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RESUMO

O ciclo biolégico do Eurytrema coelomaticum (Giard et
Billet, 1892) foi estudado com os seguintes objetivos: a) ana-
lisar o desenvolvimento do trematdéddeo nos hospedeiros interme-
didrios; D) identificar o segundo hospedeiro intermedidrio na
natureza e no laboratério; <c¢) avaliar a prevaléncia do parasi-

to nos hospedeiros intermedidrios; d) estudar as alteragdes cau-

sadas pelo trematddeo no molusco hospedeiro. Exemplares de
Bradybaena similaris foram infectados, experimentalmente, com
ovos de E. coelomaticum, e as larvas desenvolvidas neste hos-
pedeiro, foram estudadas morfologicamente, notando-se que a mor-

fologia dos esporocistos expelidos pode caracterizar a espécie
E. coelomaticum. O nUmero de esporocistos expelidos por caramu-
jo variou muito. Ortépteros das familias Gryllidae, Acridiidae
e Tettigoniidae foram capturados nos municipios de Lorena e Pin-
damonhangaba, SP, e examinados & ©procura de metacercdrias de
E. coelomaticum. Apenas duas espécies de esperancgcas, os tetti-
goniideos Conocephalus saltator e Conocephalus sp. albergavam

metacercdrias de E. coelomaticum. Infecgdo experimental destes
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insetos, com esporocistos expelidos de B. similaris infectados
experimentalmente, comprovaram serem estes tettigoniideos o se-
gundo hospedeiro intermedidrio de E. coelomaticum, o qual foi
identificado pela ©primeira vez, no Brasil. Infecgdes experi-
mentais feitas em camundongos albinos linhagem Balb/c normal,
em ratos linhagem Whistar e em cabras, utilizando-se esperan-
cas 1infectadas experimental e naturalmente, bem como com meta-
cercarias dissecadas destes insetos, apresentaram resultados
positivos apenas nas cabras. Os exemplares de E. coelomaticum
coletados das <cabras experimentalmente infectadas eram bem me-
nores do dque o0s normalmente coletados em bovinos. A prevalén-
cia média de E. coelomaticum em B. similaris, nos municipios
estudados variou entre 9,75% e 20,15%, enquanto que em Conoce-
phalus variou entre 0,62% e 70%. As alteragdes histopatoldgi-
cas encontradas no molusco hospedeiro intermedidrio foram cau-
sadas pela compressdao das larvas que atingiam principalmente a

glédndula digestiva e a ovotestis.



SUMMARY

The 1life <cycle of Eurytrema coelomaticum (Giard et
Billet, 1892) was studied with the following objetives: a)

to analyze the development of the trematode within its

intermediate hosts; b) to identify its second intermediate
host, in nature and in laboratory; c) to evaluate the worm
prevalence in its intermediate hosts; d) to describe the

effect of the intramolluscan stages upon the digestive and

the reproductive systems of the first intermediate host. Land
snails, Bradybaena similaris, were experimentally infected
with eggs of E. coelomaticum and the intramolluscan stages
were described. The morphology of expelled sporocysts appeared

to be constant and <could allowed the <characterization of the
species. The number of expelled sporocysts produced in each
snail showed a large variation. Orthopterans of the families
Gryllidae, Acridiidae and Tettigoniidae were captured in Lorena
and Pindamonhangaba, in the Paraiba River Valley, Sdao Paulo,
and examined for metacercarie of E. coelomaticum. Only two

species of tettigoniids of the genus Conocephalus were found
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harboring metacercariae of E. coelomaticum in the Themocoele.

Experimental infective of these tettigoniids further supported

their identification as E. coelomaticum second intermediate
host. Therefore Conocephalus saltador and Conocephalus sp. were
identified as the second intermediate host of E. coelomaticum
for the first time in Brazil. Heterozigous nude mice Balb/c,

Whistar stain rats and goats were experimentally infected Dby
using infected C. saltador, or the metacercariae dissected
from these insects. Only the goats acquired the infection.

The specimens collected from the goats were much smaller

than those found 1in the bovine host. The prevalence of E.
coelomaticum in B. similaris 1in the properties surveyed ranged
between 9.75% and 20.15%, while in Conocephalus it ranged
between 0.62% and 70%. The histopathology found in the

molluscan host showed that the alterations observed in the
digestive gland and 1in the ovotestis were —caused by mechanical

pressure from the multiplying larvae.



1. INTRODUCAO

Os trematdédeos do género Eurytrema (Looss, 1907) per-
tencem a familia Dicrocoeliidae, sendo que duas espécies - Eu-
rytrema coelomaticum (Giard et Billet, 1892) e E. pancreaticum

(Janson, 1889) sdo parasitos comuns de ductos ©pancredticos de
ruminantes. O E. pancreaticum tem sido registrado em Dbovinos,
caprinos, ovinos, camelos, bufalos, suinos, cervideos, lagomor-
fos e no homem, enquanto que o E. coelomaticum ocorre em bovi-
nos, caprinos, ovinos e camelos. De acordo <com TRAVASSOS (1944)
o E. pancreaticum estd distribuido na Asia, Europa e Russia
Oriental e o E. coelomaticum além de ocorrer nestas regides,
ocorre na América do Sul.

Devido as grandes semelhancas morfoldgicas entre as
espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum, confirmadas por va-
rios registros, problemas quanto a diferenciacdo tem sido le-
vantados por diversos investigadores. Alguns as registram como
sindnimas, enquanto outros, baseados em diferentes particula-
ridades do «ciclo Dbioldégico nos hospedeiros intermedidrios e em

caracteres morfoldgicos, as consideram como espécies distintas.



Tomando como base o trabalho de TRAVASSOS (1944), as

espécies naturais do Brasil foram classificados como E.
coelomaticum. Entretanto, TRAVASSOS em 1918 (op. cit.) tam-
bém confundiu E. coelomaticum com E. pancreaticum divido as

variacbes morfoldgicas que estas espécies estdo sujeitas, prin-
cipalmente quanto ao tamanho e a forma do corpo, posigcdo rela-
tiva dos 6rgdos internos, forma das gbnadas e extensdo das
glandulas vitelogénicas.

No Brasil, o E. coelomaticum atingiu wuma grande im-
portdncia ao constatar-se sua alta freqliéncia em péancreas de
bovinos abatidos em diversos estados da Unido, mas alguns in-
vestigadores, sem terem estudado com mais detalhes a morfolo-
gia do parasito, citam que E. pancreaticum também ocorre em
nosso pais (CAMPOS et al., 1974; BUSETTI et al., 1983).

O ciclo bioldégico do Eurytrema ¢é complexo, havendo a
necessidade da participacdo de dois hospedeiros intermedidrios.
0 primeiro hospedeiro é um molusco gastrépode, Bradybaena
similaris (Férussac, 1821), onde 0 parasito desenvolve duas
geracbes de esporocistos, durante um periodo médio de cinco me-
ses, dependendo das condigdes ambientais, quando ocorre a eli-
minagdo dos esporocistos nas pastagens. O segundo hospedeiro re-
gistrado ¢é um inseto, vulgarmente conhecido como "esperanca",
da Ordem Orthoptera, familia Tettigoniidae, género Conocephalus
Thunberg. Estes ingerem o0s esporocistos os quais, no hemo-
celoma do inseto, se transformam em metacercdrias. Os hospe-

deiros definitivos adquirem a infecgdo por ingestéo aciden-



tal destes insetos com as pastagens.

O desconhecimento sobre alguns aspectos bioldgicos do
E. coelomaticum em nosso pais motivou-nos a desenvolver uma pes-
quisa onde estdo inseridos o0s seguintes objetivos: o desenvol-
vimento do parasito nos hospedeiros intermedidrios e definiti-
vos sob condigdes experimentais, a identificagdo do segundo hos-
pedeiro na natureza e no laboratdério, a detecgcdo da infeccdo dos
hospedeiros intermedidrios na natureza por forma larvares do pa-
rasito, e o estudo das alteracgdes histopatoldégicas causadas pe-

lo trematddeo no molusco.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Eurytrema pancreaticum e E. coelomaticum - espécies dis-

tintas

LOOSS & CUFFEY (1907) <criaram o género Eurytrema, com
E. pancreaticum considerado como espécie tipo. Estes investiga-
dores asseguraram que E. coelomaticum diferia de E. pacreaticum
no tamanho das ventosas, na distédncia entre elas e na morfolo-
gia das glanculas vitelogénicas. Entretanto, TRAVASSOS (1918),

DOLLFUS (1922), WARE (1923) in TANG & TANG (1977) e PURVIS

(1931) nao reconheciam E. coelomaticum como espécie distinta
de E. pancreaticum.

BHALERAO (1936) revisou a literatura sobre o) género
Eurytrema e reconheceu 17 espécies, as quais foram agru-
padas em cinco subgéneros, considerando como sinbénimas E.

coelomaticum e E. pancreaticum. TRAVASSOS (1944) reduziu o nu-
mero de espécies deste género para nove e 0s subgéneros para
quatro. Este autor que anteriormente, havia registrado como si-

nbénimas as espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum em 1918,



retificou suas observacgdes considerando-as como espécies dis-
tintas e assinalando que os espécimens brasileiros correspon-
dem a E. coelomaticum. TRAVASSOS (op. cit.) mostra que existe
um grande nuUumero de variacdes morfoldgicas em E. coelomaticum,
as quais incluem tamanho e forma do corpo, posicdo relativa e

forma das gbnadas, além de distribuicdo e quantidade das gléan-

culas vitelogénicas. De acordo com TRAVASSOS (op. «cit.) a dis-
tribuicéo geogrédfica de E. pancreaticum restringe-se a Asia,
enquanto que E. coelomaticum ocorre na Asia, América do Sul

e Filipinas.

YAMAGUTI (1958) também considerou E. coelomaticum co-—
mo espécie distinta de E. pancreaticum ao citar SKRJABIN &
EVRANOVA (1953), que distinguiram-nas. SKRJABIN (1964) consi-

derou que as principais diferengcas se baseavam no tamanho do
corpo e na morfologia do Utero. YAMAGUTI (1971) considerou E.
coelomaticum e E. pancreaticum como espécies distintas, citan-
do as observacdes de SPREHN (1932), TRAVASSOS (1944) e KIMURA
(1966) .

KIMURA (1966) in CHINONE & ITAGAKI (1976) ao exami-
nar o0s ©parasitos coletados de pancreas de Dbovinos da Tailan-
dia concluiu que estes eram E. coelomaticum devido ao pequeno
tamanho do corpo e dos ovos, assim como a relacdo do tamanho
das ventosas que era quase igual a 1.

NOSAKA et al. (1970) in ISHII et al. (1983) distin-
guem E. pancreaticum de E. coelomaticum através do tamanho do

corpo, tamanho dos ovos e relacdo entre os didmetros das ven-



tosas. Em E. coelomaticum mede 8,0 x 5,0 mm ou menos, 0S8 0OVOS
45-47 x 28-30 um ou menos, e o didmetro da ventosa oral ¢é
igual ou menor do que o didmetro do acetdbulo.

EDUARDO et al. (1976) assinalaram que E. coelomaticum
é uma espécie facilmente distinguida das outras pelo tamanho
menor do corpo, ventosas quase semelhantes e por —caracteres,
como: glédndulas vitelogénicas, ovdrio e testiculos. Estes au-
tores propuseram uma chave para a identificacdo das espécies
citando que as diferencas mais marcantes entre E. coelomaticum
e E. pancreaticum sdo: o Utero em E. coelomaticum ndo forma cur-
vas anteriores a ventosa ventral, as gléndulas vitelogénicas
consistem de pequenos foliculos arredondados, enquanto que E.
pancreaticum possui o corpo amplo e ovalado, com os foliculos
vitelinos alongados e clavados.

TANG & TANG (1977) chamam a atengdo para diferencas encon-
tradas nas formas larvares, principalmente na morfologia dos espo-
rocistos expelidos, que se apresentam mais longos e finos em
E. coelomaticum.

SAKAMOTO (1981) coletou espécies de Eurytrema dos duc-
tos pancredticos de duas lebres selvagens capturadas nas pas-
tagens, identificando-as como E. coelomaticum seguindo as des-
cricdes de LOOSS & CUFFEY (1907), TRAVASSOS (1944) e EDUARDO

et al. (1976).

2.2. Aspectos do ciclo Dbioldgico

A  descoberta do primeiro hospedeiro intermedidrio de



E. pancreaticum foi feita por SVORTSOV & VOLF (1940) in YAMAGU-
TI (1975) quando encontraram o caramujo FEulota lantzi L. natu-
ralmente infectado por larvas deste trematddeo. A  morfologia
das larvas foi estudada com mais detalhe por MIYATA (1944) 1in
YAMAGUTI (op. cit.) e TANG (1950) .

TANG (1950) estudou o desenvolvimento de E. pancreaticum
no primeiro hospedeiro intermedidrio desde ovo até cercéria,
demonstrando através de infeccbes experimentais, que duas es-
pécies de moluscos da familia Fruticicolidae, Bradybaena simi-
laris e Cathaica ravida sieboldiana, Pfeiffer sdo os primei-
ros hospedeiros naturais deste parasito na China. Posterior-
mente, MIYATA (1965) estudou o desenvolvimento de E. coelomati-
cum e E. pancreaticum nos moluscos Fruticicola sieboldiana,
Pfeiffer e Bradybaena similaris stimpsoni, Pfeiffer assinalan-—
do algumas diferengas daquelas registradas por TANG (1950), prin-
cipalmente com relacdo as células germinativas e a vesicula ex-
cretora do miracidio, no desenvolvimento dos esporocistos, e
com relagdo as células glandulares das <cercédrias.

A prevaléncia destes parasitos no molusco foi verifi-
cada inicialmente por TANG (1950), que encontrou 3,1% de B.
similaris albergando formas larvares de E. pancreaticum, em 644

moluscos estudados. BASCH (1965 e 1966) encontrou 4% e ©6

o\

;  em
1614 e 2144 moluscos, respectivamente, observados para E. coe-
Iomaticum, TANG & TANG (1977) e SAKAMOTO et al. (1980) encon-

traram 3,52% e 8,6% respectivamente.

O segundo hospedeiro intermedidrio de E. pancreaticum



foi descoberto através de estudos feitos por BASCH (1965 e
1966). Uma espécie de esperanga da familia Tettigoniidae, Cono-
cephalus maculatus, Le Guillou, foi incriminada apdés ter sido en-
contrados 3,8%, dos 1036 individuos coletados no campo, alber-
gando as metacercdrias do parasito. Estes estudos foram con-

firmados através de infeccdes experimentais em insetos da mes-

ma espécie, sendo administrados a cabras, como hospedeiros
definitivos. Exemplares de C. maculatus foram testados por
TANG & TANG (1977) com esporocistos de E. coelomaticum, onde
estes parasitos se desenvolveram com sucesso. A prevaléncia

também foi investigada por estes autores que encontraram 6,68%,
dos 314 insetos capturados nas ©pastagens, infectados com meta-
cercdrias de E. coelomaticum. Além de C. maculatus outra es-
pécie de esperanca, Phaneroptera falcata (Scopoli) também al-
bergava metacercarias de E. coelomaticum.

Estudos realizados no Japao por SAKAMOTO et al. (1980)
revelaram a prevaléncia de 18,3% e 42% nos meses de julho e
dezembro, respectivamente, para as esperancgas da espécie C.
maculatus infectadas com metacercdrias de E. coelomaticum.

Outros estudos sobre o desenvolvimento de E. pancrea-
ticum foram realizados no Japdo com um outro enfoque, abran-
gendo o ritmo de eliminacdo de esporocistos eliminados de B.
similaris criados sob condicdes de temperatura controlada.
CHINONE et al. (1976) observaram que o tempo médio de dura-
cdo da eliminacdo era de 27-53 dias e que o periodo parasi-

tdrio do molusco foi reduzido para 81 dias sob temperatura de



26°C.

Um trabalho mais detalhado sobre a Dbiologia do E.
coelomaticum foi realizado por TANG & TANG (1977) na China.
Estes investigadores afirmaram que B. similaris ¢é o hospedei-
ro de E. coelomaticum naquele pais, da mesma forma que os acha-
dos de campo e infecgbes experimentais dos moluscos B. simila-
ris vieram confirmar que estes gastrépodes também sdo os hos-

pedeiros deste trematddeo no Japdo (SAKAMOTO et al., 1980).

O periodo ©parasitdrio do E. pancreaticum no molusco,
até a sua eliminacdo como esporocisto, foi registrado por
diversos investigadores. HASEGAWA & TSUCHITA (1955) registram

um periodo de 200 a 300 dias em laboratdério, e 350 dias no am-
biente; LEE et al. (1968) e JANG (1969) in CHINONE & ITAGAKI
(1976) observaram que, quando os moluscos se infectavam no ou-
tono, o0s esporocistos eram eliminados em junho e julho; DVOR-

JADKIN (1969) in YAMAGUTI (1975) estabeleceu que a eliminacéo

dos esporocistos ocorre no intervalo de 365 a 690 dias. Mas,
estudos realizados com  B. similaris criados sob  temperatura
controlada de 26°C, reduziram o periodo parasitédrio de E.
pancreaticum para 81 dias (CHINONE & ITAGAKI, 1976). Ja& os es-
tudos com E. coelomaticum indicam que o periodo de desenvolvi-

mento do esporocisto até a sua eliminagdo pode durar de 180 a
365 dias (TANG & TANG, 1977) e 150 dias (SAKAMOTO, et al., 1980).

Os experimentos wutilizando esporocistos de E. pancrea-
ticum para infeccgdes em hospedeiros definitivos tiveram ini-

cio com o trabalho de TANG (1950), o qual ndao obteve sucesso
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ao infectar caprinos com esporocistos expelidos. BASCH (1965)
ao encontrar esperangas naturalmente infectadas, infectou ca-
prinos com um nuUmero varidvel de metacercarias e apdés 50 dias
recuperou os parasitos do péncreas. Ja CHINONE & ITAGAKI
(1976) infectaram coelhos, caprinos e um bovino, somente recu-
perando parasitos dos coelhos e caprinos.

Outros animais foram utilizados para infeccgdes expe-
rimentais com metacercarias de E. coelomaticum, como cobaios,
coelhos e caprinos (TANG & TANG, 1977), coelhos e caprinos
(CHINONE & ITAGAKI, 197¢6), cobaios, camundongos ICR, DBa, Balb/C
nu, coelhos e caprinos (SAKAMOTO et al., 1980; SAKAMOTO et al.,
1981) e gatos (CHINONE et al., 1984); mas o) desenvolvimento
dos parasitos somente ocorreram em coelhos, caprinos, camun-
dongos Balb/C nu heterozigoto e gatos.

O desenvolvimento dos parasitos nos diferentes hospe-
deiros definitivos foi estudado por diversos autores que en-
focaram as caracteristicas dos trematdédeos em fungdo do tempo
de desenvolvimento neste hospedeiro. BASCH (1965) encontrou
aos 50 dias E. pancreaticum jovens em cabras. Estes
trematdédeos mediam 3,4 mm de comprimento por 1,2 mm de largu-
ra contendo ovos no Utero. CHINONE & ITAGAKI (1976) encontra-
ram em caprinos necropsiados aos 60 dias péds-infeccao, trema-
tédeos medindo 4,15 mm de comprimento por 1,80 mm de largura
e a proporcdo das ventosas ventral/oral era de 0,95 mm, obser-
vando que aos 90 dias ocorreu uma proporcdao de igualdade en-

tre as ventosas.



11.

SAKAMOTO et al. (1980) coletaram E. coelomaticum em
caprinos aos 18 dias péds-infecgdo. Os didmetros da ventosa oral
e ventosa ventral e a relacdo do didmetro entre as ventosas se
aproximavam dos valores encontrados por KIMURA (1966) in SAKA-

MOTO et al. (op. cit.).

2.3. Alteracdes histopatoldgicas causadas por trematddeos em

moluscos

Um dos primeiros e mais detalhados trabalhos sobre os
efeitos de larvas de trematddeos nos moluscos hospedeiros foi
de AGERSBORG (1924), que trabalhou <com Physa gyrina (Say) e

Planorbis trivolvis (Say) revelando que a agdo do parasitismo

sobre 0s tecidos dos hospedeiros causava uma degeneracao
destes tecidos, quando a infeccéo era prolongada e pe-
sada.

REES (1936), que -estudou a agdo de larvas de diferen-
tes trematdédeos que parasitavam um molusco pulmonado Littorina
littorea (Linn.), registrou alteragdes na glandula digestiva e
nas gbnadas, atribuindo isto a sucessGes de geracgdes assexuais
dos trematddeos, incluindo esporocistos e rédias, ao tamanho
da larva e a formagcdo de wuma camada de bloqueio provocada pe-
los esporocistos que ndo migraram, permanecendo a nivel de glan-
dula digestiva. Dentre as alteracodes observadas nesta gléandu-
la, a degeneracdo precoce dos tubulos causada por esporocistos

de Cercaria littorinae (Lebour, 1912) também foi observada.
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PRATT & BARTON (1941) registraram que o nUmero de tu-

bulos da glédndula digestiva de Stagnicola emarginata angulata

(Sowerby) estava reduzido pela presencga de diversas larvas
de trematdédeos. Os tubulos se encontravam limitados a ©perife-
ria de o6rgdo, <com os parasitos ocupando a 4&rea central. Es-

tes investigadores registraram também que apenas em uma oca-

sido foi observada a destruigcdo do tecido glandular do hos-

pedeiro. No caso do ovotestis, em dois moluscos infectados
com Cercaria laurei (Cort & Brooks, 1928) e Diplostomum
flexicaudum (Cort & Brackett, 1937), ndo havia ovos desenvol-
vidos, o ovotestis chegou a faltar em um caramujo infectado

por Plagiorchis muris (Mc Mullen, 1937).

CHENG & SNYDER (1962) fizeram a primeira revisdo de-
talhada dos efeitos das larvas de trematdéddeos sobre a glandu-
la digestiva de moluscos, assinalando que o grau de ©patolo-

gia depende do nUmero e tamanho das larvas do parasito neste

érgéao. Dentre as alteracdes observadas, as mais importantes
sdo: acumulo de corpos de gordura nas células, vacuolizacdo
do citoplasma, caridlise, desarranjo mas nao destruicédo dos
tibulos, mitoses anormais, dano por pressdao indireta e per-

da de nutrientes, metaplasia e atrofia tubular. J& JAMES (1965)
observou em Littorina saxatilis (0livi) que a extensdo dos da-
nos causados ©por larvas de trematdédeos na gléandula digestiva
sao determinados, primeiramente pelo grau de desenvolvimento
dos sacos germinativos, em relacdo ao ciclo de wvida do hospe-

deiro e ao periodo da infecgdo inicial; em segundo, pela mobi-
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lidade dos sacos germinativos, e finalmente pela resisténcia do
hospedeiro ou a especificidade do ©parasito.

PORTER et al. (1967) estudando a acdo de Nanophyetus
salmincola (Chapin, 1927) na glédndula digestiva de Oxytrema si-
liqua (Gould) observaram dque além da pressdo causada pelas lar-
vas do trematdédeo neste o6érgdo, ocorria uma ativa ingestdo de tua-
bulos hepaticos e o actmulo de produtos de excrecdo provenien-
tes dos parasitos. Foi observado um aumento da eosinofilia do
epitélio hepético, vacuolizacao e histdélise. MALEK & CHENG
(1974) enumeraram os varios efeitos causados por larvas de tre-
matédeos sobre o sistema reprodutivo dos moluscos como: reducgdo
da fecundidade, invasdo das gbnadas por rédias, ingestdo do te-
cido das gbnadas e <castragdo. Outros oérgdos podem ser afetados
tais como a glandula de albumina, préstata e ducto espermdtico,
incidindo assim indiretamente na capacidade reprodutiva destes
moluscos parasitados.

YOSHINO (1976) fez mencdo a regido gonadal de Cerithidea
californica (Haldeman) como locus primdrio de infeccdo por Euha-
plorchis californiensis (Martin, 1950) <cujas rédias ao migrarem
para a gléandula digestiva provocaram alteragdes degenerativas
nas células glandulares com modificacgdes metapldsicas das célu-
las colunares que se tornavam cubdides. Estas células cubdides
ocorriam comumente na periferia do ¢érgdo. A vacuolizacdo do ci-
toplasma e o aumento do numero das células excretoras também foi

observado.

WILSON & DENISON (1980) estudaram a castracdo parasitéa-
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ria e o gigantismo de Lymnaea truncatula (Miller) infectados por
Fasciola  hepatica (L.). Estes investigadores registraram que a
castracdo era o resultado do consumo direto do ovotestis pelas

rédias, que em algumas ocasides foram observadas fixadas neste

érgao.

RONDELAUD & BARTHE (1982) estudaram as alteracdes es-
truturais do epitélio renal de L. truncatula infectadas
por F. hepatica. Registraram que a destruicéao das célu-

las do -epitélio renal estava seguida por wuma hiperplasia epi-

telial.

No Brasil, GOMES (1985) ao estudar os aspectos pato-
génicos das formas larvais de F. hepatica sobre L. columella
(Say) encontrou uma degeneracgdo vacuolar, aspecto hialino do

tecido <conjuntivo, irregularidade do tamanho dos ovdcitos e o
desarranjo dos ldébulos da gléndula digestiva, provocados pelas
rédias e cercdrias, também grande perda na fertilidade de L.
columella quando infectado por F. hepatica.

Recentemente SCHWANBEK et al. (1986) trabalharam com
Biomphalaria glabrata (Say) parasitadas por Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907) concluindo gque devido ao crescimento dos parasi-
tos, o volume da massa visceral dos moluscos infectados era
muitas vezes maior quando comparados com os moluscos nao infec-

tados de mesmas dimensodes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e manutengédo dos hospedeiros

a) Bradybaena similaris

Os moluscos utilizados para o estabelecimento da co-
lénia em cativeiro foram coletados em jardins e hortas loca-
lizados no Municipio de Itaguai, RJ. Estas coletas foram fei-
tas no inicio da manhd e no final da tarde, hordrio em que
estes animais sao mais facilmente encontrados.

As posturas também foram coletadas do solo, entre as
folhas dos vegetais e acondicionadas em terrdrios ou placas
de Petri com ©papel de filtro umedecido com 4gua destilada.
Os caramujos jovens eram deixados nos terrdrios ou transpor-
tados para outras placas de Petri em grupos de 20 a 50 indi-
viduos.

A  técnica wutilizada para <criacdo foi a de KRULL in
GALTSOFF et al. (1937) com algumas modificacgdes, utilizan-

do-se terrdrios do tipo caixa pléstica com tampa de formato
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retangular ou circular, comumente utilizados para o) acondicio-
namento de alimentos. Os terrdrios foram cobertos por uma ca-
mada de terra autoclavada, de 1 <c¢cm de espessura, que era pe-
riodicamente umedecida com agua destilada. Pedacos de grave-
tos e madeira deteriorada, hiimus e cacos de telha, previamen-
te observados, foram colocados no interior dos terrdrios com
intuito de transformar o ambiente em um habitat semelhante a-
quele em que os animais vivem na natureza. No caso das placas
de Petri, suprimiu-se a terra autoclavada para utilizar o pa-
pel de filtro umedecido a fim de facilitar o processo histo-
légico, evitanto que o0s caramujos mantivessem grdos de areia
no interior do tubo digestivo.

Grupos de 20 e de 5 moluscos foram separados nas
caixas e nas ©placas, respectivamente, onde permaneceram a tem-
peratura ambiente por todo o experimento. Estes foram manti-
dos nas dependéncias da Estagdo para as Pesquisas Parasitoléd-
gicas W.O. Neitz (E.P.P.W.0O.N.), da UFRRJ. A alimentacéao ba-
sica incluiu verduras como o repolho, alface, Xuxl e cenoura,
previamente lavadas, e pasta de amendoim associada com o0os ve-

getais, sendo administrados ©pelo menos duas vezes por semana,

de acordo com as necessidades. Os alimentos deteriorados eram
substituidos por frescos.
b) Conocephalus saltator, Saussure

Apdés a captura dos insetos nas imedia¢les da E.P.P.W.O.N.
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com um puga, selecionaram-se somente o0s representantes do gé-
nero Conocephalus (Orthoptera - Tettigoniidae), identificados
segundo REHN & HEBARD (1915) e PITKIN (1980), os quais foram
utilizados para a infecgéo experimental com esporocistos de
E. coelomaticum.

O método de criacdo das esperancas foi o de PETERSON

(1964), com algumas modificacdes quanto ao tipo de alimenta-

céo. Quatro gaiolas foram utilizadas para as criacdes, sendo
que trés eram de madeira, medindo 30 por 30 <cm de altura,
teladas nas laterais com tela de material pléstico e uma ou-
tra gaiola que era de tela metdlica, medindo 50 cm de com-
primento por 20 cm de altura.

A alimentacdo Dbéasica dada aos ortdépteros foi: pédo u-
medecido com &gua, verduras, sementes de gramineas e pasta de
amendoim. O alimento era administrado duas vezes por semana.
Nas gaiolas de <criacgao, recipientes com 4gua e terra umedeci-

da  permaneceram durante todo o] experimento.

c) Hospedeiros vertebrados

Os animais de laboratério foram mantidos em gaiolas a-
propriadas, sendo alimentados com ragdo. Os caprinos 1infectados
foram mantidos presos em bretes por 60 dias recebendo ragdo até o
dia da necropsia. Estes animais foram mantidos, tando nas depen-
déncias da E.P.P.W.0.N. da UFRRJ, quando nas dependéncias do Labora-

tério Regional de Pindamonhangaba (Instituto Bioldgico de Séo
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Paulo) no Municipio de Pindamonhangaba, SP.

3.2. Coleta e obtencdo de ovos de Eurytrema coelomaticum

Os trematddeos foram coletados de pancreas parasita-
dos de 7 bovinos abatidos no Matadouro Municipal de Ni-
lépolis, Nilépolis, RJ. Este material foi acondicionado, se-
paradamente, em sacos pléasticos numerados. A coleta dos pa-
rasitos do 6rgdo foi realizada através de incisdes ao longo
dos ductos pancredticos com tesoura de ponta fina, sendo em se-
guida separados ao acaso em placa de Petri —contendo solucgéo
fisioldgica, onde permaneceram por 24 horas em temperatura am-
biente.

Para a obtengcdo de ovos de E. coelomaticum, o con-
tetdo 1liquido das placas de Petri foi transferido para os cé&-
lices de sedimentacdo de 250 ml, permanecendo algumas horas
em repouso, sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento trans-
ferido para um vidro de relégio de 12 cm de diédmetro. Segui-
ram-se as lavagens destes ovos em solugcdo fisioldgica 0,85%,

sendo estocados em recipientes de vidro na geladeira.

Os espécimens representativos de cada amostra de ©pa-

rasitos coletados, cerca de 10 parasitos, foram comprimidos
e fixados em AFA (AMATO, 1985), corados pelo carmim acético
de Langeron, montados em Dbdlsamo do Canadd. O restante deste

material foi acondicionado em vidros com etanol a 70%, sendo

mais tarde identificados segundo TRAVASSOS (1944) .
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3.3. Infecgdes experimentais

a) Primeiro hospedeiro intermedidrio

Cento e cinglienta moluscos B. similaris, divididos
em grupos de 15 individuos de tamanho superior a 5 mm fo-
ram utilizados para as infecgdes. Uma amostra de ovos foi ob-
servada ao microscépio com a finalidade de assegurar a possi-
vel viabilidade dos mesmos. Foram escolhidos os ovos dque se
apresentavam escuros, com o miracidio bem visivel e integro,
conforme realizou TANG (1950) . Estes ovoSs foram depositados
sobre pequenos ©pedagos de alface ou sobre uma quantidade de
pasta de amendoim. Cerca de 100 ovos por cada grupo de 15 in-
dividuos foram depositados juntamente com o alimento.

Uma vez confirmada a ingestdo, os moluscos foram trans-
feridos para os respectivos recipientes de criacgéo, registran-
do-se a data e o numero do material correspondente aos parasi-
tos, dos quais os ovos se originaram. Os moluscos permanece-

ram a temperatura ambiente durante todo o experimento.

b) Segundo hospedeiro intermedidrio
Trinta e cinco esperancas de C. saltator, iden-
tificadas de acordo com REHN & HEBARD (1915) e PITKIN

(1980), foram wutilizadas para as infecgbes. Cada inseto foi cap-

turado com wum tubo de ensaio e acondicionado em placa de Pe-
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tri contendo <cada wuma um esporocisto sobre uma pequena quanti-
dade de pasta de amendoim. A observacdo prévia dos esporocis-
tos era feita no estereomicroscépio para avaliar se as cerca-
rias se encontravam em movimento. Assim, marcava-se a data de
infecgdo e o0os insetos infectados eram recolocados no interior
das gaiolas de criacgao.

As esperancas infectadas com um esporocisto foram fixa-
das em liquido de Bouin (BEHMER et al., 1976) ou AFA apds a obser-
vagdo da ©presenga de metacercdrias no seu interior. Um inseto
aos 9, 15 e 23 dias péds-infeccdo foi fixado em 1liquido de Bouin,

respectivamente, para a realizacdo dos cortes histoldgicos.

c) Hospedeiros vertebrados

Os roedores utilizados para as infecgdes com meta-

cercarias foram obtidos com idade variada de 30 a 60 dias.

Constavam de 10 camundongos albinos Mus musculus (Waterhouse,
1837) linhagem Balb C normal e quatro ratos linhagem Whistar
Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769) e no caso dos ruminan-
tes, foram infectados seis exemplares de Capra hircus (Linnaeus,
1758) de i1dade também variada, por via oral.

As infecg¢bes foram realizadas a partir de metacercé-

rias dissecadas de insetos, ou insetos inteiros da es—
pécie C. saltator, capturados na natureza, sendo que SO—
mente um caprino foi infectado com C. saltator infectado ex-

perimentalmente no laboratério. As metacercdrias e os insetos
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foram administrados por wvia oral.

3.4. Obtencéo e preparacgao dos esporocistos e metacercdrias

Os esporocistos de primeira geracgcdo foram obtidos de
moluscos experimentalmente infectados, assim como uma parte
das metacercéarias foram obtidas de esperancgas também experi-
mentalmente infectadas. Os esporocistos de primeira geracdo fo-
ram obtidos através da dissecacdo cuidadosa do molusco, onde
parte deles foi fixada em liquido do Bouin e parte em Carnoy
(BEHMER et al., 1976), juntamente com os tecidos dos moluscos
para os estudos histoldgicos. Ja os esporocistos eliminados,
parte foi fixada em AFA, e outros administrados as esperan-
cas. As metacercdrias que se encontravam na hemocele do inse-
to foram obtidas através de dissecagdo do abddémem das esperan-
cas em placa de Petri contendo solugdo fisioldégica 0,85%. AI-
gumas Jjuntamente com os insetos que as albergavam, foram uti-
lizadas para as infecgdes dos hospedeiros definitivos, algumas
foram fixadas em AFA, e outras Jjuntamente com o0s insetos expe-
rimentalmente infectados, foram fixados em liquido de Bouin
para a pesquisa histoldégica. As <células em flama das cercé-
rias foram contadas apdés o exame dos parasitos a fresco, en-
tre ldmina e laminula, no microscédpio.

Os esporocistos, cercdrias e metacercdrias foram co-

rados pelo carmim acético de Langeron, diferenciados em eta-

nol 70% com Acido <cloridrico 0,5% e desidratados através da
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série crescente de alcodis, clarificados em creosoto de Faia

e montados entre 1ldmina e laminula com balsamo do Canadéa.

3.5. Coleta e identificacéo dos hospedeiros intermedidrios do

E. coelomaticum

Foram pesquisadas propriedades rurais distribuidas
pelos Municipios de Lorena e Pindamonhangaba, localizadas no
Vale do Paraiba, Estado de Sao Paulo. Estas propriedades ex-

ploram tanto a bovinocultura de leite quanto a horticultura
de subsisténcia. Em Lorena, somente uma propriedade foi estu-
dada nos meses de agosto a novembro de 1984; j& Pindamonhan-
gaba, trés propriedades foram estudadas de janeiro a julho de
1985.

No laboratério, os moluscos eram imediatamente acon-
dicionados em caixas pléasticas, onde se registravam as datas
de coleta. Os caramujos eram dissecados submersos em solugédo
fisioldgica 0,85%, sob estereomicroscépio, a procura das for-
mas larvares de E. coelomaticum.

Nas proximidades de onde foram coletados os molus-—
cos, foram capturadas as esperancas com o auxilio de um pucé.
As coletas eram feitas na parte da manhd. Os insetos foram dis-
secados sob estereomicroscépio, submersos em solucgao fisio-
légica 0,85%, da seguinte maneira: uma inciséo mediana era
feita no abdbémen exteriorizando assim o aparelho digestivo e

reprodutor, seguindo-se a dissociacéo dos tecidos, feita por
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estiletes. Parte das metacercdrias encontradas na hemocele dos
insetos foi fixada em AFA e o restante utilizado para as infec-

¢des dos hospedeiros definitivos.

3.6. Histologia dos hospedeiros intermedidrios e definitivos

Os moluscos e as esperangas infectadas experimental-
mente, apds terem sido constatadas as formas larvares do para-
sito em seus tecidos, foram fixados em liquido de Bouin ou Car-
noy (BEHMER et al., 1976) . Estes hospedeiros apdés a fixacgéo,
foram desidratados na série crescente de alcodis, diafanizados
e embebidos em parafina. Os cortes foram realizados na espessu-
ra de 7 m, sendo fixados de 4 a 5 cortes por lamina; corados
e montados em Dbalsamo do Canadd entre lémina e laminula.

As técnicas de coloragdo utilizados para os moluscos

foram: a) hematoxilina-eosina; b) tricromo de Gomori (BEHMER
et al., 1976) . Dois moluscos isentos de infeccéao sofreram o
mesmo pProcesso acima descrito. No caso das esperangas, trés
espécimens C. saltator apdés o nono, décimo quinto e vigé-

simo terceiro dia pds-infecgdo com um esporocisto, foram co-
rados pela hematoxilina-eosina, tricromo de Gomori e orceina
(BEHMER et al., 1976), a fim de se evidenciar a natureza eléas-
tica da parede do cisto das metacercdrias.

Dos caprinos infectados experimentalmente, foram re-
tirados fragmentos de péncreas parasitados que foram fixados em

formalina 10%, apds o exame e recuperacdo de todos os trematddeos
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encontrados nestes érgaos. Posteriormente, 0s fragmentos dos
6érgdos foram desidratadas na série crescente de alcodis, dia-
fanizados, embebidos em parafina e cortados na espessura de
7 Um, sendo corados pela hematoxilina-eosina e montados em
bdlsamo do Canadj, entre lamina e laminula.

As fotomicrografias foram obtidas com o auxilio de
um microscdépio Carl-Zeiss ou DIALUX 20 EB. As medidas feitas
com o auxilio de ocular micrométrica Wild, sendo dadas em mi-

limetros (mm) ou em micrdmetros (Um) .



4. RESULTADOS

4.1. Infeccgao experimental

a) Primeiro hospedeiro intermedidrio

A Tabela 1 mostra o resultado da infecgdo experimen-
tal de 75 caramujos com 100 ovos de E. coelomaticum, sub-divi-
didos em cinco grupos. A percentagem média de infeccdo foi de
24%. Outros 75 caramujos foram também infectados com 100 ovos
de E. coelomaticum e sub-divididos em cinco grupos. Destes mo-
luscos, somente restaram quatro sobreviventes, sendo que o ul-
timo continuou eliminando esporocistos por um periodo de trés
meses a mais.

RAos 15 dias pébs-infecgcdo foram observados esporocis-
tos de primeira geragdo disseminados e fixados na serosa do
intestino, comumente no seu primeiro terco e também na face
dorsal da gléndula digestiva. Alguns se apresentavam entre o0s
foliculos glandulares, chegando, as vezes, a romper a tunica

prépria. Alguns destes esporocistos podiam ser observados na
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TABELA 1.
INFECGCAO EXPERIMENTAL DE Bradybaena

similaris com 100 ovos DE FEurytrema coelomaticum

Ne de Dias
Grupo moluscos pds—infecgio Positivos Percentagem
utilizados
I 15 15 6 40%
II 15 30 3 20%
111 15 60 4 26%
Iv 15 100 3 20%
v 15 150 2 13,3%

TOTAL 75 18 24%
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gldndula digestiva, apbés a dissecacdo, devido a sua coloracéo
branco-leitosa brilhante, eram arredondados e destacavam-se
da cor parda escura da gladndula digestiva. Nestes esporocis-
tos podiam ser vistas intmeras células irregulares, de na-
cleo pequeno, as células germinativas. Estes esporocistos va-
riavam de 0,15-0,25 mm de comprimento por 0,1-0,13 mm de lar-
gura.

Aos 30 dias, os esporocistos atingiam o comprimento
de 1,50 mm por 1,0 mm de largura, em média, contendo no seu
interior esporocistos de segunda geracao em varios estégios
iniciais de desenvolvimento.

Aos 60 dias, os esporocistos de segunda geragdo se
tornavam alongados, ainda no interior do esporocisto de pri-
meira geracao, formando lobacgdes. Dentro deles, ocorriam em
diferentes estdgios de desenvolvimento, embrides de cercéarias.
O esporocisto de primeira geracdo pode aparecer fixado a pa-
rede do intestino do molusco envolvido ainda por uma membra-
na. Em um exemplar observado, foram contados 18 esporo-
cistos de segunda geracéo, sendo que a metade deles demons-
traram claramente as células germinativas diferenciadas. A
parede celular destes esporocistos ©possuia 15 um de espessu-
ra, sendo dque o0s esporocistos que nao possuiam as paredes di-
ferenciadas mediam 0,18 mm de comprimento por 0,11 mm de lar-
gura. J& os esporocistos Jjovens, iniciavam a sua formacdo, pos-
suindo morfologia alongada, medindo 0,37 mm de comprimento

por 0,19 mm de largura, ou arredondada apresentando didmetro
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de 0,168 mm. As células germinativas dos esporocistos de se-
gunda geragdo chegavam a 115 um de diémetro.

Os 1ldébulos dos esporocistos se tornavam mais proemi-
nentes aos 100 dias. A partir dos 100 dias nado se detectou a
presencga de esporocistos de primeira geracgao.

Os esporocistos de segunda geragao estavam locali-
zados préximos ao intestino do molusco na sua face ventral,
anteriormente & massa visceral. As cercdrias j& se encontra-
vam em desenvolvimento ou quase formadas no interior de al-
guns esporocistos. Estes esporocistos eram alongados, medin-

do cerca de 0,168 a 0,220 mm de comprimento. As cercdrias pos-

suiam cauda e ventosa formadas. Nas <cercdrias maiores, o com-
primento do corpo atingia 175 Wm. Esporocistos em diversos
estagios de desenvolvimento, e tamanhos variados, eram encon-—

trados disseminados por toda a glédndula digestiva e ao longo
do intestino, em direcdo a regido do pneuméstoma do molusco,

e apresentavam movimentos lentos de contracgao e extensao.

Préximo ao periodo de eliminacéo, os esporocistos
se encontravam quase que totalmente desenvolvidos. A  morfolo-
gia destes esporocistos eliminados espontaneamente era par-
ticular. Apresentavam-se como um saco oval ou arredondado,

transparente, onde no seu interior as cercdrias se movimenta-
vam lentamente (Fig. 1). Estas cercdrias se encontravam con-
centradas e dispostas em espiral, envolvidas por um envelope
transparente, o endocisto.

Das extremidades do saco partiam dois filamentos: um
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anterior, pequeno e de formato linguiforme, e um ©posterior, de
comprimento duas vezes maior que o) anterior apresentando no
seu terco final wuma formacdo saculiforme, sé que bem menor do
que o saco que albergava as cercdrias. As medidas dos esporo-
cistos expelidos variavam de 4,02-6,22 mm de comprimento por
0,8-1,03 mm de largura, ndo apresentando poro de nascimento.

O periodo parasitdrio do E. coelomaticum nos trés mo-
luscos estudados, até a eliminacdo de esporocistos, variou de
143 a 159 dias. Os esporocistos foram eliminados em torno de 1
a 2 horas da madrugada, e somente em um caso as 7 horas da ma-
nhd. Apareciam em grupos, envolvidos por uma substdncia pega-
josa e transparente, de preferéncia os esporocistos se encon-
travam disseminados na face superior da ©placa de Petri.

As cercarias obtidas pela dissecacgéao dos esporocis-
tos eram do tipo microcerco, apresentando um estilete na ex-
tremidade da ventosa oral (Fig. 2). O modelo das células fla-
ma observado foi de 2[(2+2+2) + (24+42+2) ] e o comprimento do
corpo variava de 241-319 um por 92-138 um de largura, sendo que
os didmetros das ventosas oral e ventral, variavam entre 34 e
45 um e, 34,5 um e 57,5 uUm, respectivamente. A cauda media
16,1 a 27,6 um de comprimento, por 23 a 29,9 um de largura, a-
presentando na sua extremidade ©posterior pequenos pélos. 0 nua-
mero de cercdrias por esporocisto variou entre 122 e 200.

O periodo de eliminacdo de esporocistos conforme a Fi-
gura 3, durou cerca de 33 dias, sendo que o numero maximo de

esporocistos eliminados foi de 22, e o numero minimo de qua-
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tro. A eliminacéao dos esporocistos aconteceu, predominante-
mente, em intervalos de dois em dois dias. Na Figura 4, o pe-
riodo de eliminacdo durou 15 dias, sendo que o numero maximo
de esporocistos foi de 11 e o numero minimo de <cinco, em in-
tervalos de eliminacdo com o predominio de wum dia. Na Figura
5, o periodo de eliminacdo durou 21 dias, sendo gque o numero
médximo de esporocistos eliminados foi de 13 e o minimo, um.
A freqiiéncia de eliminacdo deu-se com o predominio de um dia.
Trés moluscos morreram sem motivo aparente, apés esta elimi-
nacgao, mas um outro molusco permaneceu eliminando esporocis-

tos durante mais trés meses.

b) Segundo hospedeiro intermediario

As infecg¢des do C. saltator ocorreram de for-

ma satisfatdéria assim como a manutencdo dos insetos em cati-

veiro.

Espécimens de C. saltator ingeriram rapidamente
os esporocistos de E. coelomaticum colocados nas placas de
Petri. Apdés as 1infeccgdes, os insetos ndo mostraram alteracéo

de comportamento, quando colocados nas gaiolas para manu-—
tencao.

Das 35 esperancgas infectadas com um esporocisto,
20 apresentaram metacercdrias no seu interior. Estas metacer-
cdrias se localizavam tanto no abdémen, quanto no térax do

inseto, mas ocorreram com maior freqiiéncia no abdbémen. O nG-
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N

mero de metacercdrias por inseto variou de 64 a 80, em cinco
insetos observados (72 em média), e as medidas dos cistos aos
23 dias pés-infecgdo variou -entre 322 e 368 Um de comprimen-
to, por 184 um de largura.

Os cistos possuiam um aspecto brilhante de coloracgéao
marrom péalido, eram arredondados ou ovais (Fig. 6) e demons-
travam uma parede bem delimitada e 1lisa, sendo dificil rompé-
los sem danificar os ©parasitos.

De acordo com a Figura 7, os cortes histoldgicos dos

insetos corados pela hematoxilina-eosina demonstraram que as
metacercdrias estavam disseminadas nesta cavidade, sendo en-
volvidas por um tecido frouxo acidofilico. Os cistos eram com-

postos de uma parede que ©podia aparecer enrugada ou lisa, sen-
do que em alguns cortes possuia um contorno pouco visivel. Es-
ta parede era acelular e de coloracdo Dbasofilica. O parasito
demonstrou uma coloracgao eosinofilica na regiao muscular das
ventosas e o restante do <corpo apresentou granulacgbes basofi-
licas. A coloracao pelo tricromo de Gomori evidenciou
que a parede que forma o cisto, assumiu uma coloracdo verde.
Os parasitos se coraram também de verde na sua regido muscu-
lar e no restante do corpo observaram-se granulacgdes verme-
lhas Dbem escuras (Fig. 8) .

Através da coloracdo pela orceina, a parede dos «cis-
tos apresentaram-se descoradas, enquanto o corpo dos parasi-
tos apresentavam uma coloracgao vermelho palido (Figura 9).

A Tabela 2 apresenta os resultados dos testes histo-



RESULTADOS

A PARTE

coelomalicum

TABELA 2.

EM Conocephalus saltator

DOS TESTES HISTOQUIMICOS

DOS CISTOS DAS METACERCARIAS

SOBRE

DE FEurytrema

INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

Farede

Camada muscular

Pigmentacao

Técnica Resultado
do cisto do parasito do corpo
Bematoxili- azul Verrreil’x:) Granmilacoes Azul -~ calcio
na - eosina claro basofilicas Rosa - citoplasma
Vermelho = granulacdes eosindfilas
Azul claroc - mucoproteina
Tricoro de Verde Verde Granulagoes Vermelho - fibras misculares
Gomori vermelhas Azul ou verde claro - fibras colagenas
escuras Préto — nicleo
Orceina Transparente Vermelho Sem granula Transparente - colageno
claro ¢oes Violeta - fibra elastica

Vermelho = glastina
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quimicos realizados com  as metacercdrias de E. coelomaticum
em esperangas infectadas experimentalmente.

O resultado obtido com as técnicas empregadas indica
que fibras coldgenas podem ser um dos constituintes que for-

mam esta parede.

c) Hospedeiros vertebrados

A Tabela 3 mostra os resultados das infecgdes experi-
mentais realizadas nos hospedeiros vertebrados. Todos os 10
camundongos Balb C e o0s quatro ratos Whistar apresentaram re-
sultados negativos durante as necrépsias. Dos seis caprinos,
apenas dois adquiriram a infeccgao, ambos haviam sido infecta-
dos com 10 C. saltator, calculando-se que <cada inseto alber-
gava 200 metacercérias. Destes caprinos, foram recuperados 310
E. coelomaticum de um e 88 de outro. Um caprino foi infectado
com um C. saltator que havia sido infectado experimentalmen-
te e ndo adquiriu a infeccgdao.

Os espécimens de E. coelomaticum coletados dos capri-
nos experimentalmente infectados eram de tamanho muito menor
do que o0s coletados dos bovinos naturalmente infectados (Tabe-
la 4) . Os trematddeos coletados do caprino nes apresentaram
alteracdes significativas nos érgéos reprodutivos. Testiculos
e ovarios estavam com o contorno pouco definido, os testicu-
los apresentavam um formato estrelar. Alguns exemplares ape-

sar de ©possuirem ovos, ndo apresentavam as glédndulas vitelo-



TABELA 3.
INFECQKO EXPERIMENTAL DE HOSPEDEIROS VERTEBRADOS COM

METACERCARIAS Dt FEurytrema coelomaticum 0BTIDAS DE Conocephalus saltator

Necrdpsia . . Percentagem de
Hospedeiros N® dias pég- g: ggtggzizgiigg qugiuggizgézos parasitos
infeccgio recuperados
1 30 100 metacerc. 0 0
2 60 1l inseto! 0 0
3 60 1l inseto 0 0
camundongos 4 60 1 inseto 0 0
Balb/c normal 5 60 1 inseto 0 0
6 60 1 inseto 0 0
7 60D 1 insgeto 0 0
8 60 1l inseto 0 0
9 60 1l inseto 0 0
10 80 300 metacerc. 0] 0
1 30 100 metacerc. 0 0
Ratos 2 30 5 insetos 0 0
Whistar 3 60 1l inseto 0 0
4 60 1000 metacerc. 0 0
i3 30 1 inseto 0 0
2 30 2000 metacerc, 0 0
, 3 30 10 insetos 0 0
Caprinos 4 40 10 insetos 0 0
52 40 10 insetos 310 15,5%
6 60 10 insetos 88 1,76%

11 inseto = 200 metacercarias (estimativa do autor).
‘animal infectado com Conccephalus saltator obtido de infeccdo no laboratério.
‘Animal infectado parceladamente com 10 insetos, com intervalos de 10 dias.



TABELA 4.
BIOMETRIA COMPARADA DOS
PRINCIPAIS CARACTERES DE TRES AMOSTRAS DE
Eurytrema coelomaticum COLETADOS DE UM BOVINO, NATURALMENTE
INFECTADO E DE DOIS CAPRINOS, EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS. CADA

AMOSTRA E COMPOSTA POR 10 ESPECIMENS E AS MEDIDAS SAO DADAS EM MILIMETROS

Estrutura . Bovino Caprino nv 5 Caprino n? 6

Comprimente do corpo 8,01-10,49 2,83-4,11 3,42-4,52
Largura do corpo 3,39-4,52 1,76-3,53 1,22-1,77
Ventosa oral (comprimento) 0,76=0,97 0,36-0,47 0,31-0,50
Ventosa oral (largura) 0,76-0,97 0,31-0,40 0,31-0,44
Acetdbulo (comprimento) 0,76~0,97 0,38-0,48 0,36-0,42
Acetabulo (largura) 0,64-0,97 0,38-0,47 0,34-0,45
Relagac largura das ventosas L vl Al
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génicas, em outros, quando estas ocorriam, eram pouco desenvol-
vidas e muito reduzidas. Os ovos podiam ser observados no in-
terior do Uutero, mas a maior parte destes ovos ndo estavam em-
brionados (Fig. 10) .

O caprino n° 5 revelou um quadro de emagrecimento pro-
gressivo até o dia da necropsia. O péncreas parasitado demons-
trou, macroscopicamente, uma coloragdo muito pdlida e um as-
pecto gelatinoso. Este animal além de E. coelomaticum apresen-—
tou um numero muito elevado de nematdides dos géneros Haemonchus
e Oesophagostomum. Microscopicamente foi observada a distenséo
dos ductos pancredticos notando-se nesta regido marcante pro-
cesso inflamatério crdnico, caracterizado em especial, pela pre-
senga de mondécitos em Areas da submucosa. A reacdo inflamaté-
ria estava mais localizada na regido peri-canalicular. Fibrose foi
observada em torno dos ductos associada a edema, na regido in-
tersticial do é4rgdo. A par destas alteracdes, observou-se ain-
da um processo degenerativo do tecido glandular, onde existiam
pequenas Areas glandulares e tentativa de proliferacdo dos duc-

tos sem contudo chegar ao estado inicial da gléndula.

4.2. Hospedeiros Intermedidrios Naturais
a) Primeiro hospedeiros
0 molusco B. similaris foi encontrado abrigan-

do formas larvares do E. coelomaticum, nas propriedades estu-
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dadas, em Lorena e Pindamonhangaba, SP. Os esporocistos esta-
vam disseminados, tanto na gléndula digestiva, quanto na sero-
sa do intestino, em numero que variava de um a muitos, em um
mesmo hospedeiro. Muitas vezes foram observados esporocistos
sob diversas formas e em diversos estdgios de desenvolvimento.

Os esporocistos de primeira geracgao eram arredonda-
dos, ovais ou achatados, com parede brilhante, esbranquicada
ou amarelada. Estes esporocistos encontravam-se embebidos na
regido dorsal ou ventral da gladndula digestiva, chegando a vi-
zinhanga do ovotestis e da glandula de albumina. Também foram
encontrados fixados a serosa do intestino, formando massas de
aspecto granular de diversos tamanhos.

Os esporocistos filhos jovens ndo possuiam forma de-
finida e ocorriam também em grande numero. Atingiam um com-
primento de 4,18 mm & 5,31 mm, e numerosas células germinati-
vas ou cercdrias jovens apareciam no seu interior. Alguns des-
tes esporocistos eram encontrados espalhados na cavidade vis-
ceral do molusco, atingindo érgados situados mais anteriormen-
te e tomando algum espago devido ao seu tamanho aumentado. Mui-
tas vezes foi possivel identificar moluscos infectados com es-
porocistos de segunda geracéo, pela simples transparéncia atra-
vés da concha, principalmente em sua face ventral logo na peri-
feria da cavidade ©pericdrdica, mas nunca no seu interior. Foi
possivel observar que estas massas opacas de esporocistos atin-
giam de preferéncia, as Ultimas espiras da concha.

A prevaléncia média de E. coelomaticum em B. similaris
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observada em Lorena, Sp, no periodo entre agosto e novembro,
1984, foi 9,75%; dos 123 caramujos examinados, 12 estavam pa-

rasitados. A Figura 11 mostra o numero de caramujos examinados

e o numero de positivos em cada amostra neste periodo. A mai-
or prevaléncia foi observada em agosto (17,85%) seguida de ou-
tubro (15,78%), novembro (14,28%) e setembro (4,34%) .

No municipio de Pindamonhangaba, SP, a prevaléncia do
E. coelomaticum em B. similaris foi estudada em trés proprie-
dades, durante o periodo de Jjaneiro a Jjunho, 1985 (Fig. 11).
Para esta regido, a prevaléncia média foi 20,15% em 540 molus-
cos examinados, ou seja, 109 caramujos estavam infectados com

E. coelomaticum. A maior prevaléncia observada foi a do més de

junho (75%), seguida pelos meses de maio (65,97%), Jjulho (11,84%),
marcgo (7,69%), fevereiro (5,5%) e janeiro (3,33%). No més de
abril, nenhum molusco examinado apresentou parasito. No més de
marco foi verificado o maior numero de moluscos (130), seguido
do més de fevereiro (127), maio (97), julho (76), abril
(48), junho (32) e finalmente Jjaneiro (30). Os meses de abril

e de Jjaneiro apresentaram os menores nuUmeros de moluscos para-
sitados, 0 e 1 respectivamente, enquanto gque nos meses de maio

e Jjunho os maiores, 58 e 24.

b) Segundo hospedeiro

Varias espécies de invertebrados foram pesquisados.

Além de ©outras familias de Orthoptera, como Grylidae e Acri-
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diidae, alguns himenépteros também foram dissecados sem apre-
sentar as formas larvares do parasito.

As esperangas do género Conocephalus, coletadas na
natureza albergavam formas encistadas do E. coelomaticum, as
metacercarias. Os insetos foram capturados de preferéncia pré-
ximos aos locais onde predominavam gramineas bastante verdes
que margeavam charcos, valetas e depressdes do terreno.

Na dissecacao dos insetos, inumeros cistos encontra-
vam-se disseminados no hemoceloma, tanto no térax, quanto no
abdémen, havendo uma predomindncia pela regido mais posterior
do corpo, na altura do aparelho reprodutor. As metacercdrias
ocorriam em grupos, aglutinadas ou em cordbdes entre os Oérgaos
internos do inseto, envolvendo o tubo digestivo posterior ou
entre os tlbulos de Malpighi. Algumas metacercarias desencis-—
taram-se espontaneamente durante a dissecacao, em solucgédo fi-
siolégica, mas estas metacercdrias permaneceram vivas por pou-
co tempo. O nUmero médio de metacercdrias encontradas por in-
seto foi de 200. As paredes de alguns <cistos se apresentavam
opacas, espessas e de coloracdo rdbésea ou amarelada mascarando
a visualizagdo do parasito no seu interior. Os <cistos eram ar-
redondados ou um pouco ovalados medindo <cerca de 200 a 400 um
de comprimento por 207 a 437 um de largura, sendo gque oOs para-
sitos desencistados apresentaram medidas que variavam de 570
a 640 pum de comprimento por 330 a 380 um de largura.

Larvas de dipteros, provavelmente da familia Tachi-

nidae foram encontradas no interior do abdémem das esperancgas
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assim como nematdides foram encontrados parasitando estas es-
perancgas. Entretanto, 0os insetos que apresentavam larvas de
tachinideos ou nematdides, ndo apresentaram metacercdrias de
Eurytrema.

Durante o periodo entre agosto e novembro de 1984,
150 esperancas do género Conocephalus foram <coletadas em Lo-
rena, SP e examinadas. A Figura 12 mostra a distribuicdo das
freqiiéncias destas amostras. Nenhum inseto apresentou metacer-
cdrias de E. coelomaticum. A prevaléncia média de E. coelomaticum
em Conocephalus nas trés propriedades estudadas no municipio

de Pindamonhangaba, SP, no periodo entre janeiro e julho de

1985, foi de 10,96%. Das 301 esperancas examinadas, 33 apre-
sentaram metacercédrias. A maior prevaléncia nos meses estuda-
dos, foi a de marcgo (70%), seguida de abril (28,84%), maio
(1,28%) e Jjunho (0,62%). A Figura 12 mostra o numero de inse-

tos examinados e o nUmero de positivos em cada amostra neste
periodo. Nos meses de dezembro, janeiro, fevereiro e julho néo
foram realizadas capturas de insetos na natureza.

A Tabela 5 mostra a andlise das amostras de Conoce-

phalus encontrados naturalmente infectados com metacercarias
de E. coelomaticum que foram coletadas para a infeccgcdo expe-
rimental dos caprinos. Duas <espécies de Conocephalus sdo hos-
pedeiras naturais de E. coelomaticum na regido estudada, (Fig.
13) o C. saltator e uma segunda espécie que até a presente
data ndo foi identificada, o Conocephalus sp. As esperancgas

C. saltator (Fig. 14) foram as que apresentaram maior percen-



TABELAS.
ANALISE DA PREVALENCIA DE METACERCARIAS DE Furytrema

coelomaticum EM AMOSTRAS DE ESPECIES DE Conocephalus NATURALMENTE INFECTADOS

N® de insetos examinados N? de insetos infectados Prevalencia
AMOSEXas ¢ sartaton  Conocephafus sp. C. saltaten  Conoccephalus sp. C. salitaton  Conocephalus ap.
P M F M . CF. .. M. Fooo... M

Agosto 27 4 "0 18 1 1 0] 0 6,45% 0%
Setemnbro 20 12 5 11 1 2 0 0 9,37% 0%
Setarbro 15 5 35 8 2 0 1 1 10% 4,6%
Setenbro 23 2 12 1z 2 l 0 3 12% 12,5%
Setembro 7 5 14 10 1 0 0 Q 8,3% 0%
Setembro 28 8 10 34 2 2 2 3 11,13 11,36%
Setenbro 25 30 16 18 1 0 0 0 1,88 0%
Outubro 17 9 6 - 11 5 2 0 3 43% 17,6%
outubro 29 23 0 16 1 2 Q 1 5,7% 6,25%
g:;;inado 191 98 a8 138 16 10 3 11 8,3% 5,9%

b 289 236 26 14




42.

tagem de infecg¢do na natureza. Dos 289 (. saltator examinados,
26 albergavam metacercérias, correspondendo a uma prevaléncia
de 8,9%. Das 26 esperancas infectadas, 16 eram machos e 10 eram
fémeas. Com relagdo ao Conocephalus sp. (Fig. 15), 230 exem-
plares foram examinados e 14 apresentaram-se infectados, sendo
que destes, trés exemplares eram machos e 11 fémeas. A preva-
léncia de E. coelomaticum em Conocephalus sp. foi de 5,9%. A
Figura 16 mostra o numero de 1insetos examinados e o numero de

positivos em cada amostra no periodo de agosto a outubro, 1986.

4.3. Alteracgdes histopatoldgicas observadas no primeiro hospe-

deiro intermediario

Os moluscos infectados com esporocistos de E. coeloma-
ticum apresentavam estas formas distribuidas ©pela massa visce-
ral, revelando algumas alteragdes estruturais e celulares lo-
cais, que foram agravadas possivelmente em fung¢do do numero e
tamanho de esporocistos que 14 se desenvolviam.

A andlise comparativa entre cortes histoldédgicos de ca-
ramujos nédo infectados (Fig. 23) e cortes histolégicos de ca-
ramujos infectados, revelou alteragdes. Na gléandula digestiva,
quando havia desenvolvimento de um grande nuUmero de esporocis-
tos de primeira geracgdo, ocorria compressdo dos 4cinos, com mo-
dificagbes da estrutura dos tubulos. Configuragcdo anormal, po-
dia ser observada em alguns cortes onde os tubulos se apresen-

tavam com luz muito diminuida (Fig. 17). O contorno das célu-
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las que compunham os tuUbulos eram irregulares, e em algumas
dreas nao podia ser observado. Esta desorganizacdao era cons-
tante quando os esporocistos estavam presentes neste érgéo
(Figs. 18 e 19). O0Os esporocistos que se desenvolviam entre os
dcinos da gléndula digestiva, provocavam a diminuicdo do teci-
do conectivo intertubular por <compressdo. Esta compressdo che-
gava muitas vezes a total destruicdo dos tubulos (Fig. 18).
Em dois moluscos infectados, em periodos distintos pds-infec-
cdo, foi observado grande acumulo de gradnulos amarelados, dis-
tribuidos por todo o tecido glandular (Fig. 20). Foi observa-
do um aumento da vacuolizacdo no citoplasma dos &cinos glan-
dulares, assim como o nucleo destas células apresentavam-se
muitas vezes pequenos, atipicos e picndéticos (Fig. 19). Gran-
des corpusculos de coloragdo marrom escuro apareciam no inte-
rior dos vaclolos localizados nas <células excretoras (Fig. 20).
Quando o0s esporocistos estavam fixados a serosa do intestino,
notavam-se 4reas de desorganizacdo epitelial (Fig. 21). A téc-
nica de coloracdo pelo método de tricromo de Gomori revelou co-
loracdo azul na regidao de contato da serosa com a parede do
esporocisto, demonstrando um provavel acumulo de muco nesta
regiao.

No inicio da infeccéao, as alteracdes foram observa-
das nos locais préximos aos esporocistos em desenvolvimento.
A partir dos 60 dias péds—-infeccéo, dependendo da localizacéo
dos esporocistos, a compressao dos 4cinos da glandula diges-

tiva era muito evidente. Com a multiplicagdo e desenvolvimen-
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to, as larvas i1am tomando espagos na massa visceral (Fig. 17) e
atingindo indiretamente outros O4rgéos, como por exemplo o ovOo-
testis.

Os cortes histoldégicos da regido do ovotestis revela-
ram que a disposicdo dos foliculos se apresentava desorganizada
e degenerada devido a pressdo dos esporocistos que comprimiam os
tecidos vizinhos. A destruicdo do tecido do ovotestis foi evi-
denciada ao comparar-se, cortes de caramujos ndo infectados com
os cortes realizados em caramujos 1infectados. Nos caramujos in-
fectados, os ovébcitos apresentavam-se em numero reduzido, mui-
tas vezes sem contorno definido e com nlcleos picnéticos (Fig.

22) .



5. DISCUSSAO

5.1. Infecgao experimental

a) Primeiro hospedeiro intermedidrio

A mortalidade de moluscos infectados <com ovos de E.
pancreaticum foi também registrada por TANG (1950) quando in-
fectou 53 moluscos com uma quantidade desconhecida de ovos.
Cerca de 30 moluscos morreram nos primeiros dias e alguns con-
tinuaram a morrer apdés a infecgdo, restando quatro meses de-
pois, apenas 13, dos quais 12 estavam positivos. Dos moluscos in-
fectados experimentalmente, 24% apresentaram infeccéo, indice
que pode ser considerado Dbaixo. Entre as razdes que podem ser
levantadas com relacdo a este resultado, uma refere-se a infec-
tividade do miracidio. Apesar dos ovos utilizados para as infec-
¢cbdes experimentais terem sido selecionados sob estereomicroscéd-
pio, eles podiam conter miracicios, fisiologicamente, imaturos
e que foram eliminados pelo verme apenas devido ao estimulo da

mudanca de ambiente. Outra razdo pode ter sido a metodologia u-
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tilizada para infecgdo, onde grupos de 15 caramujos foram infec-
tados com 100 ovos; talvez nem todos os caramujos do grupo te-
nham ingerido ovos. WRIGHT (1966) <cita que além do nUmero de
ovos ingeridos e da infectivadade do miracidio, a idade dos mo-
luscos, a temperatura ambiental e a dieta alimentar podem ser
fatores importantes para assegurar a infeccao.

Aos 15 dias, os esporocistos de primeira geragdo obser-

vados eram menores do que aqueles observados por MIYATA (1965)
e maiores do que aqueles observados ©por TANG (1950) aos 30
dias, apresentando uma morfologia semelhante. Confirmamos as ob-

servacdes destes autores com relagcdo a presenga de células irre-
gulares de nucleo pequeno (células germinativas) localizadas no
interior do esporocisto de primeira geracao.

Aos 30 dias, observamos que o0s esporocistos de primei-
ra geragdo atingiam um tamanho bem superior aqueles encontrados
por TANG (1950) e MIYATA (1965) . Encontramos algumas diferengas
quanto a localizacdo do esporocistos de primeira geracdo no in-
terior do molusco. TANG (1950) observou, apenas em uma ocasiao,
estes esporocistos fixados a serosa do intestino do molusco, con-
cordando com as observagées de MIYATA (1965) e ndo com as nossas, on-
de por diversas vezes, esporocistos de primeira geracdo, foram ob-
servados disseminados entre os 4cinos da glédndula digestiva.

A localizagdo dos esporocistos no interior do molus-
co apresenta algumas diferencas, mas basicamente o dérgdo de e-
leicdo para o desenvolvimento dos esporocistos ¢é a gléandula di-

gestiva, podendo atingir também outros 4rgdos. De acordo com
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WRIGHT (1966) e CORT et al. (1954) os esporocistos podem desen-
volver-se na glédndula digestiva, fazendo a migracéao, ou nao,
para as outras regides do molusco até a eliminacdo através do
pneumdstoma do molusco.

Acreditamos que o desenvolvimento do esporocisto de
primeira geracdo de E. coelomaticum pode ocorrer tanto na glén-
dula digestiva quanto na serosa do intestino do molusco, mas
quando se aproxima o periodo de eliminacéo, com esporocistos
de segunda geragdo maduros, a migragcdo ocorre para as partes
mais anteriores do molusco até atingirem o meio ambiente. DEN-
TON (1944) e CORT et al. (1954) assinalam que este fendmeno ¢é
comum entre 0s Dicrocoeliideos.

No Brasil, RAGUSA & CAMPOS (1976) identificaram B.

similaris como sendo o primeiro hospedeiro intermedidrio de E.

coelomaticum. Estes investigadores afirmam, e ilustram, que uma
grande concentragcao de formas larvares de E. coelomaticum foi
encontrada na cavidade pericdrdica de B. similaris, bem como
organismos saculiformes foram encontrados na "camara respiraté-
ria" e na glandula digestiva. Entretanto, as fotografias que

ilustram o trabalho de RAGUSA & CAMPOS (op. «cit.), mostram que
estes autores confundiram as metacercérias do trematddeo bra-

chylaemideo Postharmostomum gallinum Witenberg, cujo ciclo ja

foi descrito por DUARTE (1980) e que sdo freqgilientemente encon-
tradas livres na cavidade pericéardica de B. similaris, como
formas larvais de E. coelomaticum.

A morfologia dos esporocistos expelidos estd de acor-
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do com os achados de TANG & TANG (1977) para E. coelomaticum.
As medidas por ndés registradas revelaram-se um pouco menores do
que aquelas encontradas por estes investigadores.

O estudo mais detalhado sobre o ©periodo parasitério
e ritmo de eliminagdo dos esporocistos de Eurytrema foi rea-
lizado por CHINONE et al.(1976) ao estudarem E. pancreaticum
em moluscos criados sob condicgdes de temperatura controlada.
Apesar do presente trabalho ter sido realizado sob condigdes
distintas de manutencao dos caramujos, parte dos resultados
obtidos se assemelham aos de CHINONE et al. (op. cit.).

Segundo MALEK & CHENG (1974), fatores ambientais e nu-
tricionais atuantes no hospedeiro molusco podem interferir di-
reta ou indiretamente no desenvolvimento de formas larvares de
trematdédeos. CHINONE et al. (1976) advertem que a luminosida-
de pode ter interferido no desenvolvimento de E. pancreaticum no
molusco, mesmo sob temperatura controlada. De acordo <com a re-
visdo apresentada ©por YAMAGUTI (1975) pode se notar que existe
muita variacdo com relacéo ao tempo de desenvolvimento tanto
para E. pancreaticum e E. coelomaticum, e esta variacdo pro-
vavelmente é devida aos fatores ambientais aos quais estéo
sujeitos os hospedeiros intermedidrios. ©No caso de E. coeloma-
ticum, o periodo parasitédrio observado neste trabalho variou
de 143 a 159 dias em trés moluscos estudados. Estes resultados
se aproximam daqueles encontrados por TANG & TANG (1977), SAKA-

MOTO et al. (1980) que encontraram 150 a 180 dias e 150 dias

respectivamente.
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A  morfologia, dimensdes e caracteristicas das cerca-
rias foram estudadas por TANG (1950) e MIYATA (1965) ©para E.
pancreaticum e TANG & TANG (1977), SAKAMOTO et al. (1980) para
E. coelomaticum. Ocorre uma variagcdo muito grande no numero de
cercédrias observadas por esporocisto. TANG (1950) e MIYATA
(1965) assinalam 144 a 218 e 40 a 140, respectivamente, para E.
pancreaticum. Nossos achados estdo préximos destes investiga-
dores, ao contarmos 122 a 200 cercdrias por esporocisto de E.
coelomaticum. ITAGAKI & CHINONE (1982) assinalam que o numero
de cercadrias por esporocisto de E. <coelomaticum estd em torno
de 200, fazendo com que nossos achados se aproximem bastante
destes dados.

Algumas caracteristicas das cercérias, tais como com-
primento do <corpo, morfologia geral, didmetro das ventosas, mo-
delo das células flama, sdo semelhantes aqueles observados por
TANG & TANG (1977) e SAKAMOTO et. al. (1980) para E. coelomaticum.
Notamos que o didmetro da ventosa ventral ¢é ligeiramente supe-
rior & ventosa oral e que o modelo das <células flama ¢é igual

aqueles observados por estes investigadores.

b) Segundo hospedeiro intermedidrio

0 indice de positividade nas esperancgas infectadas,
experimentalmente, com esporocistos de E. coelomaticum foi
muito alto, indicando que C. saltator pode ser o} hospe-

deiro adequado no laboratério. As esperancas desta espécie ob-
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servadas aos 9, 15 e 23 dias pds-infecgdo apresentaram metacer-
carias de E. coelomaticum, confirmadas através de corte histo-
légicos dos insetos. TANG & TANG (1977) realizaram infeccgdes
experimentais em diversas espécies de Ortépteros e observaram
que quando o inseto ndo era o hospedeiro adequado, <como foi ob-
servado em Gryllus, as metacercdrias morriam pela acdo celular
proveniente do hospedeiro.

O estudo mais detalhado sobre o desenvolvimento de E.
coelomaticum no inseto hospedeiro foi realizado ©por TANG &
TANG (op. <cit.) no qual discorreram sobre a quantidade de espo-
rocistos administrados experimentalmente aos insetos, evidenci-
ando que estes podiam albergar de uma a 461 metacercdrias. Em
uma esperanga naturalmente infectada, estes autores observaram
que o nuUumero de metacercdrias variava entre 23 e 1444, Encon-
tramos um nuUmero médio de metacercdrias por inseto, experimen-
talmente infectado, muito baixo com relagcdo aos trabalhos de
TANG & TANG (op. cit.). Entretanto, BASCH (1966) chama aten-
cdo que ¢é dificil assegurar a maturidade do esporocisto e que,
algumas cercdrias ©podem ser mortas pelas ©pecas bucais da espe-
ranga, regurgitadas, ou nao penetrarem no intestino do inseto
devido a causas desconhecidas.

Quanto as medidas das metacercéarias, nossos achados a-
proximavam-se aos registros de ITAGAKI & CHINONE (1982) para
E. coelomaticum. Estes investigadores observaram que as meta-
cercdrias deste parasito atingem 350 Mm, enquanto dque as meta-

cercdrias por nés medidas, variaram de 322 a 368 Um de compri-
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mento.

c) Hospedeiros vertebrados

BASCH (1966) foi quem primeiro realizou a infecgdo ex-
perimental em caprinos <com E. pancreaticum, enquanto que CHI-
NONE & ITAGAKI (1976), trabalharam com coelhos, caprinos e um
bovino, sendo que este bovino ndo adquiriu a infeccdo.

Outros investigadores infectaram animais com E. coelo-
maticum: TANG & TANG (1977) infectaram coelhos, cobaios e ca-
prinos, SAKAMOTO et al. (1980) infectaram coelhos, caprinos e
camundongos de varias linhagens e CHINONE et al. (1984) infec-
taram gatos. Destes animais wutilizados, somente o0s caprinos, ca-
mundongos Balb/c nus heterozigotos (Bal/c - nude/+) e gatos ad-
quiriram as infecg¢bdes, sendo que um parasito foi recuperado de
um camundongo Balb/c normal, conforme registra SAKAMOTO et al.
(op. cit.).

SAKAMOTO et al. (1980 e 1981) nao obtiveram muito su-
cesso quando infectaram camundongos Balb/c normais. Nossos
achados confirmam as observagdes destes investigadores, uma vez
que o0s roedores por ndés infectados ndo adquiriram a ©parasitose,
demonstrando assim que os camundongos Balb/c normais e o0s ra-
tos Whistar parecem possuir baixa susceptibilidade para E. coe-
lomaticum, mesmo quando administrado um numero grande de meta-
cercarias a estes animais.

No presente trabalho foram recuperados 88 e 310 para-
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sitos de dois caprinos infectados experimentalmente, isto pro-
vavelmente deve-se a fatores relacionados a infectividade das
metacercdrias como também foi observado por TANG & TANG (1977).
Acreditamos que houve uma interferéncia relacionada <com a matu-
ridade das metacercdrias que provavelmente ndo era a mesma para
cada 1inseto, ou até para um mesmo inseto, uma vez que ndo te-
mos condigbdes de avaliar a quantidade de esporocistos que ca-
da inseto pode ingerir na natureza, em diferentes periodos de
exposigao ao esporocisto.

LOOSS & CUFFEY (1907) registram que o tamanho do corpo

de E. coelomaticum imaturos coletados de ©bovinos ¢é de 7,5 x
3,5 - 4,74 mm. EDUARDO et al. (1976) estabelece que os parasi-
tos obtidos de Dbovinos nas Filipinas medem 5,92 - 10,34 x
1,85 - 4,27 mm. TRAVASSOS et al. (1969) registram gque o tamanho
do corpo dos trematdédeos em bovinos no Brasil é 10 - 13 x 6 - 8 mm
TANG & TANG (1977) descrevem que os trematdéddeos recuperados de
um caprino medem 3,913 - 6,171 x 2,077 - 3,206 mm. No presente

trabalho, o tamanho dos helmintos coletados de um bovino, natu-
ralmente infectado, e de dois —caprinos, experimentalmente infec-
tados, se aproxima aos registros dos investigadores <citados aci-
ma, mas no caso dos caprinos ocorre uma diferengca marcante de
tamanho dos parasitos recuperados, quando comparamos aos acha-
dos de SAKAMOTO et al. (1980). Estes investigadores obtiveram, de
caprinos infectados experimentalmente, parasitos medindo 5,50 -
10,00 x 1,77 - 2,85 mm aos 180 dias pds-infeccdo. Esta diferen-

¢ca de tamanho dos helmintos pode estar relacionada com o curso
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do desenvolvimento dos trematddeos no hospedeiro, pela car-
ga de ©parasitos encontrados no dérgdo ou pelo estado nutricio-
nal do hospedeiro interferindo negativamente no desenvolvimen-
to dos parasitos. SAKAMOTO et al. (op. <cit.) concluiram que néo
ocorreu uma diferenga significativa entre o tamanho dos trema-
tédeos obtidos de caprinos e de camundongos Balb/c nus hetero-
zigotos infectados experimentalmente. Estes investigadores con-
cluiram que os helmintos recuperados destes animais sdo maio-
res do que aqueles coletados de bovinos infectados naturalmen-
te, quando os bovinos se mostravam altamente parasitados. Por-
tanto, acreditamos que o estado nutricional do caprino n° 5,
do qual foram recuperados 310 parasitos, tenha interferido no
desenvolvimento de E. coelomaticum, com reflexo nas estruturas
internas dos helmintos, como a gladndula vitelogénica.

A relacdo do tamanho das ventosas de E. coelomaticum
foi registrada por TRAVASSOS (1944), KIMURA (1966) in CHINONE
& ITAGAKI (1976) e NOSAKA et al. (1970) in ISHII et al. (1983) .
Estes investigadores registram que esta relagdo é quase, ou
igual a 1. Contudo, ¢é possivel que estas medidas possam variar
durante o desenvolvimento dos helmintos, conforme assinalam CHI-
NONE & ITAGAKI (op. cit.). De acordo com ©0s nossos resultados,
esta relacdo também é semelhante a 1, mesmo que a amostra de E.

coelomaticum estudada tenha sido  pequena.
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5.2. Hospedeiros intermedidrios naturais

a) Primeiro hospedeiro intermedidrio

Nossas observacbes quanto ao habitat de B. similaris
estdo de acordo com as de BASCH (1965 e 1966) e TANG & TANG
(1977) . Encontramos diversos moluscos proéximos as construcgdes e
disseminados nas hortas préximas aos estébulos, mas nunca nas
pastagens, contrariando assim as observacgdes de SAKAMOTO et
al. (1980) para a mesma espécie de molusco encontrada no Ja-
pdo. BASCH (1965) observou que estes moluscos se concentravam nos
bolos fecais de Dbovinos. Por diversas vezes 0S encontramos em
grandes concentracgdes préximos as esterqueiras ou nos cantei-
ros de hortas onde fezes de Dbovinos sdo utilizados como adu-
bo. As coletas dos moluscos B. similaris realizadas na nature-
za evidenciaram que esta espécie é o primeiro hospedeiro interme-
didrio do E. coelomaticum, uma vez que as formas larvares do
parasito foram encontradas disseminadas em diversos estédgios
de desenvolvimento no interior do molusco, formas estas que se
assemelham aquelas descritas por TANG (1950) e MIYATA (1965) .

Nao existem registros sobre a percentagem de infeccéo

de larvas de E. coelomaticum no primeiro e segundo hospedeiro
intermedidrio no Brasil. Somente o0os registros de RAGUSA & CAM-
POS (1976) na regido do Vale do Paraiba, S&o Paulo que também

foi pesquisado por nbés. Estes investigadores evidenciaram a per-

centagem de infecgdo de 91,4% com 1.281 B. similaris disseca-
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dos. Este valor ¢é muito superior quando comparado aos resulta-
dos obtidos por diversos autores como TANG (1950) e BASCH
(1965) . Provavelmente isto deve-se ao engano gque 0SS pesquisa-

dores brasileiros cometeram, ao confudirem as formas larvares
com as de outro trematddeo.

A determinacdo da ©prevaléncia de E. coelomaticum em
B. similaris foi registrada por TANG & TANG (1977) na China.
Estes pesquisadores encontraram © valor médio de 3,52% apds
varios anos de estudos, valor este considerado baixo, quando
comparado aos 8,6% encontrados por SAKAMOTO et al. (1980) no
Japao. Nossos achados demonstram que nas regides estudadas,
a percentagem de infeccdo dos moluscos em uma Unica proprie-
dade, ou em trés propriedades, sdo semelhantes, cerca de 9,75%
e 10,96% respectivamente. Mas a percentagem de infecgdo nos
11 meses estudados foi de 5,47% valor este que se aproxima ao
de BASCH (1966) para E. pancreaticum na Malédsia, sem levar em

conta a estagdao do ano estudada.

b) Segundo hospedeiro intermedidrio

BASCH (1965 e 1966) descobriu que o segundo hospedei-

ro intermedidrio de E. pancreaticum na Maldsia era o C.
maculatus, uma esperanca da familia Tettigoniidae, assina-
lando que 3,8% e 4% dos insetos estavam parasitados.
TANG & TANG (1977) na China, registraram a prevaléncia mé-

dia de 6,68% de C. maculatus infectados com E. coelomaticum
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ao estudarem por varios anos a epidemiologia deste parasito.

No Japao, SAKAMOTO et al. (1980) encontraram 18,3% e 42% de
C. maculatus nos meses de Jjulho e dezembro respectivamente. De
acordo com os nossos resultados, as maiores percentagens de

infeccgéo das esperancgas do género Conocephalus infectadas nos
meses estudados foi de 70% e de 28,84% para os meses de margo
e abril respectivamente.

TANG & TANG (1977) registraram uma alta percentagem
de infeccdo no verdo, atingindo o ©pique no outono e caindo no
inverno, mas ndo fizeram observagdes sobre o que acontecia com
a velocidade de desenvolvimento do parasito nos moluscos du-
rante o inverno. Os resultados de SAKAMOTO et al. (1980) con-

tradizem aos de TANG & TANG (1977) e aos nossos. SAKAMOTO (op.

cit.) encontraram no Japéao, uma prevaléncia mais alta no in-
verno e nao no verao. Os nossos resultados estdo de acordo com
os de TANG & TANG (op. <cit.). A prevaléncia mais alta do pre-

sente trabalho foi a de margo, final do verdo, e a medida que
o outono foi passando, as prevaléncias foram baixando. Entre-
tanto, deve se ressaltar que a regido do Vale do Paraiba, on-
de este estudo foi realizado, o inverno ndo é tdo <rigoroso, co-
mo acontece nas regides que foram estudadas na China e no Ja-
pao. ITAGAKI & CHINONE (1982) chamaram atencéao sobre a acao
da temperatura ambiente, interferindo no desenvolvimento de
E. coelomaticum no molusco, bem como na densidade populaciomal

de moluscos e insetos.

Varias espécies de Tettigoniideos tem sido incrimi-



57.

nados como hospedeiros intermedidrios de E. coelomaticum e E. pancreaticum
conforme assinalou YAMAGUTI (1975). Ndo existem registros na literatura in-
criminando C. saltator como o segundo hospedeiro intermedidrio de E. coe-
lomaticum. Representantes desta espécies, assim como de outra espécie do
género Conocephalus, identificada polo entomologista do "Biosystematic and
Beneficial Insects Institute”, do "United State Department of Agriculture"
(USDA) apenas como Conocepalus sp., por ndo se comparar a nenhum outro es-
pécime da U.S. National Collection, e que provavelmente seja uma espécie
nova, foram encontrados com metacercdrias deste parasito no campo. Acredi-
tamos que possam existir outras espécies de esperangas responsaveis pela
disseminagdo deste parasito no Brasil, uma vez que REHN & HEBARD (1915)
identificaram varias espécies de esperancas do género Conocephalus, tan-

to no Brasil gquanto na América do Sul.

5.3. Alteracgdes histopatoldégicas observadas no primeiro hospe-

deiro intemediéario

Nao existe, na literatura analisada, nada sobre as alteracgdes
histopatoldégicas em B. similaris infectados com E. coelomaticum. CHENG &
SNYDER (1962), WRIGHT (1966) e MALEK & CHENG (1974) apresentavam revisodes
sobre a agdo das larvas de trematddeos digenétioos nos moluscos hospedei-
ros intermedidrios. CHENG & SNYDER (op. <cit.) citam que os efei-
tos do parasitismo no molusco hospedeiro dependem do nUmero e ta-
manho das larvas do parasito presentes no o6érgdo. MALEK (1977) reve-
la que &este efeito se inicia apdés a penetracdo do miracidio,
seqguido da migragdo e maturacdo dos esporocistos filhos e que

a gléandula digestiva do molusco sofre uma destruicdo signifi-
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cativa ©pela pressdao exercida ©pelos parasitos. GOMES (1985) ob-
servou 4reas de desorganizagdo a nivel tecidual ou celular em
L. columella quando parasitadas por F. hepatica, chamando a a-
tencdo que estas A4reas de desorganizacdo sé foram observadas
quando a carga parasitdria no caramujo era elevada. Dian-
te destas observacodes, nossos achados confirmam que, uma vez
presentes em grande quantidade, 0s esporocistos provocam alte-
racbes histopatoldégicas na glédndula digestiva de B. similaris,
podendo também atingir o ovotestis deste hospedeiro.

MALEK & CHENG (1974) registram que a maioria dos tre-
matdédeos digenéticos utilizam a glédndula digestiva do molusco
hospedeiro como sitio primario de infeccéo. Observamos que,
quando o desenvolvimento inicial dos esporocistos se d& entre
os foliculos glandulares, ocorre a compressao destes foliculos,
com a degeneracdo dos tubulos, <conforme foi <citado por AGERS-
BORG (1924), REES (1936), JAMES (1965) e MALEK (1977). A redu-
cdo dos tubulos da glandula digestiva e a destruicdo dos 4&ci-
dos, com diminuicéo do tecido conectivo intertubular, parece
ser provocada pela pressdo crescente dos sacos germinativos dos
esporocistos e ndo pela 1ingestdo dos tubulos hepaticos, uma vez
que esta ingestdo sé ocorre gquando as rédias de certos trema-
tédeos ingerem, avidamente, este ¢rgdo, como foi observado por
PORTER et al. (1967), WILSON & DENISON (1980) e KABAT (1986) .
Os esporocistos de E. coelomaticum s3o estruturas saculiformes
desprovidas de abertura oral, absorvendo nutrientes, como gli-

cogénio por contato de seu tegumento com os tecidos do hospe-



59.

deiro. Assim, acreditamos que os danos promovidos por eles se-
jam, unicamente, devido a compressao exercida pelos sacos ger-
minativos sobre este 46rgdo, e pelo Dbloqueio da circulagcdo de
hemolinfa.

Os tipos de granulag¢des encontradas no interior das
células que compbdem os foliculos glandulares dos moluscos para-
sitados foram assinalado por CHENG & SNYDER (1962) e PORTER et
al. (1967), que registraram a ©presenga de produtos de excre-
¢do aumentados, assim como a vacuolizacdo do <citoplasma dos a-
cinos glandulares, quando os moluscos se encontravam altamente
parasitados. Esta vacuolizacdo do citoplasma das células, tam-
bém foi constatada por GOMES (1985) em L. columella parasita-
dos por F. hepatica. Acreditamos que os grédnulos de coloracgédo
marrom escuro localizados no interior dos vaclUolos dos 4acinos,
sejam produtos de excregao, embora ndo tenham sido feitos tes-
tes histoquimicos para constatar a sua natureza. Ja& o0s pigmen-
tos amarelados que estdo distribuidos pelo tecido glandular dos
moluscos parasitados, nos leva a acreditar que seja alguma rea-
¢do individual ©proveniente de wuma causa ainda desconhecida.

HYMAN (1967) descreve o intestino dos Gastrdpodes co-
mo sendo, geralmente, forrado por um epitélio de células cilia-
das altas, comprimidas por mucdcitos, ou recebendo gléndulas
subepiteliais produtores de muco. Acreditamos que, provavelmen-—
te, a desorganizacdo epitelial por nds abservada, tenha sido
provocada pela presenca das formas larvares de E. coelomaticum

na serosa do intestino de B. similaris, chegando a provocar um
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aumento de muco. Esta observagdao carece de estudos, uma vez que
na literatura consultada inexistem registros a este respeito.

REES (1936), PAN (1965), MALEK & CHENG (1974), WILSON
& DENISON (1980), GOMES (1985) e KABAT (1986) registraram a re-
dugdo da fecundidade dos moluscos parasitados por larvas de tre-
matdédeos. As rédias de alguns trematdédeos podem provocar uma di-
minui¢do do tecido glandular, como ¢é o caso de Eurytrema, onde
os esporocistos causam a compressdo destes 6érgdos, através de um
processo mecédnico, que leva juntamente com o Dbloqueio hemolinféd-
tico como conseqiiéncia a alteracdes fisioldgicas do ovotestis.
Isto sugere que, embora nado tenham sido observadas alteragdes
no comportameto reprodutivo de B. similaris, as modificagdes da
estrutura do ovotestis, devido ao parasitismo, nos faz supor que
os esporocistos de E. coelomaticum podem alterar o funcionamen-
to normal do sistema reprodutivo de B. similaris, culminando com
a inibicdo da gametogénese e a perda da fecundidade do hospedei-

ro.



6. CONCLUSOES

1 - Bradybaena similaris e duas espécies de esperan-
cas do género Conocephalus, C. saltator e Conocephalus sp.
foram coletados, naturalmente infectados com formas larvares
de E. coelomaticum nos municipios de Lorena e Pindamonhanga-
ba, SP.

2 - 0 seqgundo hospedeiro intermediadrio de E. coeloma-
ticum é identificado, naturalmente e experimentalmente, pela

primeira vez no Brasil.

3- A observacao de B. similaris, experimentalmente
infectados, revelou que o nlimero de esporocistos eliminados
por hospedeiro variava muito, mas sua morfologia pode caracte-

rizar a espécie E. coelomaticum.

4 - Em infecgdes experimentais, o nUmero de metacer-
cdrias recuperadas por inseto variou de 64 e 80, enquanto que
em Conocephalus naturalmente infectados o nuUumero médio de me-

tacercérias coletadas foi de 200.
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5 - 0Os camundongos Balb/c heterozigoto normal e os ra-
tos Whistar ndo adquiriram E. coelomaticum, quanto infectados
experimentalmente, tanto com insetos, quanto com apenas meta-

cercarias.

6 - 0Os caprinos mostraram-se suscetiveis a infeccéo,
quando foram infectados com insetos que albergavam metacerca-
rias de E. coelomaticum, apesar dos trematdédeos adultos apre-
sentarem diferencas marcantes em tamanho, quando comparados a

espécimens coletados de bovinos.

7 - A prevaléncia de E. coelomaticum em B. similaris
e Conocephalus revelou variagbes durante os meses do ano estu-
dados, mas os meses de agosto e margo, demonstraram as maio-
res prevaléncias para moluscos e insetos respectivamente na re-
gido estudada do Vale do Paraiba; demonstrando assim que este

parasito pode ocorrer durante todo o ano, nesta regido.

8 - As larvas de E. coelomaticum causaram danos por
compressdo sobre a glédndula digestiva e ovotestis de B. simi-

laris.
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FIGURA

1.

Esporocistos de FEurytrema coelomaticum elimina-
dos de Bradybaena similaris infectadas experi-
mentalmente. Notar as cercarias no interior do

endocisto (C) (25 X).

FIGURA

2.

Fotomicrografia de cercéarias de FEurytrema coelo-
maticum demonstrando a ventosa oral (VO), o es-
tilete (E), a ventosa ventral (VV) e a cauda (C)

(200 X).
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FIGURA 3. Ritmo de eliminagdo de esporocistos de Eurytrema

coelomaticum expelidos por um espécimen de Bra-

dybaena similaris (Molusco 1).
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Ritmo de eliminacdo de esporocistos de Eurytrema
coelomaticum expelidos por um espécimem de Bra-

dybaena similaris (Molusco 2).
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FIGURA 5. Ritmo de eliminacdo de esporocistos de FEurytrema

coelomaticum expelidos por um espécimem de

Bradybaena similaris (Molusco 3).



FIGURA

6.

Fotomicrografia

de uma metacercédria

de Eurytrema

coelomaticum obtida de um inseto experimentalmen-—

te infectado (1280 X).

75.



FIGURA 7. Fotomicrografia de um corte histoldgico do abdoémen,

de um exemplar de Conocephalus saltator, demonstran-

do as metacercarias de Eurytrema coelomaticum. Pa-
rede do cisto (PC) e o0 parasito (P) (1600 X, Colora-
cao HE) .

FIGURA 8. Fotomicrografia de um corte histoldgico do abddmen,

de um exemplar de Conocephalus saltator, demonstran-

do as metacercérias de Eurytrema coelomaticum. Pa-
rede do cisto (PC), parasito (P) e a ventosa ven-—
tral (VV). A coloragdo azul da parede do cisto in-
dica a presengca de fibras coléagenas (1600 X, colora-

cédo tricromo de Gomori) .
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FIGURA 9.

Fotomicrografia de um corte histoldégico do abdémen,
de um exemplar de Conocephalus saltator, demonstran-
do a metacercaria de Eurytrema coelomaticum. Pare-
de do cisto (PC), parasito (P) e a ventosa oral (VO).
A transparéncia da parede do cisto indica a presen-

ca de coldgeno (1600 X, coloracgédo orceina).



FIGURA 10.

Eurytrema coelomaticum recuperado

de um caprino ex-
perimentalmente infectado <com 10 Conocephalus salta-
tor. Notar a ventosa ventral (VV),

a modificacdo da

estrutura dos testiculos (T) e das glédndulas vitelo-

génicas (GV) (315 X).
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FIGURA
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Exemplar macho da esperanca do género Conocephalus,

seqgundo hospedeiro intermedidrio de Eurytrema coelomaticum.
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FIGURA 14. Regido anterior (RA) do cercus de Conocephalus
saltator (189 X).
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FIGURA 15. Regido posterior (RP) do cercus de Conocephalus

sp. (189 X).
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Infecgdo natural de Conocephalus saltator e Conoce-—
phalus sp. (Orthoptera, Tettigoniidae) com metacer-
cdrias de FEurytrema coelomaticum coletados em uma
propriedade localizada no municipio de Pindamonhanga-
ba, sSp, nos meses de agosto & outubro de 1986. Os

nimeros acima das barras indicam o nuUmero de espe-

rancas infectadas.
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FIGURA 17.

Corte histolégico de Bradybaena similaris infecta-
do, demonstrando o aspecto anormal do tecido glan-
dular. Notar o esporocisto (E) repleto de cercérias
(C), a desorganizacdo dos tubulos glandulares (TG)

(400 X, coloracao HE).

FIGURA 18.

Corte histolégico de Bradybaena similaris infecta-
do, demonstrando os esporocistos (E) provocando a
compressdo dos tubulos (TG) da gléndula digestiva

(400 X, coloracdo tricromo de Gomori).



FIGURA 19.
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Corte histoldégico da glédndula digestiva parasitada,
demonstrando a diminuicdo dos Tubulos (T) e os na-
cleos picnéticos (N) (1150 X, coloracdo HE).

FIGURA 20.

Corte histoldgico da glé&ndula digestiva parasitada,
demonstrando os grdnulos amarelados (a), os corpus-
culos de coloracdo marrom (M) e a vacuolizacao do
citoplasma (V) (1000 X, coloracdo HE).



FIGURA 21.

Corte histolégico de um molusco parasitado demons-
trando a desorganizacgdao epitelial (D) no local de
fixacdo do esporocisto (E) (1150 X, coloragcdo tri-

cromo de Gomori).

FIGURA 22.

Corte histolégico do ovotestis de um molusco in-
fectado. Notar a degeneracdo e desorganizacgao do
6rgdo. Ovdécito sem contorno definido (0O) (400 X,

coloragédo HE).
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FIGURA 23.
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