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ABSTRACT. EURYTREMA COEWAf,ITICUM (GIARO &. BILLET) (DIGENEA, DICROCOELI­
IDAE) EM BI/ADYBAENA SIMILAIUS (FERUSSAC) (GASTROPOOA, XANTHONYCHIOAE): ALTE­
RATIONS lN CALCIUM OEPOSITS ANO lN TIIE REPROOUCTIVE FUNCTION OF ITS FIRST 
INTERMEDIATE flOST. The intluence of the parasitism by the digenetic trematode 
Ew)'lrema coelomaliclIlII (Giard & Billet, 1892) over the calcium mobilization and 
the reproductive function 01' its tlrst intermediate host, the snail Bradybaena similaris 
(Férussac, 1821) was experimentally studied in infected and uninfected snails main­
tained in laboratOlY under controlled conditions ofnutrition, humidity and temperatu­
re. The ca\cium ofthe shells of infected and uninfected snails was quantitled by using 
a technique of volumetric complexation. The amount of calciull1 present in the tissue 
was evaluated by using the histochemistry techniques of Dahl and von Kossa. The 
alteration in the reproductive I'unction was evaluated through the egg production, and 
by histological follow up 01' the snai ls gametogenesis, in the infec ted and uninfected 
snails. The Student's test "t" showed that there was no significant difference in relation 
to size, weight and calcium concentration in the shells ofinfected and uninfected snails, 
The analysis of nonlinear regression, polynomial of 41h order, showed an highly 
positive relation to weight and size of shell to infccted and uninfected snails, and an 
weakly signitlcant relation to calcium concentration in the shells and shells size of 
infected snail s. The histochell1istlY techniques dell10nstrated a large calcium depositi­
on in the cells of the digestive glands of the infected snail s when cOll1pared to the 
uninl'ected ones. The histological study ofthe ovotestis ofthe infected snails dell1ons­
trated that the gametogenesis ofthese snails was abnormaJ. The ovulogenesis was the 
most alterated and at 45 days post-infection the histological sections showed no 
ovocytes preselll in the ovotestis. 
KEY WORDS. EW)'lre1l7a coe/Ol11aliclIlII, Bradybaena sil11ilaris, ca\cium deposits, 
parasitic castration 

Gastrópodes terrestres estocam grandes quantidades de sais de cálcio, que 
são depositados principalmente, na concha e na glândula digestiva (WILBUR & 
TOMPA J 979). A infecção por estágios larvais de digenéticos, pode provocar uma 
maior deposição de cálcio nas células daglândula digestiva dos moluscos infectados 
(MALEK & CHENG J 974). Estes moluscos podem apresentar alterações em seu 
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crescimento, o que geralmente é acompanhado pela castração parasitária. Dessa 
forma, alguns estudos têm sugerido uma interação entre estes dois fatores (STUR­
ROCK 1966; JOOSSE & VAN ELK 1986). Para CHENG et aI. (1983) o gigantismo seria 
apenas um indicativo da castração parasitária. 

SULLIVAN et aI. (1985) estudaram os mecanismos que induzem à castração 
parasitária, agrupando-os em duas categorias: (a) como um efeito primário, decor­
rente de alterações, como ingestão dos tecidos gonadais e produção de substâncias 
químicas que interfiram na reprodução dos moluscos, e (b) como um efeito secun­
dário, decorrente de alterações no metabolismo do hospedeiro ou inanição, causados 
pela competição com o hospedeiro por nutrientes. O presente estudo teve como 
objetivos: 1) avaliar a influência do parasitismo por Eurytrema coelomaticum 
(Giard & Billet, 1892) sobre a deposição de cálcio na concha e na glândula digestiva 
de Bradybaena similaris (Férussac, 1821) e 2) verificar possíveis alterações histo­
lógicas no ovotéstis de B. similaris que pudessem ser relacionadas à castração 
parasitária. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Caracóis do grupo controle (não-infectados) e aqueles infectados experimen­
talmente foram mantidos em terrários separados, sob condições de laboratório. A 
alimentação básica consistiu de repolho, uma fonte suplementar de minerais e, 
esporadicamente, alface e cenoura. À medida que os caracóis foram dissecados, suas 
conchas eram separadas em envelopes etiquetados. 

A determinação quantitativa do carbonato de cálcio a partir das conchas dos 
caracóis foi feita pela técnica volumetria de complexação (MCCORNICK 1973) 
modificada. As conchas, previamente pesadas e medidas (diâmetro), foram diluídas 
em 1 Oml de ácido clorídrico 12N. Foram feitas diluições deste material solubilizado 
a I: 10 em água destilada. Em seguida foram pipetados 25ml desta solução para um 
erlenmeyer, aos quais adicionou-se 40ml de água destilada, 30ml de hidróxido de 
potássio a 10% e o indicador murexida, respectivamente. A titu lação da mistura foi 
feita com EDTA 0,01 M. A partir do vol ume de EDTA gasto na titulação, a massa 
de carbonato de cálcio foi calculada e expressa em ppm de CaC03/mg de concha. 
Os resultados obtidos foram analisados pelos testes "t" de Student (a=5%) e 
regressão não-linear (SNEDECOR & COCHRAN 1967). 

Para o estudo histológico e histoquímico, caracóis infectados e não-infecta­
dos foram dissecados, fixados com Dubosq-Brasil modificado, processados e 
corados pelos métodos de Dahl e von Kossa para detecção de cálcio nas células da 
glândula digestiva, e pela hematoxilina-eosina para o estudo morfológico do ovo­
téstis (BANCROFT & STEVENS 1977). 

RESULTADOS 

Os resultados das determinações quantitativas da concentração de cálcio nas 
conchas dos caracóis do grupo controle (não-infectados) e dos infectados experi­
mentalmente com E. coelomaticum, em função do peso e diâmetro das conchas 

Revta bras. Zool. 13 (2): 411 - 418,1 996 



Eurytrema coe/omaticum em Bradybaena similaris: alterações ... 413 

foram analisados estatisticamente. A análise pelo teste " t" de Student, mostrou que 
não existe diferença significativa (a=5%) entre caracóis do grupo controle e 
infectados, no que se refere a diâmetro, peso e concentração de cálcio nas conchas 
desses caracóis. A análise de regressão não-linear, polinomial de quarta ordem, 
mostrou uma relação altamente positiva entre diâmetro e peso das conchas, tanto 
para os caracóis do grupo controle quanto para os infectados. A relação entre 
diâmetro da concha e concentração de cálcio nas conchas foi altamente significativa 
para os caracóis não-infectados e pouco significativa para os infectados, conforme 
figuras I e 2. 
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Fig. 1. Bradybaena similaris não-infectada (grupo controle). (A) Peso das conchas em função 
do diâmetro das conchas; (B) concentração de cálcio nas conchas em função do diâmetro das 
conchas. Valores médios. 

300 
• r2 = 1,00 60 

Ê . + • r2 = 0,32 
+ 

~ 
JÊ 

V 
cu 200 ",Q, 50 s:; 

'OQ, o o-e: 
o ""~ o 

"''' cu 100 CU 5 40 "O 1;" o 
VI "cu 
Q) CC 
tl. C <3 O 

o :IJ 
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 0 .0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 

Diã metro da concha (rrm) Diâ metro da concha (rrrn) 

Fig . 2. Bradybaena similaris infectada experimentalmente com Eurytrema coelomaticum. (C) 
Peso das conchas em função do diâmetro das conchas; (D) concentração de cálcio nas 
conchas em função do diâmetro das conchas. Valores médios. 
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Os métodos de Dahl e von Kossa evidenciaram uma maior deposição de 
cálcio nas células da glândula digestiva dos caracóis infectados. Sendo que, o 
método de Dahl, mostrou resultado mais intenso do que o método de von Kossa, 
tanto para caracóis do grupo controle quanto para os infectados. 

Com relação à influência do parasitismo por E. coelomalicum sobre a gônada 
de B. similaris, observou-se várias alterações celulares, com um acentuado compro­
metimento do ovotéstis de alguns caracóis infectados com esporocistos de segunda 
geração em desenvolvimento na glândula digestiva ou em fase de eliminação. 
Embora, não se tenha encontrado nenhum esporocisto neste órgão, a destruição dos 
tecidos gonadais foi evidenciada, ao comparar-se cortes histológicos de caracóis 
não-infectados (Fig. 3A) e infectados (Fig. 3B). 

A gametogênese em alguns caracóis infectados, apresentou-se bastante 
alterada. Foi observada uma redução no processo de espermatogênese. Com relação 
à ovulogênese, verificou-se a presença de ovócitos anormais e, em alguns casos, a 
total ausência do processo. Aos 45 dias pós-infecção, não foi observado nenhum 
ovócito no ovotéstis (Fig. 4). 

Entre os caracóis infectados, apenas um realizou postura, durante o período 
de infecção. Este caracol fez duas posturas, ambas com pequeno número de ovos 
(5 e 9, respectivamente), os ovos tinham cascas frágeis e deles não eclodiu nenhum 
caracol. 

DISCUSSÃO 

Embora alguns espécimes de Bradybaena similaris infectados com esporo­
cistos de segunda geração de Eurytrema coelomaticum ou em fase de eliminação 
destes, tenham apresentado um acentuado comprometimento do ovotéstis, não 
foram verificadas alterações significativas no peso e tamanho de suas conchas, o 
que encontra apoio em CHENG el aI. (1983). Segundo estes autores o gigantismo 
seria um indicativo mas, de modo algum uma conseqüência da castração parasitária. 
De acordo com CREWS & YOSHINO (1989) os esporocistos de segunda geração 
representariam um mediador primário na inibição e/ou manutenção da interferência 
sobre a fisiologia gonadal dos hospedeiros. 

No presente estudo, verificou-se uma maior deposição de cálcio nas células 
da glândula digestiva dos caracóis infectados, o que está de acordo com MALEK & 
CHENG (1974). A grande quantidade de cálcio observada na glândula digestiva 
desses caracóis, pode ter sido em decorrência da aceleração da via glicolítica, para 
suprir a demanda de energia pelos caracóis infectados, conforme LIVINGSTONE & 
DE ZWAAN (1983). Para WIESER (1981) as vias que levam a uma maior produção 
de energia têm como produtos finais, ácidos orgânicos, que são liberados na 
hemolinfa e por serem altamente tóxicos necessitam ser neutralizados pela mobili­
zação de carbonato de cálcio e, posteriormente, excretados ou metabolizados em 
outros tecidos. 

O número reduzido de posturas, apresentando ovos com cascas frágeis e 
inviáveis, observado no presente estudo para os caracóis infectados, aproxima-se 
dos resultados obtidos por STURROCK (1966). Este autor, verificou que Biompha-
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Fig . 3. Corte histológico do ovotéstis de Bradybaena similaris. (A) Espécime não-infectado, 
mostrando o estado perfeito da gónada; (B) espécime infectado experimentalmente com 
Eurytrema coelomaticum, mostrando o estado degenerativo do tecido gonadal. Coloração HE. 
(OV) Ovócito normal; (OVO) ovócito degenerado; (ES) espermatozóides. Escala = 33 flm. 

faria pfeilferi (Krauss, 1848) infectada com Schistosoma mansoni Sambon, 1907, 
apresenta uma redução e, em alguns casos, eliminação total da produção de ovos, 
sendo que os ovos liberados apresentavam baixa taxa de eclosão. 

Segundo WILBUR & TOMPA (1979) o processo reprodutivo em moluscos 
requer uma grande quantidade de cálcio, essencialmente para a formação da casca 
do ovo e da concha embrionária. Dessa forma, a utilização de carbonato de cálcio, 
pelos caracóis infectados, para a neutralização dos produtos tóxicos resultantes da 
aceleração da via glicolítica, no presente estudo, pode ser responsável pelo baixo 
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número de ovos produzidos por estes caracóis, os quais apresentavam cascas frágeis 
e sendo todos inviáveis. Uma vez que este carbonato de cálcio não estaria disponível 
para ser mobilizado em direção ao dueto genital, para o processo fisiológico da 
reprodução, conforme foi observJdo por FOURNIÉ & CHÉTAIL (1982). 

Fig. 4. Corte histológico do ovotéstis de um espécime de Bradybaena similaris infectado 
experimentalmente com Eurytrema coelomaticum, mostrando que após 45 dias de infecção, 
apenas a espermatogênese foi preservada. Coloração HE. (ES) Espermatozóides. Escala = 
531lm. 

Para BANCROFT & STEVENS (1977) os métodos, von Kossa e Dahl, comu­
mente empregados para a demonstração de cálcio, são distintos na maneira como 
atuam. O método de von Kossa envolve a redução da prata, o qual na verdade 
demonstra ânions fosfato e carbonato; mas desde que as formas demonstráveis 
destes ânions estejam invariavelmente combinadas com o cálcio, este método pode 
ser utilizado para demonstração de cálcio. O método de Dahl, no qual o cálcio forma 
um complexo de coloração alaranjada com o corante Alizarina Red "S", é aplicado, 
particularmente, quando pequenas quantidades de cálcio estão presentes. Ao passo 
que o método de von Kossa é utilizado quando se quer detectar grandes quantidades 
de cálcio. O fato do método de Dahl ser mais apropriado para detectar pequenas 
quantidades de cálcio, indica sua alta especificidade por este cátion, tornando-o, 
portanto, mais eficiente que o método de von Kossa, neste caso . Dessa forma, os 
resultados obtidos no presente estudo, onde uma reação mais intensa foi verificada 
com o método de Dahl, tanto para os caracóis infectados como para os não-infecta­
dos, podem ser explicados pelas propriedades químicas deste método. 

Os mecanismos que levaram à castração parasitária de alguns caracóis 
infectados, no presente estudo, enquadram-se no que SULLIVAN et aI. (1985) 
chamam de categoria "B". Nesta categoria estão agrupados os efeitos secundários, 
ou alterações no metabolismo do hospedeiro, como estivação por competição por 
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nutrientes. Dessa forma, as alterações observadas no ovotéstis de alguns caracóis 
infectados, no presente estudo, podem ter sido produzidas, devido a um bloqueio 
da hemolinfa feito pelos esporocistos de segunda geração em desenvolvimento na 
glândula digestiva e serem relacionadas à castração parasitária indireta. Os resulta­
dos obtidos no presente estudo também estão de acordo com os de PINHEIRO & 
AMA TO (1995). Segundo estes autores B. similaris infectada com E. coelomaticum 
apresenta uma redução acentuada na oviposição. Estes autores classificaram a 
castração apresentada pelos caracóis infectados como parcial e nutricional, uma vez 
que a gametogênese não foi totalmente inibida. 
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