrientes Ltda.
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de plastico e renovada sempre que o terrario era limpo, ou
quando os moluscos a tivessem consumido. Os alimentos eram
trocados a cada dois dias e a terra umidecida com agua, usan-
do um pulverizador®, em igual intervalo de tempo.

A limpeza dos terrarios, era feita semanalmente,
com uma esponja molhada com agua. Tal medida foi adotada ten-
do em vista que estes moluscos deixam seus dejetos nas pare-
des laterais dos aquarios, assim como a mucilagem que Iliberam
para o deslocamento. Os residuos deixados sobre a terra eram
retirados com uma espatula e, a terra renovada mensalmente.

A cada dois dias, examinava-se a terra do interior
do terrario, a procura de posturas. Os ovos eram coletados,
contados e cada postura era, individualmente, transferida pa-
ra uma placa de petri pequena, a qual recebia uma etiqueta de
identificacao, onde constavam o numero do terrario de onde a

postura procedia, a data da postura e o numero de ovos.

Tabela |. Composigdo quimica bdsica da ragdo Nuvicol.

Componentes

Aveia, farinha de soja, milho moido,
farelo de trigo, fosfato bicédlcico,

Racdo Nuvicol carbonato de cdlcio, sal comum, fa-
rinha de algas, farinha de arroz pré-
gelatinizido, vitaminas e microele-
mentos minerais.

* Marca Brudden Equipamentos Lida.
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2. Registro da temperatura.

A temperatura do interior do laboratério foi
registrada usando um termémetro*, para temperaturas maxima e
minima. o registro era feito diariamente, com as anotacodes

realizadas as 10:00 horas da manh3, durante todo o periodo de

experimento.

3. Obtencao de ovos de Eurytrema coelomaticum.

Pancreas de bovinos infectados com E. coelomaticum
foram obtidos no Matadouro Municipal de Nilépolis, Nilopolis,
RJ. O pancreas era recolhido em recipiente plastico contendo
solugao salina fisiolégica a 0,85% e Ilevado até o laboratério
nas dependéncias da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, onde a coleta dos helmintos presentes nos ductos
pancreaticos era processada.

A coleta dos helmintos era realizada com auxilio de
tesoura de ponta fina, estilete e pincel n° 2. Os helmintos

eram separados em grupos de 35 espécimes e transferidos para

placas de petri contendo solucéao salina fisiologica, onde
permaneciam por 24 horas, a temperatura ambiente, para que
eliminassem os ovos. Foram utilizadas diferentes formulacgdes

* Marca Incotero Industria de Termometros Ltda.
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de solucdes salinas fisiolodgicas, como: solucao de Earle

(HUMASON, 1972), solugdo de Locke (HUMASON, 1972) e solugao

fisioldégica a 0,85%. A composigcdo quimica de cada solucgcao
utilizada, pode ser verificada na Tabela 1.
O conteudo liquido de cada placa, bem como os

helmintos, era passado para uma peneira colocada sobre cali-
ces de sedimentacao. Sobre o material contido na peneira,
derramava-se agua destilada, para que todos os ovos elimina-
dos, e os que por ventura estivessem aderidos ao tegumento
dos helmintos, passassem para o interior dos <calices. Os hel-
mintos eram retirados destas peneiras e processados de acordo
com AMATO (1985). Os calices de sedimentagcdo permaneciam em
repouso por duas horas. Apods esse periodo o sobrenadante era
desprezado e o sedimento transferido para pequenos recipien-
tes, contendo agua destilada, sendo mantidos no refrigerador
até serem utilizados nas infecgcdes experimentais dos molus-

cos.
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Tabela Il. Composi¢doquimica das solugdes fisioldgicas utilizadas para a obtengdo de ovos de
Eurytrema coelomaticum.

Coapostos gulsicos Solugdo de Earle Solug¥o de Locke ¥ Sclugdo Fisiol. & 0,831

0,30 g ‘ -

Bicarbonato de Sodio 0,l8 g
Cloreto de Calcio 0,20 g 0,24 g -
Cloreto de Potiscin 0,0 g 0,42 g -
Ciloreto de S4dio 6,80 g 8,30 g B,30 ¢
Fosfato de S6dio 2,20 g - -
Glicose §,00 g 1,00 g -
Sultato de Magnésio 0,i0 g - -
H20 Destilada 1,000 nl 1,000 sl 1,000 al
f De acordo com HUMASON (1972)
4. Determinagcdo do numero de ovos de Eurytrema coelomaticum

eliminados nas solugbdes salinas fisiologicas utilizadas.

Com o objetivo de avaliar o estimulo dado pelas
solugcdes fisioldgicas, para a eliminagcdo de ovos por E.
coelomaticum, procedeu-se a contagem dos ovos em aliquotas.

Os recipientes contendo os ovos eliminados em cada uma das

solugbdbes salinas fisioldgicas utilizadas, eram retirados do
refrigerador e agitados. Retiravam-se, entao, aliquotas de
cada recipiente, as quais eram pipetadas em camaras de McMas-
ter, com um volume conhecido de 0,30 ml, sendo o volume de
cada area da camara 0,15 ml. Com auxilio de microscoépio, os

ovos presentes em cada area das camaras eram contados e,
somando-se os valores, obtinha-se, o numero total de ovos por

camara. Dessa forma, foi feita uma estimativa do numero total
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de ovos eliminados em <cada solucdo salina fisiolégica  utili-
zada. Para cada frasco foram feitas trés contagens, calculan-

do-se, entdao, o valor médio.

5. Infeccao experimental de Bradybaena similaris com ovos em-

brionados de Eurytrema coelomaticum.

Os moluscos utilizados nas infeccoes experimentais,
foram aqueles nascidos no laboratério, o que garantia estarem
livres de qualquer infecgéao.

Os moluscos foram medidos, com auxilio de paquime-

tro*, e separados em grupos. A medida escolhida para avaliar
o tamanho dos moluscos*™ foi o didmetro da concha. Dessa for-
ma, trés classes de diferentes tamanhos, foram estabelecidas.
A classe A era formada por moluscos com tamanho variando en-
tre 13,3 e 10,2 mm; a classe B, moluscos com tamanho entre
9,2 e 6,2 mm; e a classe C, moluscos com tamanho entre 5,8 e
3,0 mm.

Para as infecgdes experimentais, foram utilizadas
placas de petri com 10,0 cm de didametro por 2,0 cm de altura.
Os ovos de E. coelomaticum eram pipetados sobre pedacos de

folha de repolho, no interior destas placas. Grupos com cinco

moluscos, dentro de cada classe de tamanho, foram submetidos

* Marca Mitutoyo.
** Tamanho da concha ndo foi relacionado com idade dos moluscos.
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ao contato direto com os ovos do helminto.

Os ovos  utilizados nas infecgbes foram aqueles que
apresentavam coloracgao castanho-escuro e com o miracidio
desenvolvido em seu interior, de acordo com TANG (1950).
Aproximadamente, 50 ovos foram |utilizados para cada grupo de
moluscos.

O tempo de contato com os ovos do helminto foi de
duas horas. Durante esse periodo os moluscos foram observados
para se ter certeza de que estavam se alimentando e, com isso
ingerindo os ovos. Terminado o tempo de contato com o0s ovos,
0s moluscos foram transferidos para terrarios iguais aos uti-
lizados para a manutengdo da colbénia no laboratério. Em ficha
controle foram registrados: a data da infeccao, a classe de
tamanho a que os moluscos pertenciam, a solugdo salina fisio-
l6gica na qual os ovos foram eliminados, e a data em que os

ovos foram eliminados.

6. Acompanhamento da rota de migracao dos estagios larvais de

Eurytrema coelomaticum em Bradybaena similaris.

O acompanhamento da rota de migracdo dos estagios
larvais de E. coelomaticum pela massa visceral de seu hospe-
deiro molusco, foi feito através de estudo histolégico. Os
moluscos, infectados experimentalmente, foram fixados ainda

vivos, para se evitar qualquer distor¢cdo, ndo somente na for-
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ma, como também, nas relagbes de todas as partes dos tecidos,
o que poderia produzir uma imagem irreal. Quando os interva-
los de infecgdo eram muito pequenos (minutos ou horas) os mo-
luscos foram fixados ainda no interior das conchas e, quando
os intervalos de infeccdo eram maiores (dias) os moluscos fo-
ram retirados da concha antes de serem fixados.

Os moluscos, infectados experimentalmente, foram
dissecados periodicamente, de acordo com o tempo necessario
para o desenvolvimento de cada estagio larval de E.
coelomaticum e E. pancreaticum no hospedeiro molusco, obtido
na literatura consultada (TANG, 1950; TANG & TANG, 1977;
SAKAMOTO et al., 1980; MATTOS, 1987 e KOZUTSUMI & ITAGAKI,

1989).

7. Acompanhamento do ritmo de eliminagcao dos esporocistos de

segunda geracao de Eurytrema coelomaticum.

Sessenta dias apos a infecgao, os moluscos foram
transferidos para placas de petri iguais aquelas utilizadas
nas infecgcoes experimentais. o fundo dessas placas foi reves-

tido com papel filtro umidecido com agua. Os moluscos recebe-
ram, durante todo o periodo em que permaneceram nestas pla-
cas, alimentacao estritamente vegetal e, permaneceram sob
condicbes de temperatura ambiente. Estas placas foram obser-

vadas diariamente, pela manhad e ao final da tarde, a procura
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dos esporocistos eliminados. A troca do alimento era feita a
cada dois dias e, a do papel filtro sempre que necessario.
As placas de petri receberam a mesma identificagcao

dos terrarios de onde os moluscos procediam, acrescida de um

numero individual para cada molusco.

8. Determinagcdao do consumo de oxigénio pelos moluscos infec-

tados e nao-infectados.

Para realizar as determinagcbées do consumo de oxigé-
nio foi utilizada uma modificacao do aparelho de Pettenkofer
(FERRI et al., 1977). As determinagbes foram feitas semanal-
mente, utilizando-se em cada determinacao cinco moluscos in-
fectados e cinco moluscos nao-infectados.

Os moluscos foram colocados em um sistema fechado
de frascos |ligados a um aerizador, por duas horas. O ar que
entrava neste sistema passava primeiramente por dois frascos
contendo hidréoxido de sdédio, para que o gas carbbnico que por
ventura estivesse presente no ar ficasse retido, através da
reacdo com esta base. De modo que, o ar que chegava até o
frasco com o0os moluscos, estava totalmente isento de gas car-
bénico. Estes moluscos respirando, liberavam gas carbobénico
que reagia com o hidroxido de sodio, presente no frasco se-
guinte, alterando sua concentracgao.

Através da titulacdao da solucao respirada de hi-
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droxido de  sodio, com acido cloridrico a 0,0977 N, utilizan-
do-se como indicador fenolftaleina 1%, foi possivel determi-
nar, o volume de acido cloridrico gasto nesta titulacao, que
correspondia a massa de oxigénio consumida pelos moluscos. O
numero de miliequivalentes de hidroxido de sdédio que reagiram
com (o) gas carbénico liberado pelos moluscos na respiracao,
foi calculado e a partir deste valor foi estabelecido o nume-
ro de miliequivalentes de gas carbdnico. Como um miliequiva-
lente de gas carbdnico liberado, equivale a um miliequivalen-
te de oxigénio consumido, o numero de miliequivalentes de gas
carbdénico foi igualado ao numero de miliequivalentes de oxi-
génio e a massa de oxigénio consumida foi calculada e expres-

sa em ung de oxigénio/molusco.

9. Determinacao quantitativa de calcio nas conchas de molus-

cos infectados e nao-infectados.

Um grupo de 50 moluscos nao-infectados foi mantido
em um terrario sob as mesmas condigbes que o0s infectados,
servindo como grupo controle. A medida que os moluscos foram
morrendo, foram retirados dos terrarios, suas conchas lavadas
em agua corrente para que os residuos de tecido fossem reti-
rados e colocadas para secar em ©placas de |petri. Posterior-

mente, as conchas foram acondicionadas em envelopes de papel
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devidamente identificados.

Para a determinagcdo do carbonato de <calcio, forma
na qual o <calcio se encontra nas conchas dos moluscos, foi
utilizada uma modificagdo da técnica de volumetria de comple-
xacdo (VOGEL, 1961 e McCORNICK, 1973). As conchas previamente
pesadas em balanga de precisdo*, foram diluidas em 10 ml de
acido cloridrico 12 N. As amostras das conchas solubilizadas
foram diluidas a 1:10 em agua destilada. Em seguida foram pi-
petados 25 ml desta solugdo diluida para um erlenmeyer, aos
quais foram adicionados 40 ml de agua destilada, 30 ml de hi-
droxido de potassio a 10% e o indicador murexida, respectiva-
mente. A murexida forma um complexo com o calcio, de colora-
cao vermelho-cereja. A titulacdo da mistura foi realizada com
uma solugao de EDTA (Ethylenediamine-tetraacetic acid) 0,01
M, até haver mudangca na coloracdo de vermelho-cereja para li-
las. O EDTA remove o calcio do complexo calcio-murexida, for-
mando o complexo calcio-EDTA, liberando o indicador, que li-
vre, apresenta a coloracdo lilas. A partir do volume gasto de
EDTA, nesta titulagcdo, a massa de calcio sob a forma de car-
bonato de calcio foi calculada e expressa em ppm CaCO3/mg

concha.

* Marca Mettler modelo H31.
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10. Processamento histolégico e histoquimico dos moluscos in-
fectados e nao-infectados e dos esporocistos expelidos

de Eurytrema coelomaticum.

Os moluscos a serem utilizados nos estudos histolo-

gicos e histoquimicos, foram separados em placas de petri
contendo papel Ilitro umidecido com agua e receberam alimenta-
cao exclusivamente vegetal, permanecendo nessas placas por

uma semana. Este procedimento foi adotado para que os possi-
veis graos de terra que estivessem presentes no trato diges-
tivo destes moluscos pudessem ser eliminados, possibilitando
cortes histolégicos perfeitos.

ApoOs este periodo, as partes moles foram retiradas
do interior das conchas, sob observacao ao estereomicrosco-
pio, através de uma leve pressao, suficiente para quebrar a
concha sem prejudicar os tecidos do molusco, e com auxilio de
pincas de ponta fina os fragmentos das conchas foram retira-
dos e colocados a parte. A massa visceral do molusco foi dis-

tendida sobre wuma placa de petri prépria para a dissecacdao de

moluscos e, presa por alfinetes finos, feito isso o liquido
fixador foi derramado sobre o molusco, até cobri-lo totalmen-
te.

A escolha do fixador foi feita de acordo com os
tratamentos subsequentes (métodos de coloragao incluindo his-

tologia e histoquimica) a serem utilizados. Em virtude disso,
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na fixagcdo foram utilizados: formalina a 10% (LUNA, 1968),
liquido de Bouin (LUNA, 1968), formol calcio (LUNA, 1968) e
liquido fixador Dubosqg-Brasil modificado (Etanol 80°GL - 600
mi; Acido aceético glacial - 150 ml e Formalina comercial-
250 ml). Quando a fixagdo foi feita com Bouin, houve a neces-
sidade de remover o acido picrico, com lavagens sucessivas em
etanol 70°GL. Os esporocistos expelidos foram retirados das
placas de petri e fixados com formalina 10%. Passado o tempo
de fixacéao, os moluscos e 0os esporocistos expelidos foram
transferidos para etanol 70°GL, onde permaneceram até serem
processados histologicamente.

Considerando-se a estrutura delicada dos tecidos
dos moluscos e dos esporocistos, a desidratagcdo bem como, as
demais etapas que antecederam a inclusdo em ©parafina, foram
realizadas progressivamente. As etapas do processamento his-
tolégico dos moluscos e esporocistos expelidos, com as res-
pectivas substancias utilizadas e o tempo de duragcdo de cada

etapa podem ser observados na Tabela Ill.
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Tabela Ill. Etapas do processamento histolégico até a inclusdo em parafina, seguindo-de o corte com
micrétomo, a coloragdo e a montagem em balsamo do Canada.

ETAPAS

F INALIDADES

DURACAD

1. Fixag3o: Liguido de
Bouin, Forsalina a 101,
Foran] Cilcio ou Dubosg-
Brasil sodificado,

2. Desidratagdo:  Série
alcoblica crescente, indo
do etanpl 70 "6l ate e
etano] absoluto.

1, Diafanizagdo: Xilol,
comegando por yma nistura
de etanel absolutn/xiiol
1:1, sequindo dois banhos
en xilpl puro.

4. Ispregnagdo: FParafina
ajsturada com cera de
abelha, realizada es es-
tufa a 58 °C,

5. Inclus¥o: 0 material
foi celotado en us solde
cantendo parafina e dei-
xade fora ¢a estufa para
gue esta solidificasse,

4, Corte: Realizados ea
microtomo  Spencer  "B20°
da Aserican Dptical Co.

Preservar 3 aordologia e 4
conposigdo quimica dos teci-
dos, encontrados mos  molus-
fos vivos e esporocistos,

flemover a dgua dos tecidos.

Eabeber o saterial enm xilol,
cubstdncia wiscivel com 2
paratina.

A parafina penetra nos espa-
(a5 intercelulares e mesap
ne interior das células, ie-
gregnando todo o tecido.

Obtensde do bloco de parafi-
na, contendo o aaterial in-
clulde.

Bbtengdc de cortes seriados
cos 7 um de espessura.

Cerca de duas horas coms ¢
o Liquidc Bowin, podendo
chegar a 12 horas coa o5
desais finadores.

Cerca de 20 a 30 sinutos,
dependendo do  tamanho do
saterial.

Cerca de 20 a 30 sminutos,
dependende do tasmanho do
saterial.

Cerca de 20 2 30 minutos,
dependende do tamarho do
saterial,

0 tespo necessario para
que a parafina sciidifi-
CaSSE.

Esta etapa n¥p teve dura-
¢do0 pré-determinada,

Para

gios larvais de

similaris, analise

acompanhamento da rota

coelomaticum pela

comparativa da morfologia

moluscos infectados e nao-infectados,

gia dos esporocistos expelidos foi

masa

utilizada

migracdo dos esta-

visceral de

do ovotestis

e o estudo da morfolo-

a técnica de to-
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loragao Hematoxilina-Eosina (LUNA, 1968).

Para o estudo histoquimico comparativo entre molus-
cos infectados e nao-infectados e dos esporocistos expelidos
foram utilizadas as seguintes técnicas de coloragdo: Para de-
teccao de glicoconjugados (mucopolissacarideos) foram utili-
zados o Alcian Blue em pH 2,5 (LUNA, 1968), para glicoconju-
gados acidos, Alcian Blue/Acido Periédico de Schiff (PAS)
(LUNA, 1968) e PAS (LUNA, 1968), para glicoconjugados neu-
tros. Como reagdao de bloqueio ao PAS foi utilizada a técnica
Amilase + PAS (COOK, 1977). Para glicogénio foi utilizado o
Carmim de Best (LUNA, 1968). Para deteccao de calcio foram
utilizados os métodos de Dahl (LUNA, 1968) e von Kossa modi-

ficado (MALLORY, 1941) in (LUNA, 1968).

11. Analise estatistica.

A eliminacdo de ovos por E. coelomaticum, nas trés
solugbes salinas fisioldégicas utilizadas, foi submetida a
analise estatistica pelo teste de Tukey, para comparacao de
médias, com nivel de significAncia de 1% (SNEDECOR & COCHRAN,
1967).

A temperatura registrada no interior do laborato6-
rio, foi relacionada com a duragdo minima do desenvolvimento
larval intramolusco de E. coelomaticum, nas duas épocas de

infeccao estudadas, e submetida a analise estatistica, pelo
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teste "F" de Snedecor, com nivel de significAncia de 5%
(SNEDECOR & COCHRAN, 1967).

A duracdo do desenvolvimento larval intramolusco de

E. coelomaticum, culminando com a primeira eliminagcdo dos es-

porocistos de segunda geracdo, nas duas eépocas de infeccao

estudadas, foi analisada estatisticamente, pelos testes "T"

de Student para populagdbes heterocedasticas e Qui-Quadrado,

com nivel de significancia de 5% (SNEDECOR & COCHRAN, 1967).

O ritmo de eliminagdo dos esporocistos de segunda

geragao pelos moluscos, foi relacionado com a temperatura
(maxima e minima) do interior do laboratdério, nas duas épocas
de infeccao estudadas, e analisado estatisticamente, pelo

teste de Regressdo Linear Simples; o consumo de oxigénio por
moluscos infectados e nao-infectados, foi analisado estatis-
ticamente, pelos testes T de Student com nivel de signifi-
cancia de 5%, e de Regressdao Linear Simples; e a concentragao
de calcio nas conchas dos moluscos infectados e nao-infecta-
dos, analisada estatisticamente, pelo teste de Regressao Li-

near Simples (SNEDECOR & COCHRAN, 1967).

12. Fotomicrografias.
As fotomicrografias dos cortes histoldégicos dos
moluscos infectados e nao-infectados e dos esporocistos de

segunda geragdo de E. coelomaticum foram feitas com filme
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Panatomic - X da Kodak, em microscépio WILD M 20, com camera
fotografica acoplada, e uma do esporocisto de segunda geracao
expelido de E. coelomaticum em estereomicroscopio wild, com

lente Makrozoon 1:5 e caéamera fotografica aclopada.



RESULTADOS

1. Papel de algumas solugcboes salinas fisiolégicas na elimina-

cao de ovos por Eurytrema coelomaticum.

Entre as trés solugdes salinas fisiologicas testa-
das, a que possibilitou uma maior eliminacéao de ovos foi a
solugao de Locke, em todas as determinacdes realizadas. Se-

guida da solugcdo salina de Earle e da solugdo salina fisiolo-
gica a 0,85%, respectivamente, conforme pode ser observado na
Tabela 1IV. Apdés 24 horas, periodo em que os espécimes de E.
coelomaticum permaneceram nas solugdes salinas fisiolégicas,
os helmintos ainda estavam vivos, porém, apresentaram movi-

mentos letargicos.



Tabela IV. Eliminagdo de ovos por Eurytrema coelomaticum em diferen-
tes formulagbes de solugdes salinas fisiologicas.

Namerp de ovos eliminados por determinagdod

Soluglies

salinas i I 1l 1y v ¥]  Totars
Earle 200 Be 478 M M8 Me 1828
Locke BoO LY: ] 192 BS54 451 85¢ 147
Fisiol. a 0.85) - 0 s 198 12 21 147
Totais 1000 1160 (476 1430 Beh 1539 74T

¢ foraa utilizados 35 espécimes de E. coelomaticus es cada determina-
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nagdo,

O teste de Tukey para comparagao de médias, demons-
trou, ao nivel de significéncia de 1%, que os resultados ob-
tidos com a solugédo salina de Locke diferiram significativa-
mente, daqueles obtidos com as outras solugdes e, que as s0-—
lucdes salina de Earle e fisioldgica a 0,85%, estatisticamen-—
te, apresentaram 0O mesmo resultado.

2. Infecgao experimental de Bradybaena similaris com ovos em-
brionados de Eurytrema coelomaticum.

A Tabela V mostra os resultados da infecgao experi-
mental de 194 moluscos, divididos nas trés <classes de tamanho
pré-estabelecidas. Apenas os moluscos das classes tamanho A e
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B adquiriram a infecgcdo. A classe A foi a que apresentou mai-
or numero de moluscos infectados (52,7% e 45%), para as in-
feccbes realizadas em novembro/1989 e margo/1990, respectiva-
mente. Na classe C nenhum molusco adquiriu a infecgdo, nas
duas épocas de infeccdo estudadas. Comparando-se o0s resulta-
dos percentuais totais para as duas épocas de infecgao estu-
dadas, verifica-se que nao existe diferencga significativa en-

tre eles.

Tabela V. Infecgdo experimental de Bradybaena similaris com ovos embrionados
de Eurytrema coelomaticum.

No. de acluscos Mo, de soluscos fercentagea (1)
Classe de Tamenho utilizados intectados de infecgdo
Nov./B9 Mar./90  Nov./BY BMar./90 Nov./BY Mar./90

A 36 10 19 18 52,7 45,0

B 28 30 5 8 2,4 2b,b

C 30 30 9 0 0 0
Total 9 100 25 b 26,6 26,0

€lasse & - moluscos com didaetro de concha de 13,1 a 10,7 me
Llasse B - moluscos com dideetro de conchs de 9,2 a2 6,2 as
Llasse C - soluscos com didsetro de toncha de 5,8 & 3,0 o

3. Temperatura e duragadao do desenvolvimento larval de

Eurytrema coelomaticum em Bradybaena similaris.
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Para as infecgdes realizadas em novembro/1989, o

tempo minimo de desenvolvimento nos moluscos, desde a inges-
tdo dos ovos até a primeira eliminagdao dos esporocistos de
segunda geracao foi de 79 dias. Para as infecgbes realizadas
em margco/1990, o tempo minimo de desenvolvimento nos moluscos
foi de 107 dias. A duracao individual do ©periodo parasitario,
assim como a duragcdo minima e a média para as duas épocas de
infeccao estudadas podem ser verificadas na Tabela VI. As
temperaturas meédias mensais registradas para as duas épocas

de infecgcao, podem ser verificadas nas Tabelas VII e VIII.

Tabela VI. Duragdo do desenvolvimento larval de Euryfrema coelomaticum e,
Bradybaena similaris sob condigdes de laboratério.

Inicia da infecgdo Buragdo [ndividual Duragdo Minias  Duragdo Media
fdias) {dias) {dias]
Noveabro/g% 79, 79, 80 79 79
Margo/90 107, 108, 109, (13, 128, 180 107 124
A analise estatistica dos resultados relacionados
com a duracéao do desenvolvimento larval intramolusco de E.
coelomaticum, para as duas épocas de infeccéo, pelos testes
"T" de Student para populacdes heterocedéasticas e Qui-
Quadrado, revelou que havia uma diferenca significativa, ao

oe

nivel de significéancia de 5%, na duracgéo do desenvolvimento



larval intramolusco nas duas épocas de infecg¢do estudadas.

Tabela VII. Temperatura do laboratério relacionada com
a infecgdo realizada em novembro/1989.

Periodo de Infecgdp Teaperatura ( C)
lmeses) Bix. Min.
Koveahro/B8Y 7%,% 23,7
Dezenbro/89 10,4 27,1
Janeiro/%0 31,3 8,0
fevereiro/%) 36,9 28,3

Tabela VIII. Temperatura do laboratorio relacionada com
a infecgdo realizada em margo/1990.

36

Perledo de Infecg3o Temperatura { C)
(meses) Max. Nin.
Margo 30,2 4.9
Abril 30,1 28,7
Maio 5,5 2,3
Junhp 23,4 20,7
A variacéo da temperatura no laboratério, nas duas
épocas de infeccéo estudadas, foi analisada estatisticamente

pelo teste de Analise da Variancia, ficando demonstrado que
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temperatura n&o variou significativamente, nas duas épocas de

infeccdo, ao nivel de significAncia de 5%.

4. Rota de migracao e emergéncia dos esporocistos de segunda

geracdo de Eurytrema coelomaticum em Bradybaena similaris.

Os espécimes de B. similaris utilizados para este
estudo, foram aqueles infectados experimentalmente em novem-
bro/1989. Através de cortes histoldgicos seriados, estabele-
ceu-se a rota de migracadao de E. coelomaticum pela massa vis-

ceral do molusco.

Os ovos de E. coelomaticum ingeridos pelos molus-
cos, foram observados no interior de seu trato digestivo, 15
minutos apos o contato inicial (Fig. 1). Miracidios livres
foram vistos no lumen do trato digestivo dos moluscos, uma

hora apdés o contato inicial com os ovos (Fig. 2). Apds duas
horas da ingestdo dos ovos, foi possivel observar, em corte
histolégico, um miracidio dentro de uma célula da parede do
trato digestivo do molusco (Fig. 3).

Nas dissecacdes dos moluscos, realizadas aos 10
dias apos a infecgcdo, esporocistos de primeira geracdo foram
observados, fixados na serosa da porgdo posterior do intesti-
no. Cortes histoléogicos desta regido mostraram que estes es-
porocistos apresentavam formato oval, contendo em seu inte-

rior inUmeras bolas germinativas (Fig. 4).
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Aos 25 dias de infecgao, foram observados esporo-

cistos de primeira geracdao contendo em seu interior bolas
germinativas, em varios estagios de desenvolvimento, espalha-
dos pelo tecido peri-intestinal e ao redor da glandula diges-

tiva (Fig. b5).

Esporocistos de segunda geracdo jovens foram \vistos
migrando no sentido das primeiras voltas da massa visceral do
molusco, atraveés do espago hemolinfatico, localizado proximo
ao intestino do molusco. Este estagio do desenvolvimento foi
observado aos 53 dias pds-infeccdo (Fig. 6).

Pode-se observar esporocistos de segunda geragdao em
varios estagios de desenvolvimento, ao redor da glandula di-
gestiva, aos 60 dias pods-infecgdo (Fig. 7).

Os esporocistos de segunda geragao, totalmente de-
senvolvidos, foram observados nas dissecacdes realizadas aos
70 dias pos-infecgéao, migrando entre os o4rgaos internos do
molusco, pelos espacos hemolinfaticos, no sentido da volta
corporal do molusco (Fig. 8).

Os esporocistos de segunda geragao emergiram sempre
durante a noite, através do pneumdéstoma. A Figura 9, mostra

um corte histolégico, apoés 79 dias de infecgdo, onde pode ser

visto um esporocisto de segunda geragao, contendo cercarias
totalmente desenvolvidas, no pneumodstoma. Este achado se
constitui no primeiro registro histolégico de esporocistos de

segunda geracdao de E. coelomaticum no pneumoéostoma de B.

similaris.
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Figura 1 - Corte histolégico da regido anterior do trato digestivo de Bradybaena similaris infectada
experimentalmente, mostrando um ovo de Eurytrema coelomaticum , aos 15 minutos ap6s o con-
tato inicial com os ovos. Coloragdo: HE. O - ovo de E. coelomaticum ; RA - residuo ali-

mentar.  Aumento:  1750x.

Figura 2 - Corte histolégico da regido anterior do trato digestivo de B. similaris infectada experi-
mentalmente) mostrando um miracidio de E. coelomaticum livre no Iumen do trato digestivo
do molusco) usa hora apds o contato inicial com os ovos. Coloragdo: HE. M - miracidio de

E. coelomaticum ; CO - casca do ovo e RA - residuo alimentar. Aumento: 1750x.



Figura 3 - Corte histolégico, mostrando um miracidio de E. coelomaticum dentro de uma célula da pa-
rede do trato digestivo de B. similaris, duas horas apés o contato inicial com os ovos.

Coloragdo: HE. M - miracidio de E. coelomaticum e IN - intestino. Aumento: 1750x.

Figura 4 - Corte histolégico mostrando, um esporocisto de primeira geragao de E. coelomaticum fixado
na serosa da parede do intestino de B. similaris, aos 10 dias apos a infecgdo. Coloragéo:

HE. E1 - esporocisto de 12 geracéo; Pl - parede do intestino. Aumento: 875x.
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Figura 5 - Corte histolégico, mostrando varios esporocistos de primeira geragdo de E. coelomaticum,

emdiferentes estagios de desenvolvimento, espalhados pelo tecido peri-intestinal e ao

redor da glandula digestiva de B. similaris, aos 25 dias pos-infecgdo. Coloragédo: HE.

El - esporocisto de 12 geragdo e GD - glandula digestiva. Aumento: 875x.

Figura 6 - Corte histolégico, mostrando esporocistos de segunda geragdo de E. coelomaticum jovens,

migrando pelo espago hemolinfatico, localizado préximo ao intestino de B. similaris, aos

53 dias pds-infeccdo, Coloragdo: HE. E2 - esporocisto de 2% geragdo e EH - espago hemo-
linfatico. Aumento: 1750x.
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Figura 7 - Corte histoldégico, mostrando vérios esporocistos de segunda geracdo de E. coelomaticum,
em diferentes estdgios de desenvolvimento, ao redor da glédndula digestiva de B. similaris,
aos 60 dias poés-infecgdo. Coloragdo: HE. E2 - esporocisto de 2% geragdo e GD - glandula

digestiva do molusco. Aumento: 875x.
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Figura 8 - Corte histoIdégico, mostrando um esporocisto de segunda geragdo de E. coelomaticum total-
mente desenvolvido, migrando entre os érgdos internos de B. similaris, aos 70 dias pds-
infecgdo. Coloragdo: HE. E2 - esporocisto de 22 geragdo; C - cerciria e EH - espago he-

molinfdtico. Aumento: 1750x.

42



Figura 9 - Corte histoldgico, mostrando uma regido do pneumdstoma de B. similaris, contendo um espo-
rocisto de segunda geracdo de E. coelomaticum, pronto para ser expelido, aos 79 dias pds-
infeccdo. Coloragdo: HE. E2 - esporocisto de 22 geragdo; C - cercaria e EP - epitélio

do pneumdstoma. Aumento: 875x.
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5. Influéncia do ©parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre
o armazenamento de glicogénio e calcio na glandula diges-

tiva de Bradybaena similaris.

5.1. Glicogénio nas células da glandula digestiva de B.

similaris.

O método do Carmim de Best, para glicogénio, mos-
trou uma reacdao positiva para as cercarias e menos intensa
para o endocisto e saco membranoso, nos esporocistos de se-
gunda geracao em desenvolvimento localizados na glandula di-
gestiva dos moluscos infectados, que apresentaram-se corados
em vermelho, porém, o restante do tecido da glandula digesti-
va, reagiu negativamente ao Carmim de Best. A glandula diges-
tiva dos moluscos nao-infectados, mostrou uma reacdo positi-

va ao Carmim de Best.

5.2. Deposicao de calcio nas células da glandula digestiva de

B. similaris.

Os métodos, de Dahl e de von Kossa, utilizados para
avaliar a quantidade de calcio presente nas células da glan-
dula digestiva de moluscos infectados e néao-infectados, de-

mostraram um maior acumulo de calcio na glandula digestiva
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dos moluscos infectados. Sendo que, o método de Dahl, apre-
sentou resultados mais intensos, do que o método de von
Kossa, tanto para moluscos infectados como para aqueles néao-

infectados.

6. Alteracoes observadas no ovotestis de Bradybaena
similaris, como resultado do parasitismo por Eurytrema

coelomaticum.

Alteragbes celulares foram observadas na gb6nada de
B. similaris, embora nenhum esporocisto de segunda geragdo de
E. coelomaticum tenha sido encontrado no ovotestis. Os foli-
culos do ovotestis se apresentaram em estagio degenerativo. A
destruicao dos tecidos gonadais foi evidenciada, ao comparar-
se cortes histologicos de moluscos infectados (Fig. 10) e da-
queles nao-infectados (Fig. 11). Embora evidenciada, a esper-
matogénese em moluscos infectados, apresentou-se  bastante re-
duzida. O mesmo, foi observado com relagcdo a ovulogénese, com
a produgcao de ovocitos anormais.

Os moluscos infectados, pertencentes a classe de
tamanho A, foram os Unicos que realizaram posturas. Entretan-
to, as posturas apresentaram pequeno numero de ovos, sem

eclosdao aparente de nenhum deles.



Figura 10 - Corte histolégico de uma regido do ovotestis de B. similaris infectada experimentalmente
com E. coelomaticum, mostrando o estado degenerativo do tecido gonadal. Coloragdo: HE.

OV - ovocito degenerado e ES - espermatozoide degenerado. Aumento: 1750x.

11
0t e

Figura 11 - Corte histolégico de uma regido do ovotestis de B. similaris ndo-infectada, mostrando o
estado perfeito da gbnada. Coloragdo: HE. OV - ovécito e ES - espermatozéide. Aumento:

1750x.
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7. Determinacao do ritmo de eliminagcdo dos esporocistos de

segunda geracao de Eurytrema coelomaticum.

Os esporocistos de segunda geragdo eliminados pelos
moluscos, foram encontrados em grupos ou, isoladamente no
caso de somente um esporocisto ter sido eliminado, deposita-
dos nas tampas das placas de petri. Esses esporocistos, apre-
sentavam-se envolvidos por uma substancia mucilaginosa.

A eliminagdo ocorreu sempre durante a noite. Embora
as placas de petri contendo o0os moluscos experimentalmente in-
fectados, tenham sido observadas diariamente, no inicio da
manhd e ao final da tarde, apenas nas observagdes feitas pela
manha foram encontrados os esporocistos.

Ndo houve constancia do intervalo entre uma elimi-
nacdo e outra, porém as eliminagbes, em sua maioria, ocorre-
ram em intervalos de 1 a 3 dias.

@) periodo de eliminacdo de esporocistos foi dife-
rente para as duas épocas de infeccdo dos moluscos. Para os
moluscos infectados em novembro/1989 o periodo de eliminacao
foi de 3 semanas e para os moluscos infectados em margco/1990
foi de 12 semanas. O numero maximo de esporocistos eliminados
por molusco foi de 51, enquanto que o numero minimo foi de 24
para os moluscos infectados em novembro/1989. Para os molus-
cos infectados em mar¢co/1990 esses numeros foram 16 e 1, res-

pectivamente.
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As figuras 12 e 13, mostram a eliminagdo de esporo-
cistos por moluscos infectados experimentalmente em novem-
bro/1989 e margo/1990, respectivamente, representadas por um
espéecime de molusco escolhido ao acaso, para cada época de
infeccao.

O ritmo de eliminagdo dos esporocistos de segunda
geracao foi relacionado as temperaturas (maxima e minima) re-
gistradas durante o periodo de eliminagdo. A analise estatis-
tica pelo teste de Regressdao Linear Simples, mostrou que hou-
ve uma correlagdo positiva entre a temperatura maxima e o nu-
mero de esporocistos eliminados, nas duas épocas de infecgao
estudadas. Sendo que esta correlagcdao foi mais evidente com os

moluscos infectados experimentalmente em novembro/1989.



Figura 12. Ritmo de eliminagdo dos esporocistos de Eurytrema coelomaticum por um espécime de
Bradybaena similaris infectada experimentalmente em novembro/1989, relacionado com a tem-
peratura do interior do laboratério. N° de esporocistos eliminados -#®-; temperatura

maxima - % - e temperatura minima --k--.

Figura 13. Ritmo de eliminagdo dos esporocistos de Eurytrema coelomaticum por um espécime de
Bradybaena similaris infectada experimentalmente em margo/1990, relacionado com a tempera-

tura do interior do Laboratério. N° de esporocistos eliminados -#-; temperatura maxima

-#- e temperatura minima --&--.
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8. Influéncia do parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre

o consumo de oxigénio por Bradybaena similaris.

Os resultados das observacgdes sobre 0O consumo médio
de oxigénio por moluscos infectados e ndo-infectados, durante
o) desenvolvimento dos estéagios larvais de E. coelomaticum em
B. similaris, nas duas épocas de infeccgéo estudadas, estao
nas Tabelas IX e X, respectivamente.

0O consumo médio de oxigénio aferido na primeira se-
mana poés-infecgdo, para as duas épocas de infeccgéo, foi igual
para moluscos infectados e nao-infectados, havendo uma varia-
¢do durante os periodos de infeccgdo subsequentes. Foi possi-

vel verificar gue na maioria das vezes os moluscos nao—infec—

tados consumiram mais oxigénio do gue os moluscos infectados

(Figs. 14 e 15).



Tabela IX. Consumo médio de oxigénio por Bradybaena similaris infectada expe-
rimentalmente com Eurytrema coelomaticum em novembro/1989 e por
moluscos ndo-infectados.

Tespo de infecgdo Consuap de ozigénio (pg de 0,/seluscol
(semanas) Infertados N¥o-infectados
1 9,02603 0,02603
2 4,07814 0,037
3 0,01562 0, 19420
4 0,02344 0,045B8
5 0,01562 0,04688
& 0,07814 9,06252
i 0,01362 0,04 588
8 0,01352 0,031128
] 0,01362 0,04252
i0 0,06754 ¢,08175
i1 0,01574 0,03657

Tabela X. Consumo médio de oxigénio por Bradybaena similaris infectada expe-
rimentalmente com Eurytrema coelomaticum em margo/1990 e por molus-
cos néo-infectados.

Tespc de infecqdo Consuso de oxigénip (ug de O,/wolusca)
(semanas! Intectados Nac-intectados
i ¢, 00327 0,04327
2 0,05762 0,07342
3 0,08097 0,09413
4 ¢,02004 0,03473
3 ¢,06791 0,05479
b ¢,02470 0, 04851
? 0,03940 0,05947
] 0,04752 0,02975
k] 0,03943 0,06494
10 0,04752 0,03979
il 0,04752 0,0734b
12 0,03947 0,04594
13 0,04892 0,04328
14 0,054%8 0,075%5
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A analise estatistica do consumo de oxigénio por

moluscos infectados e nao-infectados pelo teste "T" de
Student, mostrou que nao existe diferenca significativa entre
o consumo de oxigénio por moluscos infectados e nao-infecta-
dos, nas duas épocas de infecgcdo estudadas, ao nivel de sig-
nificdGncia de 5%. Entretanto, a analise pelo teste de Regres-
sdo Linear Simples, mostrou uma correlagcao positiva entre o
tempo de duracdao do experimento e o consumo de oxigénio pelos

moluscos nao-infectados, para a época de infecgcdo marco/1990.



Figura 14. Consumo de oxigénio por Bradybaena similaris infectada experimentalmente em novembro/1989

com Eurytrema coleomaticum e por moluscos ndo-infectados. Moluscos infectados -@- e mo-

luscos nao-infectados -k-.

Figura 15. Consumo de oxigénio por Bradybaena similaris infectada experimentalmente em margo/1990 com

Eurytrema coelomaticum e por moluscos ndo-infectados. Moluscos infectados -~ e moluscos

ndo-infectados -#&-,
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9. Influéncia

a deposicao de calcio

na concha de Bradybaena similaris.

54

do parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre

Os resultados das determinacgdes da concentracgao de
cdlcio nas conchas dos moluscos infectados experimentalmente
com E. coelomaticum e daqueles ndo-infectados, pela técnica
de volumetria de complexacgédo, constam nas Tabelas XI e XII,
respectivamente. Foi possivel verificar que a infeccao por
E. coelomaticum provoca uma interferéncia sobre o metabolismo

de calejo de B.

para o) grupo de

estatistica, mostraram

entre peso das conchas

dos moluscos infectados.

similmris.

moluscos

Uma vez dque os resultados obtidos
infectados, antes mesmo da andlise
uma tendéncia a uma relagdo negativa
concentracéao de célcio nas conchas



Tabela XI. Concentragdo de calcio nas conchas de Bradybaena similaris infectada expe-
rimentalmente com Euryfrema coelomaticum, em fungdo do tamanho e peso das

conchas.

Identificagdo Tasanho da Peso da concha Concentragdo
do moluscn concha (aa} (ag) de cilcio {ppai
SwP-323 k,04 i1 47,18
SWP-524 10,04 3,8 47,19
SVP-525 0,04 34,2 60,23
SWP-528 1,0 9,4 74,9
SVP-327 9,00 iz, 21,62
SvP-528 10,04 22,7 44,51
SVP-335 16,03 8,4 78,57
SVP-537 1,0 62,9 33,60
§vP-518 H,0 39,4 38,57
SVP-33¢ i2,03 13,7 48,1
SVP-540 i,0 59,7 47,90
SvP-341 10,04 30,4 41,5
SVP-542 H,05 34,9 39,64
SVP-543 1,04 58,5 50,
SVP-344 1,03 43,7 51,1
SVF-345 16,04 58,8 28,91
SYP-346 9,04 43,4 43,17
SVP-548 L] 21,4 55,09
SVP-54% 8,3 23,9 33,47
SVP-550 1,40 22,2 36,91
SVE-331 6,07 20,2 30,49
SVP-532 9,u 37,1 46,36
SVP-556 10,03 33,17 38,75
SVF-pB1* 10,80 89,2 I, H
SVP-pod 13,70 239,46 47,25
SVP-pob 12,30 139,1 39,58
SVF-pob’ {1,530 13,6 36,88

SVP-p10 10,70 99,0 33,13
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Tabela XIl. Concentragdo de calcio nas conchas de Bradybaena similaris nao-infectada,
em fungdo do tamanho e peso das conchas.

ldentificagko Tamanhn da Peso da concha Concentragdo
do molusco concha {mm) {mg) de calcio (ppm)
SVP-{ 10,30 Gh,b 32,15
SYP-2 13,25 123,3 49,15
5yP-3 13,36 175,0 7,30
SYP-4 13,00 189,7 53,49
SVP-& 12,33 154,0 19,80
SYp-7 12,09 154,9 12,47
SYP-3 12,45 16,1 M,88
SYP-9 11,95 134,1 54,31
SYP-10 13,55 178,0 45,10
SYp-11 13,00 it7,4 41,09
syp-12 13,20 209,0 47,04
SYP-13 13,00 151,2 50,53
SYP-14 13,00 170,0 54,58
SYP-14 14,15 294,5 60,40
SYP-17 10,75 93,7 50,53
SYp-19 10,95 183,9 28,73
SYP-19 13,50 19,9 9,48
SYP-20 11,33 154,7 34,80
sye-21 11,33 183,2 24,30
Syp-72 11,95 175,4 43,58
Syp-23 11,00 147,5 11,05
Syp-24 11,03 161,1 32,13
SYP-25 H,50 135,7 51,72
SYP-24 10,75 95,1 §6,39
svP-27 i1,80 11,4 50,190
Os resultados obtidos nas determinacgdes da concen-—
tracao de cédlcio nas conchas dos moluscos infectados e ndo-
infectados foram submetidos 4 analise estatistica pelo teste
de Regresséo Linear Simples. Ficando demonstrado que existe

uma correlacgao positiva entre o tamanho e o peso das conchas,

tanto para os moluscos infectados como para aqueles nao-

infectados, e quando se correlacionou o peso das conchas com
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a concentragcdo de calcio, os moluscos infectados apresenta-—
ram uma correlacgcdo negativa enquanto que aqueles ndo—infecta-—

dos apresentaram uma correlagdo positiva (Figs. 16—-19).
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Figura 16. Relagdo entre tamanho e peso da concha de Bradybaena similaris infectada experimental-

mente com Eurytrema coelomaticum.
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10. Morfologia e composicao quimica do esporocisto expelido

de Eurytrema coelomaticum.

A morfologia e a composicao de mucopolissacarideos
do esporocisto expelido de E. coelomaticum foram estudadas
através de meétodos  histolégicos e histoquimicos, com esporo-
cistos expelidos espontaneamente, por moluscos experimental-
mente infectados em novembro/1989.

O esporocisto de segunda geragcdo em desenvolvimento

apresenta forma alongada, durante o processo de migragdo no

sentido da volta corporal do molusco, vai tornando-se arre-
dondondado, até ser expelido pela abertura respiratoria do
molusco. o esporocisto expelido apresenta uma regiao anterior

formada por um processo longo e uma regiao posterior sacular,
onde estao incluidas as cercarias.

No esporocisto em desenvolvimento, os dois envelo-
pes, endocisto e saco membranoso, inicialmente coalescidos
formando uma parede Unica, comegam ase separar Nno esporocis-
to totalmente desenvolvido, em processo de migracdo em dire-
cao a abertura respiratoria do molusco, para ser expelido
(Fig. 20).

Os esporocistos sdo quase transparentes logo que
sao expelidos e, vao progressivamente, adquirindo uma aparén-
cia opaca. O endocisto forma um tubo estreito maior do que a

cavidade do saco membranoso e pode ser observado contorcido
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em seu interior, contendo as cercarias. Quando retirado do
interior do esporocisto, o endocisto ¢é quase trés vezes o ta-
manho da cavidade do saco membranoso (Fig. 21).

A estrutura celular do saco membranoso e do endo-

cisto, mostrou-se desintegrada no esporocisto expelido. Os
nucleos, na maioria das vezes, apresentaram-se degenerados
(Fig. 22).

Glicoconjugados acidos foram detectados pelo Alcian
Blue em pH 2,5, nas cercarias e no endocisto do esporocisto
em desenvolvimento. No esporocisto expelido, foi possivel ob-
servar uma reacao positiva ao Alcian Blue, ao redor das cer-
carias, no endocisto e saco membranoso.

Nas reacoes para deteccao de glicoconjugados neu-

tros, as cercarias mostraram-se PAS-positivo no esporocisto
em desenvolvimento. Entretanto, no esporocisto expelido uma
reagao positiva ao PAS, foi observada apenas ao redor das

cercarias.

O método do Alcian Blue/PAS mostrou uma reagao po-
sitiva ao Alcian Blue para no endocisto do esporocisto em de-
senvolvimento, e ao redor das cercarias, no endocisto e saco
membranoso do esporocisto expelido, que apresentaram-se cora-
dos em azul. Uma reacdo positiva ao PAS, foi observada ao re-
dor das cercarias do esporocisto em desenvolvimento e no en-
docisto do esporocisto expelido, que apresentaram-se corados
em magenta.

O teste utilizado para a deteccao do glicogénio,
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Carmim de Best, mostrou um resultado fortemente positivo nas
cercarias e menos intenso para o endocisto e saco menbranoso
do esporocisto em desenvolvimento, que apresentaram-se cora-
dos em vermelho. O esporocisto expelido desenvolveu uma rea-

cao positiva somente ao redor das cercarias.
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Figura 20 - Corte histolégico, mostrando o inicio da separagdo entre o endocisto e o saco membranoso,
no esporocisto de segunda geracdo de E. coelomaticum em final de desenvolvimento. Colora-

¢do: HE. E2 - esporocisto de 22 geragdo; EN - endocisto; SM - saco membranoso e C - cer-

Figura 21 - Relagcdo de tamanho entre o esporocisto expelido e o endocisto de E. coelomaticum . En-

endocisto envolvendo as cercarias e EE - esporocisto expelido. Aumento: 1750x.



Figura 22 - Corte histolégico do esporocisto expelido de E. coelomaticum, mostrando o aspecto dege-
nerativo da estrutura celular da parede do esporocisto. Coloragdo: HE. SH - saco mem-

branoso e C - cercéaria. Aumento: 1750x.

66



DISCUSSAO

1. Efeito de algumas solugbdes salinas fisiolédgicas na elimi-

nacao de ovos por Eurytrema coelomaticum.

A solugdo salina de Locke apresenta em sua composi-
¢cdo 8,5 g de cloreto de soédio, mesma concentragdo da solugéo
salina fisioldgica usada para animais homeotérmicos e seus
parasitos. Embora a solucgéao salina fisiolégica a 0,85%, apre-
sente a mesma concentracdo, nao dispbe dos demais compostos
quimicos encontrados na solucdo salina de Locke. A solucao
salina de Earle, difere da solugcao salina de Locke, com rela-
¢cdo a concentragcao de cloreto de sodio, apresentando 6,8 g,
ao invés dos 8,5 g. Esta concentragdo, aproxima-se mais da
solugao salina fisiolégica utilizada para poecilotérmicos,
invertebrados e seus parasitos, e ainda, apresenta fosfato de
sodio e sulfato de magnésio, que nao entram na formulagdo da

solugdo salina de Locke.
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Os resultados obtidos no presente estudo, demons-
traram que a diferenga na concentragdo de <cloreto de sodio
existente entre as solugdes salinas utilizadas, nao foi tao
critica. Uma vez que, em todas as solugdes testadas, houve
eliminagcao de ovos. Todavia, na solugcao salina de Locke onde
a concentracdo de cloreto de soédio era a indicada em solugdes
salinas fisiologicas para homeotérmicos e seus parasitos, a
eliminacdo foi maior. Quando comparamos os resultados obtidos
com solucado salina de Locke e com a solugdo salina fisiolo-
gica a 0,85%, pode-se observar que, embora ambas apresentem a
mesma concentracdo de cloreto de sddio, a composicao mais
enriquecida da solugao salina de Locke, possibilitou uma
maior eliminagcdo de ovos pelos helmintos.
Entre a eliminagcdo de ovos realizada na solugdao sa-
lina de Earle e na solucao salina fisioldgica a 0,85%,
estatisticamente, nao houve diferencga significativa. Isto
demonstra que houve um certo equilibrio entre a menor concen-
tracdo de cloreto de sodio apresentada pela solugdo salina de
Earle e a falta dos demais compostos quimicos apresentada

pela solucdo salina fisiolégica a 0,85%.

2. Infeccao experimental de Bradybaena similaris com ovos em-

brionados de Eurytrema coelomaticum.

Em seu trabalho realizado com F. hepatica, KENDALL
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(1964) observou que com o hospedeiro adequado, individuos de
rodas as idades e tamanhos variados eram susceptiveis a in-
feccao. Entretanto, nao foi possivel chegar a mesma concluséao
com E. coelomaticum , que no presente estudo desenvolveu-se
apenas em moluscos das classes de maior tamanho. Embora as
trés classes de tamanho estudadas, tenham recebido o mesmo
tratamento. Os resultados do presente estudo, encontram apoio
em MALEK (1950) in KENDALL (1964), segundo este autor a idade
tem pouco ou nenhum efeito sobre a susceptibilidade a infec-
cao, embora tenha observado que espécimes jovens de
Biomphalaria boissyi, raramente, apresentaram-se infectados
com Schistosoma mansoni. De acordo com CHENG (1968), moluscos
de diferentes idades apresentam niveis diferentes de suscep-
tibilidade a infecgdes por estagios larvais de trematdédeos
digenéticos. A maioria dos trabalhos ja realizados, se nao
todos, estdo agrupados neste campo de pesquisa, quando a ida-
de do molusco ¢é estimada por seu tamanho, ou ensaios quanti-
tativos de infectividade. Se tal resisténcia correlacionada
com a idade ¢é devida a algum fator humoral inato, ou até mes-
mo um fator celular, ainda nao se sabe.

Os resultados obtidos para a classe B, no presente
estudo, aproximam-se daqueles obtidos por MATTOS (1987). Em-
bora, este autor tenha mencionado que utilizou espécimes de
B. similaris com tamanho superior a 5 mm para as infecgodes
experimentais, n&do mencionou o tamanho dos moluscos que ad-

quiriram a infecgao, ficando dificil qualquer comparagao
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neste sentido.

3. Temperatura e duracao do desenvolvimento larval de

Eurytrema coelomaticum em  Bradybaena similaris.

A maioria dos autores concorda que a velocidade
maxima de desenvolvimento do parasito ocorre dentro da faixa
de temperaturas mais elevadas, desde que nao  ultrapasse a
temperatura maxima tolerada pelo molusco (SMYTH, 1966). Dessa
forma, na regido onde o presente estudo foi desenvolvido,

onde a temperatura é, relativamente, alta durante quase todo

o ano, foi possivel verificar uma aceleracao do desenvolvi-
mento de E. coelomaticum em B. similaris , nas duas épocas de
infeccao estudadas. Embora a analise estatistica realizada
tenha demonstrado que existe uma diferenca significativa

com relagcdao a duracdao minima, do desenvolvimento Ilarval de E.
coelomaticum, nas duas épocas de infecgdao estudadas, os re-
sultados obtidos no presente estudo ficaram bem abaixo daque-
les encontrados na literatura até o momento.

No presente estudo, observou-se que a duracdo do
desenvolvimento de E. coelomaticum em B. similaris culminando
com a primeira eliminagcdo dos esporocistos de segunda geracao
foi diferente para as duas épocas de infeccao estudadas. En-
tretanto, como a temperatura nao diferiu significativamente,

de uma época para a outra, conforme demonstrou a analise es-
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tatistica, a duragcdo minima do desenvolvimento Ilarval de E.
coelomaticum observada em novembro/1989, pode ter sido in-
fluenciada indiretamente pela extensdo do periodo de Ilumino-
sidade durante o dia, que €& maior no verao, como foi observa-
do por CHINONE et al. (1976), que trabalharam sob condigdes
de temperatura controlada.

A duracdo minima do desenvolvimento larval intramo-
lusco observada no presente estudo, mostrou-se bem reduzida
quando comparada com a maioria dos trabalhos ja realizados
(TANG, 1950; TANG & TANG, 1977; SAKAMOTO et al., 1980 e
MATTOS, 1987). Entretanto, aproxima-se bastante dos resulta-
dos obtidos por CHINONE et al. (1976). Os resultados obtidos
no presente estudo podem ser um reflexo do excelente grau de
nutricao dos moluscos, como foi verificado por KENDALL

(1964).

4. Rota de migracao e emergéncia dos esporocistos de segunda

geracdo de Eurytrema coelomaticum em Bradybaena similaris.

Trabalhos realizados por varios autores, mesmo aque-
les que se referem ao estagio cercaria, apresentam um consen-
so de que a migracao se faz via sistema circulatério dos mo-
luscos. Embora estes autores tenham se referido ao "sistema
sanguineo” como principal rota de migragcao dos estagios lar-

vais de trematdédeos digenéticos em seus hospedeiros moluscos
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(BRUMPT, 1941; KENDALL & McCULLOUGH, 1951; PROBERT & ERASMUS,
1965 e KOZUTSUMI & ITAGAKI, 1989), o sistema circulatério dos
moluscos €& semi-aberto e, portanto, a hemolinfa circula tam-
bém, por espagos (lacunas) existentes entre os d6rgdos inter-
nos dos moluscos e nao exclusivamente por ductos ou canais,
como foi sugerido por estes autores. Dessa forma, a denomina-
cao "sistema hemolinfatico" ¢é a mais apropriada para designar
o sistema circulatério dos moluscos.

No presente estudo, foi observada a eclosao dos
ovos de E. coelomaticum, liberando os miracidios, no canal
alimentar de B. similaris. O mesmo foi observado para outros
dicrocoeliideos (KOZUTSUMI & ITAGAKI, 1989). O miracidio
atravessou a parede do trato digestivo, fixando-se na super-
ficie externa do intestino, onde evoluiu ateé esporocisto de
primeira geragcao, o0 que esta de acordo com TANG (1950) e
KOZUTSUMI & ITAGAKI (1989) que trabalharam com E.
pancreaticum e com MATTOS (1987) que trabalhou com E.
coelomaticum

TANG (1950) observou esporocistos de primeira gera-
cao de E. pancreaticum ao redor da glandula digestiva de B.
similaris, o0 mesmo nao foi observado para essa mesma espécie
por KOZUTSUMI & ITAGAKI (1989). Segundo estes autores, os es-
porocistos de primeira geragdo estavam presentes somente na
parede do trato digestivo, porém, nunca na glandula digesti-
va. No presente estudo, foram observados varios esporocistos

de primeira geracdao de E. coelomaticum espalhados pelo tecido
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peri-intestinal e na porgao anterior da glandula digestiva de
B. similaris.

Os esporocistos de primeira geragao produzem em seu
interior os esporocistos de segunda geracdo, a partir das bo-
las germinativas. A localiza¢cdo dos esporocistos de segunda
geracado dos dicrocoeliideos ¢€é muito variada: colar do manto
(DENTON, 1944); veias da parede da cavidade pulmonar (DENTON,
1944); glandula digestiva e glandula de albumina, pneumdstoma
e ao longo do intestino (DENTON, 1944; MATTOS, 1987 e
KOZUTSUMI & ITAGAKI, 1989). Essa variedade de localizagadao dos
esporocistos de segunda geracdo, sugere que O0s esporocistos
de diferentes espécies de dicrocoeliideos migram através dos
sinus da cavidade hemocelomatica (KOZUTSUMI & ITAGAKI, 1989).
No presente estudo, os esporocistos de segunda geragdao de E.
coelomaticum, foram observados migrando pelos espagos hemo-
linfaticos, proximos a porcao final do intestino dos molus-
cos. Essa migracdo foi realizada tanto pelos esporocistos de
segunda geracao jovens em direcao a glandula digestiva, como
também pelos esporocistos totalmente desenvolvidos em diregcao
ao pheumodstoma para serem expelidos.

No presente estudo, os esporocistos de segunda
geragcdo de E. coelomaticum emergiram utilizando a abertura
respiratéria de seu hospedeiro. TANG (1950), SAKAMOTO et al.
(1980) e MATTOS (1987), também mencionaram que 0sS esporocis-
tos de segunda geracdo deixavam o molusco hospedeiro, através

do pneumodstoma, entretanto, nenhum deles documentou, fotogra-
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ficamente o fato, como foi feito no presente estudo.
KOZUTSUMI & ITAGAKI (1989) observaram que esporo-

cistos de segunda geragcdo de E. pancreaticum emergiam de seu

hospedeiro através de perfuragdo do manto de ambos os lados
do pneumostoma, porém, nunca pelo orificio respiratorio.
Entretanto, uma abertura natural do molusco parece ser mais

apropriada para a emergéncia do que rompimento de tecido. Se
pensarmos que varios esporocistos com um tamanho consideravel
estdo sendo eliminados periodicamente pelo molusco, a agres-
sdao aos tecidos do hospedeiro seria tao grande que poderia
leva-lo a morte, comprometendo a continuagdo do ©ciclo biolo-

gico do parasito.

5. Influéncia do parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre
o armazenamento de glicogénio e calcio na glandula diges-

tiva de Bradybaena similaris.

5.1. Glicogénio nas células da glandula digestiva de B.

similaris.

A reducdao na quantidade de glicogénio nas células
da glandula digestiva dos moluscos infectados e o simultaneo
aparecimento nas cercarias, no interior dos esporocistos de

segunda geragcao, observada no presente estudo, sugerem que a
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quebra de glicogénio até (glicose esta sendo feita, para que
os esporocistos possam obter seu material energético direta-
mente da hemolinfa circulante na glandula digestiva do molus-
co hospedeiro, através de absorgcdo pela parede do esporocis-
to, e que a glicose absorvida ¢é reunida em moléculas de gli-
cogénio no esporocisto, conforme CHENG (1963).

De acordo com CHENG (1963) a baixa tensdo de oxigé-
nio presente na glandula digestiva dos moluscos, associada ao
tamanho, relativamente grande, dos estagios larvais dos tre-
matdédeos digenéticos, produzem um ambiente essencialmente
anaerdbico. Por esta razadao, a presengca de (glicogénio nestes
estagios larvais é significante, visto que, provavelmente, o
metabolismo deste carboidrato seja a fonte primaria de ener-
gia nestes estagios larvais. No presente estudo, foi verifi-
cada uma acentuada interferéncia no metabolismo do glicogénio
dos moluscos infectados, havendo armazenamento de glicogénio
além de glicoconjugados nos esporocistos de segunda geragao
de E. coelomaticum. De acordo com ISHAK et al. (1975), a fase
anaerobica de utilizagcdo da glicose ¢é ativada como via alter-
nativa para suprir a demanda de energia dos moluscos infecta-
dos. A perda de glicogénio pelas células da glandula digesti-
va de B. similaris infectada, pode estar relacionada com a
utilizacado anaerdbica da glicose para a produgcédo de energia,
ndo havendo dessa forma, condigdes do glicogénio ser armaze-
nado como reserva energeética, na glandula digestiva destes

moluscos.
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5.2. Deposicdao de calcio nas células da glandula digestiva de

B. similaris.

No presente estudo, foi possivel observar que (o)
parasitismo por E. coelomaticum causa uma interferéncia no
metabolismo de calcio de B. similaris, tendo sido observada

uma menor concentragdao de calcio nas conchas dos moluscos e
uma maior deposicéao de calcio na glandula digestiva dos
moluscos infectados. O que esta de acordo com MALEK & CHENG
(1974). A mobilizagcdo de calcio da concha para a glandula di-
gestiva dos moluscos, segundo BURTON (1972) e de WITH &
SMINIA (1980) faz parte de um sistema regulador de calcio no

organismo do molusco e ¢€& estimulada pelo deficit de calcio na

hemolinfa circulante. Dessa forma, os resultados obtidos no
presente estudo, podem ser um reflexo da ativacao deste sis-
tema, provocada pelo parasitismo.

De acordo com BANCROFT & STEVENS (1977) os dois mé-
todos comumente empregados para a demonstragdo de calcio, von
Kossa e Dahl, sdao distintos na maneira como atuam. O método
de von Kossa esta baseado na redugdo da prata, o qual na ver-
dade demonstra anions fosfato e carbonato, mas desde que as
formas demonstraveis destes 4&anions estejam invariavelmente
combinadas com o calcio, este método pode ser utilizado para
demostragdo de calcio. O método de Dahl esta baseado no fato

de que o calcio forma um complexo de coloragao alaranjada com
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o corante Alizarina Red "S", outros cations produzem colora-
¢cdes variadas com este corante. Este método ¢é aplicado, par-
ticularmente, quando pequenas quantidades de calcio estao
presentes, ao passo que o método de von Kossa ¢é \utilizado
quando se quer detectar grandes quantidades de calcio. O fato

do método de Dahl ser mais apropriado para detectar pequenas

quantidades de calcio, indica sua alta especificidade por es-
te cation, tornando-o, portanto, mais eficiente que o meétodo
de von Kossa. Dessa forma, os resultados obtidos no presente

estudo, onde uma reacdao mais intensa foi verificada com o mé-
todo de Dahl, podem ser explicados pelas propriedades quimi-

cas deste método.

6. Alteracoes histopatolégicas no ovotestis de Bradybaena
similaris, como resultado do parasitismo por Eurytrema

coelomaticum.

Os resultados obtidos no presente estudo, demos-
tratam que a infecgdo por E. coelomaticum causou castracao
parasitaria em B. similaris, O que ja havia sido registrado
por varios autores em outros sistemas parasito/hospedeiro
(ETGES & GRESSO, 1965, de JONG-BRINK et al., 1979 e 1988,
WILSON & DENISON, 1980, CHENG et al.,, 1983, PEARSON & CHENG,
1985 e CREWS & ESCH, 1987) e sugerido por MATTOS (1987), que

trabalhou com infecgcbes experimentais de E. coelomaticum em
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B. similaris.

Embora varios autores tenham observado aumento de
peso e tamanho das conchas em moluscos infectados, como
consequéncia da castragcao parasitaria (de JONG-BRINK et al.,
1979, WILSON & DENISON, 1980, entre outros). Para CHENG et
al. (1983), o aumento do tamanho dos moluscos infectados se-
ria apenas um indicativo mas, de modo algum uma consequéncia
da castracadao parasitaria, uma vez que nem todos os moluscos
que sofreram castragcao parasitaria apresentaram aumento de
tamanho.

PEARSON & CHENG (1985) demonstraram in vitro que um
extrato obtido em solugdo salina, a partir de esporocistos de
segunda geracdao de Zoogonus lasius, causava inibicdo da es-
permatogénese em llyanassa  obsoleta, sendo esta a primeira
evidéncia experimental de que moléculas produzidas pelos pa-
rasitos seriam reponsaveis pela castracao de seus hospedei-
ros. Estes autores concluiram que algum constituinte dos es-
porocistos de Z. Iasius estava relacionado com a inibicdo de
algumas espermatogbnias, impedindo que estas entrassem na fa-
se "S" do vciclo de vida <celular. Os resultados obtidos no
presente estudo, estdo em concordancia com aqueles obtidos
por CHENG et al. (1983) e PEARSON & CHENG (1985), visto que,
embora tenha ocorrido castracgao parasitaria de B. similaris,
ndo foi verificado aumento de tamanho dos moluscos infectados
experimentalmente. E que, a castracao parasitaria observada,

no presente estudo, pode ter sido produzida por um mecanismo



semelhante ao verificado por

que nenhum esporocisto foi

cos infectados.

7. Ritmo de eliminagao dos

Eurytrema coelomaticum

o horario de eliminacéao dos esporocistos de segunda
geracgao de E. coelomaticum, observado no presente estudo,
esta de acordo com aqueles obtidos por CHINONE et al. (1976)
e MATTOS (1987). Diferindo dos resultados obtidos por TANG
(1950), que verificou eliminacgao de esporocistos de segunda
geragdo de E. pancreaticum, tanto a noite como durante o dia.

Este horario preferencial noturno para a eliminacao
dos esporocistos, parece estar relacionado com a
sincronizagcdo do ciclo do parasito aos habitos do segundo
hospedeiro intermediario. Os ortépteros tém seu pico de
atividade nas horas frescas do dia (observacgdes de coleta).
Dessa forma, sendo os esporocistos eliminados durante a ma-
drugada, quando os ortopteros fossem se alimentar pela manha
teriam acesso a estes esporocistos, infectando-se.

A duracao do periodo de eliminagdo verificada no
presente estudo, diferente para as duas épocas de infeccao
estudadas, aproxima-se dos resultados obtidos por CHINONE et
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PEARSON & CHENG (1985), uma vez

encontrado no ovotestis dos molus-

esporocistos de segunda geragciao de

por Bradybaena similaris.
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al. (1976) e MATTOS (1987). Embora esta proximidade seja real

apenas para as infecgbes realizadas em novembro/1989.
(@) intervalo entre uma eliminacao e outra, verifica-
do no presente estudo, aproxima-se bastante dos resultados

obtidos por CHINONE et al. (1976) e MATTOS (1987), sendo os
intervalos encontrados por estes autores de 2 a 2 dias e 2 a

3 dias, respectivamente.

A duracao do periodo de eliminacéao, assim como
também, o numero de esporocistos eliminados foram diferentes
nas duas épocas de infeccao, o mesmo foi observado por

CHINONE et al. (1976) que também trabalharam com infecgdes em
diferentes épocas do ano. Embora, a analise estatistica tenha
demonstrado que nao houve diferenca significativa com relacao
a temperatura, nas duas épocas de infecgdo estudadas. Ficou
demonstrado que existe uma relacao positiva entre temperatu-
ras elevadas, como as observadas no presente estudo, e numero

de esporocistos eliminados.

8. Influéncia do parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre

o consumo de oxigénio por Bradybaena similaris.

De acordo com von BRAND & FILES (1947) nao existe
diferenca significativa no consumo de oxigénio por moluscos
infectados e nao-infectados, o mesmo pode ser observado no

presente estudo. Embora LEE & CHENG (1971) tenham chegado a
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mesma conclusao, observaram que a taxa de consumo de oxigénio
exigida pelos moluscos infectados aumentava em funcdo do tem-
po pos-infecgcdao, enquanto que a dos moluscos nao-infectados
diminuia. Os resultados obtidos no presente estudo, contra-
riamente aqueles obtidos por LEE & CHENG (1971), demonstraram
uma correlagcdao positiva entre o tempo de duracdo do experi-
mento e o consumo de oxigénio pelos moluscos nao-infectados,
O que pode ser explicado pelo metabolismo normal desses mo-

luscos

9. Influéncia do parasitismo por Eurytrema coelomaticum sobre

a deposicao de calcio nas conchas de Bradybaena similaris.

CHENG (1971) observou aumento do peso das conchas
de moluscos infectados. O mesmo foi observado por WILSON &
DENISON (1980) e CHENG et al. (1983). Entretanto,
de JONG-BRINK et al (1979) verificaram que a remocgao de
nutrientes e/ou da substancia gonadal que regula o crescimen-
to, poderia causar aumento na taxa de crescimento em moluscos
castrados cirurgicamente. Dessa forma, fica claro que nao se
pode creditar aumento de peso do molusco e do crescimento,
exclusivamente ao parasitismo. No presente estudo, foi possi-
vel observar que E. coelomaticum causa castracgao parasitaria
em B. similaris, contudo os moluscos n&o apresentaram aumento

exagerado de tamanho, e nem aumento de peso das conchas.
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No presente estudo, os resultados obtidos com a

analise quantitativa de calcio nas conchas dos moluscos in-
fectados e nao-infectados, somados aos obtidos com a histo-
quimica para calcio, demonstraram uma mobilizacdo de calcio
das conchas para a glandula digestiva dos moluscos infecta-
dos, estimulada pelo parasitismo por E. coelomaticum. De
acordo com BURTON (1972) e de WITH & SMINIA (1980), o deficit
de carbonato de <calcio na hemolinfa estimula sua mobilizacao
da concha para a hemolinfa, sendo o carbonato de «calcio, de-
positado nas partes moles do molusco, especialmente na glan-

dula digestiva.

10. Morfologia e composicao quimica do esporocisto expelido

de Eurytrema coelomaticum.

O esporocisto expelido de E. coelomaticum apresen-
tou-se protegido contra a dessecagdo, no ambiente, por uma
estrutura adicional, o endocisto, conforme ja havia sido con-
siderado por PANIN (1972) in NESTERENKO et al. (1980), como
uma caracteristica do nivel familia.

ZDARSKA (1979a) observou a presenga de glicoconju-
gados neutros no saco membranoso, somente do esporocisto em
desenvolvimento, dando resultado PAS-negativo para o esporo-
cisto expelido. No presente estudo, entretanto, uma reagao

positiva ao PAS foi observada no interior das cercarias ainda
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no esporocisto de segunda geragcdo em desenvolvimento. No es-
porocisto expelido, o endocisto, mostrou-se PAS-positivo, e
ao redor das cercarias, observou-se uma camada fina PAS-posi-
tivo. Esta camada PAS-positivo ao redor das cercarias pode
ter sido produzida por glandulas cistogénicas e podera vir a
ser parte da parede do cisto da metacercaria, no segundo hos-
pedeiro intermedario. Estudos histoquimicos da parede do cis-
to da metacercaria, realizados por ZDARSKA et al. (1980), de-
monstraram a presenca de glicoconjugados neutros na camada
mediana, enquanto que as camadas interna e externa Ilimitantes
apresentavam glicoconjugados acidos.

De acordo com ZDARSKA (1979b), o endocisto e o saco
membranoso desempenham fungdes distintas durante ) desenvol-
vimento das cercarias. Dessa forma, o glicogénio acumulado no
endocisto funcionaria como uma reserva de energia para as
cercarias e o glicogénio acumulado no saco membranoso seria
utilizado para a producado de energia durante a migracao até a
abertura respiratoria do molusco. No presente estudo, foi
possivel observar uma reacgdo fortemente positiva ao Carmim de
Best para as cercarias, e menos intensa para o endocisto e
saco membranoso do esporocisto em desenvolvimento, demons-
trando que parte do glicogénio acumulado no endocisto ja ha-
via sido transferido para as —cercarias em final de desenvol-
vimento e, que a reserva do saco membranoso ja estava sendo
utilizada durante o processo migratorio. Os esporocistos ex-

pelidos, mostraram uma reacdo positiva no parénquima do espo-
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rocisto entre as cercarias.
ZDARSKA (1979b) verificou uma reacao negativa ao
Alcian Blue para o saco membranoso e endocisto no esporocisto
expelido. Entretanto, no presente estudo, foi verificada uma
reacdo Alcian Blue ©positiva para as cercarias e endocisto, no
esporocisto em desenvolvimento, sendo positiva para o endo-
cisto e saco membranoso e negativa para as cercarias, no es-
porocisto expelido. Demonstrando que a reserva de glicoconju-
gados acidos evidenciada pelo Alcian Blue, nas cercarias e no
endocisto do esporocisto em desenvolvimento, foi utilizada
para terminar o desenvolvimento das cercarias, dai o resulta-
do negativo ao Alcian Blue, observado nas cercarias do espo-

rocisto expelido.



CONCLUSOES

No processo de migracao pela massa visceral de
Bradybaena similaris , o0s esporocistos de segunda geracao de
Eurytrema coelomaticum utilizam os espacgos hemolinfaticos
existentes entre os o6rgaos internos do molusco, emergindo ao

exterior através do pneumdéstoma do molusco hospedeiro.

A infeccdo por E. coelomaticum produz castragcdo pa-
rasitaria indireta em seu primeiro hospedeiro intermediario,

B. similaris.

O parasitismo por E. coelomaticum causa uma inter-
feréncia no metabolismo de <calcio de B. similaris, com mobi-
lizacado de calcio da concha para a glandula digestiva do mo-

lusco.
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