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RESUMO
SOUZA, Fabiola Almeida Matos. Morfologia de cercérias de Echinostoma paraensei Lie
& Basch, 1967 (Trematoda, Echinostomatidae). 2018. 73 folhas. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédia, RJ, 2014.

Echinostoma paraensei € um trematddeo digenético que parasita o trato digestorio mamiferos
roedores, cujo ciclo biolégico passa por sete estadgios evolutivos, os quais sdo adulto, ovo,
miracidio, esporocisto, rédia, cercaria e metacercaria. Devido a ocorréncia de sinonimias
aliadas ao desenvolvimento de ferramentas que permitem a descricdo morfoldgica
mais acurada, taxonomia dos equinostomatideos por diversas vezes foi revisada, com
alteracdo de alguns taxa. Aspectos que tém impactado a taxonomia desta espécie poderdo ser
esclarecidos com a realizacdo da (re) descricdo da anatomia do parasito, com o auxilio de
ferramentas modernas como a microscopia eletronica, em todas as fases evolutivas,
uma vez que a morfologia das larvas é um critério taxonémico tradicionalmente utilizado
para este grupo. O objetivo do presente trabalho foi realizar a descricdo morfoldgica
de cercarias de E. paraensei, através de microscopia eletrénica de varredura e transmissao,
e microscopia de luz, com énfase na descri¢do das estruturas sensoriais argentofilicas. As
cercarias foram obtidas no Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Reservatérios, Fiocruz, RJ, onde o ciclo desse parasito € mantido. Os resultados da
microscopia eletronica de varredura evidenciaram com detalnes o colar de
espinhos caracteristico do grupo dos equinostomatideos, além de detalhes da
estrutura dos fin folds e das papilas sensoriais. Ja através dos resultados da microscopia
eletrbnica de transmissdo, foi possivel observar a presenca de células germinativas,
inclusBes lipidicas, células-flama e perfis mitocondriais, além de figuras de mielina.
Através da impregnacdo das cercarias por nitrato de prata, as estruturas sensoriais foram
condizentes com as estruturas observadas externamente através da varredura, e também foi
possivel observar a inervacdo das regides cefalica, corporal e caudal. Os resultados foram
coerentes entre si, demonstrando a relagdo entre as estruturas externas e internas, sendo
possivel observar diferencas entre as estruturas sensoriais de acordo com a sua localizacéo,
como as papilas uniciliadas na regido anterior e a presenca de papilas ndo ciliadas na parte
interna da ventosa ventral. Tais aspectos evidenciam uma especializacdo morfoldgica que
adapta o parasito ao seu meio de vida, tornando-o por sua vez, mais eficiente em sua
funcdo, que no caso da cercaria, é penetrar no segundo hospedeiro intermediario. Tais dados
podem ainda fornecer a base para estudos mais detalhados sobre ciclo de vida, ecologia
parasitaria e para o desenvolvimento de estratégia de controle de parasitos que apresentem
semelhancas no ciclo de vida.

Palavras-chave: Echinostoma paraensei, morfologia, ultraestrutura, microscopia eletronica,

quetotaxia, estruturas sensoriais.
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ABSTRACT

Echinostoma paraensei is a digenetic trematode that parasites the digestive system of rodent
mammals, whom biological cicle has seven stages, which are, adult, egg, miracidia, sprocyst,
rediae, cercariae and metacercariae. The echinostomatides taxonomy was revised several
times, with some taxa alterations. Aspects that are relevant to the taxonomy of this species
will be claryfied with the morphological redescription, carried out with accuracy, on the
parasite in all evolutionary stages, once that morphology of the larvae is a criteria traditionally
employed to this group. The aim of the present work was to improve the morphological
description of E. paraensei cercariae, using scanning and transmission electronic microscopy,
and light microscopy, emphasizing the description of argentofilic sensorial structures and its
chaetotaxy. The cercariae where obtained at Laboratério de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Reservatorios, Fiocruz, RJ, where the cycle of this parasite is maintained. The
results of the scanning electron microscopy evidenced with richness of details the spine collar
which is characteristic of the echinostomatide group, as well as details of the fin fold structure
and of the sensorial papillae. Yet trough the results of the transmission electron microscopy, it
was possible to observe the presence of germ cells, lipid inclusions, flame-cells and
mitochondrial profiles, besides myelin figures. By the silver nitrate impregnation of the
cercariae, the sensorial structures where consistent to the structures observed in scanning
electron microscopy, and also it was possible to observe the innervation of cephalic, body and
tail regions. The results demonstrated the correlation among internal and external structures,
being possible to see the differences among sensory structures according to its location, as the
uniciliated papillae in the anterior region and the presence of non-ciliated papillae in the
ventral sucker. Such features indicate morphological specializations adapting the parasite to
its environment and life cycle, making it more efficient to infect the intermediate host. These
data can also provide the basis to more detailed studies on parasites life cycle, parasitic
ecology and for development of control strategies of parasites with similar life cycle.

Key words: Echinostoma paraensei, morphology, ultrastructure, microscopy, chaetotaxia,

sensorial structures.
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Classes terapéuticas de farmacos utilizados em medicina veterinaria.
Fonte: COINF, 2016.

Mapa com as localizagbes de Echinostoma paraensei no Estado
de Minas Gerais: Na figura estdo destacados os municipios onde
héa registros de ocorréncia de E. paraensei no pais.

Figura 3: Mapa com as localizagbes de Echinostoma paraensei
no Estado do Rio de Janeiro Na figura estdo destacados os
municipios onde ha registros de ocorréncia de E. paraensei no pais.

Ciclo de vida geral de Echinostoma spp.: (a) helmintos adultos
habitam o intestino delgado de varios hospedeiros vertebrados,
incluindo humanos; (b) ovos sdo eliminados juntamente com as
fezes do hospedeiro definitivo; (c) eclosdo dos miracidios em
colecdes hidricas e infeccdo ativa em moluscos; (d) esporocistos, (e)
rédias mae e, (f) rédias filhas, sdo os estagios de desenvolvimento
parasitario que ocorrem no interior do primeiro hospedeiro
intermediario; (g) cercérias sdo eliminadas e nadam até localizarem
e infectarem o segundo hospedeiro intermediario (gastropodes
limnicos, anfibios, peixes) na qual encistam transformando em
metacercarias; (h) as metacercarias sdo ingeridas pelo hospedeiro
definitivo e desencistam evoluindo para helmintos adultos (Fonte:
TUNHOLI-ALVES, 2015).

Microscopia de luz DIC de cercaria de Echinostoma paraensei
impregnada com nitrato de prata.

Esquema das estruturas sensoriais argentofilicas de cercarias de
Echinostoma paraensei. Papilas (A) e a rede nervosa (B), se
estendendo até a cauda da cercaria. Barra de escala = 5um.

Esquema e microscopia eletronica de varredura da regiédo
cefalica e do corpo da cercaria de Echinostoma paraensei.
Regido cefalica com sua rede nervosa (A) e a distribuicdo das
papilas (B) e em Bl - imagem de microscopia eletrénica de
varredura das papilas uniciliadas na ventosa oral. (C) rede nervosa
ao redor da ventosa ventral (I) e papilas laterais (I1). (C1),
Microscopia eletronica de varredura evidenciando papilas (P) nao
ciliadas na parte interna da ventosa ventral.

Esquema do corpo de cercaria de Echinostoma paraensei.
Estruturas argentofilicas formando uma rede interligada com dois
corddes principais (um deles indicado por A) e espalhados
irregularmente (B).

Esquema da cauda de cercaria de Echinostoma paraensei.
Comissuras principais (P), sendo que estas parecem acompanhar os
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fin-folds (FF) até o final da cauda e estruturas argentofilicas
dispersas (AD).

Microscopia Eletrénica de Varredura da regido anterior de
cercarias de Echinostoma paraensei. A- Colar ceféalico (CC)
semicirculando a regido da ventosa oral e papilas (P) circundando a
ventosa oral. B- Colar de espinhos semicirculando a ventosa oral e
ao fundo, a ventosa ventral (VV).

Microscopia Eletrénica de Varredura de Echinostoma paraensei
evidenciando o colar de espinhos e espinhos tegumentares. A-
Bainha tegumentar (BT) envolvendo a base dos espinhos e espinho
parciamente retraido (R). B- Espinhos tegumentares.

Microscopia Eletronica de Varredura de cercdria de
Echinostoma paraensei. A- Papilas uniciliadas acompanhando a
circunfereéncia da ventosa oral e regido abaixo da ventosa. B-
Ventosa oral com papilas uniciliadas.

Microscopia Eletébnica de Varredura de cercaria de
Echinostoma paraensei. Papilas bulbosas na parte interna da
ventosa ventral.

Microscopia Eletronica de Varredura da cauda de cercarias de
Echinostoma paraensei detalhando os seis fin fold. A- fin folds
ventrais (VFF), os fin folds laterais (LFF), e os fin folds dorsais
(DFF); B- fin folds ventral e dorsal, observa-se nesta imagem que o
fin fold dorsal vai até o final da cauda. C - detalhe das estriaces dos
fin folds.

Microscopia Eletronica de Transmissdo da porcdo final do
corpo de cercaria de Echinostoma paraensei. A - Fin fold (FF)
separado do restante da musculatura do corpo por uma fina cada
tegumentar (CT), tecido muscular (TM). B -Tegumento ja com
perda da formacdo sincicial e a presenca de nucleos apoptoéticos
(NA).

Microscopia eletronica de transmissdo do corpo de cercéria de
Echinostoma paraensei evidenciando depdsito de membranas
(MP). Presenca de depdsitos de membrana sendo formados (MP)
préximos a célula germinativa (CG). Acima da célula germinativa
séo visiveis perfis mitocondriais (M).

Microscopia Eletrénica de Transmissdo de corte do corpo de
cercaria de Echinostoma paraensei. Presenca de goticulas de
gordura (IL) e células germinativas (CG).

Microscopia Eletrénica de Transmisséo, do tegumento de uma
cercaria de Echinostoma paraensei evidenciando as camadas do
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corpo (musculatura), mitocéndrias e inclusdes lipidicas. Na
imagem pode ser evidenciada a camada tegumentar externa sincicial
(CS), apresentando perfis mitocondriais (M) e inclusdes
eletrodensas (IL). Abaixo desta, encontramos a lamina basal e, logo
apos, as camadas musculares, circular (MC) e longitudinal (ML),
respectivamente. E possivel observar hemidesmossomos (HD)
conectado a camada sincicial com a musculatura circular. Barra de
escala = 2um.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo do corpo de cercaria de
Echinostoma paraensei exibindo neurdnio e goticulas de
gordura. A - Neurbnio (NE) em corte transversal evidenciando a
bainha de mielina, ladeado por inclusdes lipidicas (IL). B - Figura
de mielina (FM), (elipses concéntricas) e inclusdes lipidicas.

Microscopia Eletronica de Transmissdo do tegumento de
cercaria de Echinostoma paraensei. Camada externa com
hemidesmossomos (HD), musculatura longitudinal (ML) e circular
(MC).

Microscopia eletronica de transmissdo do corpo de cercaria de
Echinostoma paraensei, onde observa-se uma célula flama e
celulas germinativas. A- Célula flama (CF) com camara excretora
(CE) e células germinativas (CG). B - Presenca célula flama
préximo a uma célula germinativa.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo de cercaria de
Echinostoma paraensei destacando a presenca de envelope
nuclear (EM) e perfis mitocondriais (M).
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1 INTRODUCAO

O parasitismo é uma relacdo comum entre 0s seres vivos, na qual um organismo
depende fisiologicamente de outro, normalmente com a ocorréncia de algum dano ao
organismo hospedeiro (OLSEN, 1977). O parasitismo também apresenta, do ponto de vista
evolutivo, vantagens por conta da adaptacdo entre parasito e hospedeiro, como a construgédo
de gendtipos e fendtipos mais adaptados ao meio onde vivem (LAMBRECHTS, 1996).
Organismos podem ser considerados parasitos desde que apresentem ao menos uma fase
parasitica em seu ciclo de vida, constituindo cerca de metade dos organismos encontrados na
Terra, como resultado, afetam o ciclo de vida de quase todos os organismo vivos do planeta
(PRICE,1980). Dentre os grupos de animais que atuam como parasitos, os helmintos séo
notdrios por apresentarem adaptacdes fisiologicas notaveis em decorréncia de seu modo de
vida (TRAIL, 1980).

Dentre os helmintos, a Classe Nematoda apresenta 0 maior nimero de espécies, sendo
sua maioria de vida livre, trazendo impactos significativos na satde humana e animal.
Contudo, espécies do filo Platyhelminthes também ganham destaque ao lado deste primeiro
grupo de organismos, apresentando ampla distribuicdo no nosso planeta, sendo encontrados
nos mais diversos habitats e, igualmente, trazendo impacto na saude humana e animal,
consequentemente, resultando em elevadas perdas econémicas seja pela perda de forca laboral
ou pela perda na producéo e conservacao da vida animal.

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Saude Animal
(SINDAN, 2017), estima-se que sdo gastos anualmente cerca de 540 milhGes de reais em
produtos veterinarios para tratamento e combate de doencgas parasitarias. O mesmo 6rgao
disponibiliza informacGes relevantes, como as classes terapéuticas de medicamentos mais
utilizados, como ilustra o gréfico abaixo (Fig. 1):
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Figura 1: Classes terapéuticas de farmacos utilizados em Medicina Veterinaria. Fonte:
COINF (2016).



As espécies da Familia Echinostomatidae constituem a maior familia da Classe
Trematoda, e sua utilizacdo em pesquisas basicas, como modelos experimentais em estudos
sobre biodiversidade, sistematica e em parasitologia apresenta diversas vantagens, como pela
ocorréncia de sete estagios evolutivos (podendo assim, fornecer dados mais completos sobre
os variados estagios larvais) e facil manutencdo do ciclo em laboratério; tem contribuindo
significativamente para inUmeras areas em parasitologia e biologia (TOLEDO et al., 2014).

Os equinostomatideos sdo um grupo que apresentam importancia no ambito da satde
publica por serem parasitos do ser humano e de animais de importancia econémica, assim
como de animais selvagens, resultando em impactos na ecologia e sobrevivéncia destes.
Dentro deste género, o parasito Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967, apresenta ampla
distribuicdo geografica, que se aloja comumente nos oOrgdos dos sistemas digestorio
mamiferos roedores, mas também pode parasitar 0 homem, apresentando ciclo de vida tipico
do grupo, com diversas fases larvais, muitas das quais ja foram estudadas (KANEV et al.,
2000; KOSTADINOVA & GIBSON, 2000; TOLEDO et al., 2007).

Ha registros de membros desta familia em diversos paises, sendo a espécie E.
paraensei uma espécie descrita nos Estados Unidos, por Lie & Basch (1967) a partir de
moluscos naturalmente infectados coletados na regido de Minas Gerais, Brasil, com registros
em diferentes cidades como Belo Horizonte, Caratinga, Bambui, MG (Fig. 3); Sumidouro, RJ
(Fig. 2) (PINTO & MELO, 2013) .






Figura 2. Mapa com as localizacbes de Echinostoma paraensei no Estado de Minas
Gerais: Na figura estdo destacados, pelos circulos vermelhos, os municipios onde ha registros
de ocorréncia de E. paraensei no pais. Fonte: Google Maps. Disponivel em:
https://www.google.com.br/maps/place/. Acesso em 02/03/2018.
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Figura 3: Mapa com as localizagbes de Echinostoma paraensei no Estado do Rio de
Janeiro Na figura estdo destacados os municipios onde ha registros de ocorréncia de E.
paraensei no pais. Fonte: Google Maps. Disponivel em:
https://www.google.com.br/maps/place/. Acesso em 02/03/2018.



https://www.google.com.br/maps/place/

Esta ampla distribuicéo propiciou o estudo dos equinostomatideos em diversas regides
do globo, com registros que datam desde o século XVIII (TOLEDO et al., 2014), o que
propiciou grande desordem na classificacdo destes trematddeos digenéticos. Estudos
filogenéticos e taxondémicos baseiam-se principalmente em dados morfoldgicos e
moleculares, os quais sdo melhor observados e coletados com o auxilio de ferramentas
surgidas posteriormente a diversos estudos de classificacéo.

Portanto, ferramentas como a microscopia de luz e eletrdnica, fornecem importantes
informagdes sobre a morfologia e séo valiosos indicadores na elucidagéo de relacionamentos
filogenéticos. Elementos de microscopia eletrénica proporcionam a visualizacdo de
caracteristicas do tegumento e de estruturas sensoriais que sdo importantes ferramentas
taxonémicas (EHLERS, 1985).

Embora o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular atualmente figure
prioritariamente nos trabalhos descritivos, em detrimento do uso da morfologia para a
identificacdo e classificacdo de um helminto, trabalhos embasados em biologia molecular
fornecem dados mais concretos quando combinados com os dados morfologicos, sendo
essencial que se conhega com profundidade a morfologia, ndo apenas do trematddeo adulto,
mas também das larvas dos helmintos (CRIBB et al., 2001).

Pinto & Melo (2013), em seu trabalho sobre larvas de trematddeos, reafirmam a
necessidade de estudos sobre diversidade e ciclo bioldgico, principalmente sobre as larvas de
trematodeos, com o intuito de descrever a ocorréncia de novas areas de transmissdo de
parasitos ja consagrados como problema de salude publica, como Schistosoma mansoni
Sambom, 1907, Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) e de outros parasitos que possam adquirir
importancia médica e veterinaria futuramente. Os autores ainda citam a importancia desses
organismos como bioindicadores, trabalhos os quais sdo escassos no Brasil.

Ja Blasco-Costa & Poulin (2017) realizaram um estudo de revisdo onde ressaltam a
importancia dos estudos de morfologia parasitaria. De acordo com os autores, a quantidade de
estudos sobre morfologia e ciclo de vida diminuiu 0 que ndo é coerente com o nuamero de
espécies de parasitos descritos nos ultimos anos. Os autores ainda afirmam que a morfologia
dos estagios larvais e adultos é a maneira mais simples de se elucidar e identificar aspectos do
ciclo de vida de parasitos; enumerando sua importancia para as areas de taxonomia, ecologia
aplicada e estudos sobre evolucédo e dindmica de populagdes.

Diante do cenéario apresentado, o presente estudo teve por objetivo realizar a descrigcdo
da morfologia das estruturas sensoriais de cercarias de E. paraensei, correlacionando estas
estruturas com a morfologia externa e ciclo de vida.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacdo Taxonémica de Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967

Reino: Animalia Linnaeus, 1758
Filo: Platyhelminthes Gegenbaur, 1859
Classe: Trematoda Rudolphi, 1808
Subclasse: Digenea Carus, 1863

Ordem: Echinostomida La Rue, 1957
Familia: Echinostomatidae Looss, 1899
Género: Echinostoma Rudolphi, 1809

Espécie: Echinostoma paraensei

No Brasil, os trabalhos pioneiros em sistemética e taxonomia de equinostomatideos
foram realizados por Lauro Travassos, em 1922 e por Adolfo Lutz, em 1924. Foram escritos
diversos trabalhos redescrevendo espécies, como os de Komma, 1972, revalidando
Echinostoma erraticum (Lutz, 1924), por Kohn e Fernandes, 1974 e Viana, 1924, com seu
estudo intitulado: Tentativa de catalogacéo das espécies brasileiras de trematodeos.

Echinostoma paraensei € um trematodeo digenético que apresenta ampla distribuicao
geogréfica, sendo encontrado em diversos animais como aves e mamiferos, inclusive o ser
humano. Esse parasito aloja-se comumente nos 6rgaos do sistema digestorio (KANEV et al.,
2000; KOSTADINOVA & GIBSON, 2000; TOLEDO et al., 2007). Foi descrito no Brasil a
partir de Biomphalaria glabrata (Say, 1818) naturalmente infectadas coletadas no Estado de
Minas Gerais, e seu ciclo bioldgico foi desenvolvido em laboratério, nos EUA, utilizando
roedores como hospedeiros definitivos (LIE & BASCH, 1967).

Em um estudo realizado por Maldonado Jr. et al. (2001), o roedor silvestre Nectomys
squamipes (Brant, 1827)) foi incriminado como hospedeiro definitivo natural, no Estado do
Rio de Janeiro. Os autores identificaram o parasito através de microscopia de luz, microscopia
de varredura e sequéncias moleculares do espacador ribossomal interno ITS 1-2.

Echinostoma paraensei pertence ao filo Platyhelminthes, cuja filogenia representa
uma das areas mais ativas de pesquisa em biologia. Na classificacdo tradicional, o Filo incluia
quatro classes: Turbellaria, Monogenea, Trematoda, e Cestoda, as quais correspondem
geralmente a divisdo didatica em vermes de vida livre, ectoparasitos, endoparasitos que
apresentam em seu ciclo dois ou mais hospedeiros (sendo um deles obrigatoriamente um
molusco) e as ténias, respectivamente (LIE & BASCH, 1967; SHOOP, 1988; KANEV 2000).

Segundo Toledo et al., (2014), o estudo da taxonomia dos equinostomatideos data
desde o século XVIII, sendo que no século XX, diversos estudos de revisao taxonémica do
grupo foram necessarios devido a grande quantidade de informacédo existente e oriunda de
diversas partes do globo, em uma época sem comunicacao eficiente entre os pesquisadores.

Embora o parasitismo ndo seja necessariamente um critério valido para separar taxons,
os ditos vermes chatos ou platelmintos parasitos constituem um grupo monofilético, chamado
Neodermata, baseado na presenca de uma camada de tecido sincicial, a neoderme.
Identificando Cestoda e Monogenea como taxons irmaos, assim como Trematoda e
Aspidobothrea (EHLERS, 1985).

A classificacdo atual inclui o parasito na Classe Trematoda, Subclasse Digenea,
baseada em caracteristicas morfoldgicas, descritas na espécie tipo Echinostoma revolutum
(Froelich, 1802) Looss 1899.

Os helmintos da Subclasse Digenea, em geral, apresentam estagio de miracidio como a
primeira fase larval, ciclo de vida com uma ou mais gera¢des de esporocistos, uma ou mais
geracdes de rédias, fase de cercéria e metacercéria. Acrescente-se ainda o estagio de



mesocercaria encontrados em ciclos bioldgicos de certas espécies, como Allaria sp. (SHOOP,
1988). As principais ordens de importancia médico veterinaria sdo: Paramphistomiformes,
Echinostomatiformes, Hemiuriformes, Strigeiformes, Opisthorchiformes, Plagiorchiformes
(EHLERS, 1985; GIBSON, 2002).

Publicacdes acerca dos equinostomatideos, envolvem principalmente cinco espécies:
Echinostoma caproni Richard, 1964, E. paraensei, Echinostoma trivolvis Cort, 1914,
Echinostoma echinatum Zeder, 1803, e E. revolutum. A confusdo taxondmica resulta de uma
baixa especificidade dos membros desse género, principalmente relativamente ao hospedeiro
intermediario (GIBSON, 2002), uma peculiaridade deste grupo, uma vez que ha uma elevada
especificadade dos trematddeos digenéticos, em geral, com relagdo ao primeiro hospedeiro
molusco. Um outro motivo para as divergéncias taxonémicas pode ser exemplificado pelo
ocorrido no trabalho de Estuningsih (1992). Segundo este autor, que realizou um trabalho de
identificacdo de E. revolutum em Java, na Indonésia, a identificacdo deste parasito ndo segue
um padrdo taxondémico linear, uma vez que as caracteristicas biolégicas do mesmo variam de
acordo com a espécie de hospedeiro definitivo infectada. O autor observou diferencas na
duracdo do periodo pré-patente e no tamanho dos vermes, também foram observadas
diferencas entre os estudos no que concerne a localizacdo dos vermes adultos, as diferencas na
morfologia e no ciclo biolégico observadas em diferentes hospedeiros podem ser responsaveis
por boa parte dos equivocos taxondmicos.

Até o presente momento, os trematddeos apresentam-se subdivididos em duas
Subclasses: Aspidogastrea Faust & Tang, 1936 e Digenea Carus, 1863. Os primeiros
constituem um grupo pequeno, onde encontramos alguns organismos parasitos de moluscos,
peixes e quelnios e reconhecidos pela presenca de érgdo adesivo na superficie ventral do
corpo. A segunda classe constitui um grupo maior, com 2.500 géneros nominais, cuja maioria
utiliza um molusco como hospedeiro intermediario e um vertebrado como hospedeiro
definitivo (GIBSON, 2002).

A Ordem Echinostomida La Rue, 1957 é caracterizada pela presenca de acetabulo no
adulto, na regido mediana do corpo, espinhos no corpo e Utero localizado entre o ovario e 0
acetabulo; rédia com apéndice e colar. A cercéria, que pode deixar o molusco e encistar no
substrato, tem poro excretor primario na metade anterior da cauda e poro excretor secundario
terminal. Adulto sem vesicula seminal externa, com acetabulo no ter¢o anterior do corpo e
com colar junto a ventosa oral; cercéria com poro excretor primario no terco anterior da cauda
(KANEV, 2000).

A Familia Echinostomatidae Looss, 1899 abrange individuos que apresentam corpo
alongado e tegumento espinhoso, ventosa oral, com ou sem colar cefalico, bolsa do cirro
presente; testiculos ovais ou ligeiramente lobulados; ovario pré-testicular, glandulas
vitelogénicas desenvolvidas (DAWES, 1968).

Ja 0 Género Echinostoma Rudolphi, 1809 é representado por individuos com corpo
alongado e espinhoso, ventosa oral com colar cefalico de dupla fileira de espinhos; ventosa
ventral maior que a oral; testiculos situados na metade posterior do corpo, um anterior ao
outro, podendo estar ligeiramente deslocados da linha mediana; ovario na linha mediana ou
levemente deslocado desta, glandulas vitelogénicas situadas lateralmente (KANEV, 2000).0
Género Echinostoma é um dos que abrange o maior nimero de espécies e maior quantidade
de espinhos no colar cefalico variando de 27 a 51 (MALDONADO Jr. & LANFREDI, 2009).
A morfologia externa, muito utilizada em taxonomia para a classificacdo desses parasitos, €
caracterizada pela presenca de dois colares compostos por espinhos envolvendo a regido oral
e interrompidos na face ventral. O padrdo em que 0s espinhos se encontram organizados € o0
tamanho dos mesmos ¢é utilizado para a identificagdo de familia e género (KOSTADINOVA
& GIBSON, 2000).



2.2 Ciclo Biologico de Echinostoma paraensei

Em geral, os trematodeos digenéticos possuem ciclo biolégico composto por sete fases
evolutivas: adulto, ovo, miracidio, esporocisto, rédia, cercaria e metacercéria, com um
hospedeiro intermediario e um definitivo. Os hospedeiros definitivos sao animais vertebrados
dentro dos quais se desenvolvem os vermes adultos. Os hospedeiros intermediarios séo
moluscos limnicos, principalmente Physa Draparnaud, 1801, Lymnaea Lamarck, 1799,
Helisoma Swainson, 1840 e Bulinus Mdller, 1781 nos quais se desenvolvem o0s esporocistos,
rédias e cercarias. Os segundos hospedeiros intermediarios, quando presentes, sdo alguns
anfibios e moluscos limnicos nos quais as metacercarias se formam (KOSTADINOVA &
GIBSON, 2000; DAVIS, 2005; DETWILER & MINCHELLA, 2009). Porém, as
metacercarias podem se encistar no ambiente sobre substratos como vegetais e outros, ndo
havendo nestes casos, como em F. hepatica, um segundo hospedeiro intermediério.

A penetracdo ou a ingestdo do ovo contendo o miracidio pelo primeiro hospedeiro,
leva ao desenvolvimento das fases de reproducdo assexuada do parasito, com a ocorréncia das
larvas: esporocisto, rédia e cercéria. A perda de um destes estagios larvais pode ser observada
em determinadas espécies de trematddeos, como o S. mansoni e Eurytrema coelomaticum
(Giard & Billet, 1892) Looss, 1907 que ndo apresentam rédias em seu desenvolvimento larval
intramolusco (SHOOP, 1988). Muitas espécies de trematodeos digenéticos apresentam uma
forma cistica denominada metacercéria, que encista sobre um substrato, como rocha e
vegetacdo, ou encistam no interior de outro hospedeiro, como outro molusco, peixes, larvas de
insetos, onde encistam, havendo, neste caso, a presenga de um segundo hospedeiro
intermediario no ciclo de vida do parasito. A penetracdo da cercaria em seu hospedeiro
definitivo vertebrado, ou a ingestdo da metacercéaria pelo mesmo, permite o término do
desenvolvimento do trematédeo, o qual atinge o estagio adulto, iniciando a oviposi¢édo e
dando continuidade ao seu ciclo de vida (SHOOP, 1988). O mesmo autor fala sobre a
existéncia de uma fase larval denominada mesocercaria, a qual pode ser transmitida por via
transmamaria, porém esta ndo esta presente no ciclo de E. paraensei.

Os hospedeiros definitivos de E. paraensei sdéo mamiferos roedores, dentre os quais,
destacam-se espécies utilizadas em modelos experimentais como Rattus norvegicus (linhagem
Wistar, muito utilizada em biotérios) e Mus musculus (espécie de camundongo também
utilizado em laboratério). Também infecta a espécie Mesocricetus auratus, popularmente
conhecido como hamster-sirio criado como animal doméstico e para fins de pesquisas. Os
roedores da espécie N. squamipes foram identificados como hospedeiro definitivo natural
deste parasito e é a responsavel pela manutencdo do ciclo silvestre (MALDONADO et al.,
(2001).

Sianto et al., (2005), relatou a presenca de ovos de Echinostoma sp. em um corpo
mumificado de um individuo pré-colombiano no Brasil, sendo este e o registro de Fried &
Graczyk (2000) os unicos reportados sobre infeccdo por equinostomatideos em seres humanos
no pais até o presente momento.

A ocorréncia de um hospedeiro intermediario no ciclo de helmintos parasitos € um
acontecimento evolutivo, resultado da necessidade de alcance de hospedeiro definitivo em
niveis troficos mais altos, representando um elemento a mais para a dispersao das larvas, mas,
sobretudo, sendo importante para que se estabeleca um elo entre o primeiro hospedeiro
intermediario e o hospedeiro definitivo, uma vez que, nestes casos, o0 primeiro (HI 1°) néo
constitui um elemento do habito alimentar do segundo (HD).
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Figura 4: Ciclo de vida geral de Echinostoma spp.: (a) helmintos adultos habitam o
intestino delgado de vérios hospedeiros vertebrados, incluindo humanos; (b) ovos séo
eliminados juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo; (c) eclosdo dos miracidios em
colecBes hidricas e infecgdo ativa em moluscos; (d) esporocistos, (e) rédias mée e, (f) rédias
filhas, sdo os estagios de desenvolvimento parasitario que ocorrem no interior do primeiro
hospedeiro intermediario; (g) cercarias sdo eliminadas e nadam até localizarem e infectarem o
segundo hospedeiro intermediario (gastropodes limnicos, anfibios, peixes) na qual encistam
transformando em metacercarias; (h) as metacercarias sdo ingeridas pelo hospedeiro
definitivo e desencistam evoluindo para helmintos adultos (Fonte: TUNHOLI-ALVES, 2015).



Dentre os helmintos parasitos, € comum a ocorréncia de ciclos de vida complexos em
todos os grupos de nematoides, cestoides e trematddeos, incluindo frequentemente a
transmisséo entre os hospedeiros através dos niveis troficos.

Parasitos, de um modo geral, enfrentam consideraveis desafios para alcangarem um
hospedeiro, principalmente quando este hospedeiro € um molusco e envolve adaptacGes
morfoldgicas e bioquimicas. Os equinostomatideos conseguem interagir com o sistema de
defesa dos moluscos, evitando assim que a infeccdo seja interrompida pelas reacdes celulares
e humorais deste hospedeiro. Saber dos aspectos de vida e da ecologia de E. paraensei
permite também o controle da transmissdo de outras doencas parasitarias que se constituem
um problema de saude publica e que sdo igualmente transmitidos por moluscos (COEN et al.,
2000).

Benesh et al., (2014) em seus estudos sobre ecologia parasitaria observaram que,
quanto maior o nivel tréfico do hospedeiro definitivo, mais hospedeiros intermediarios
ocorrem no ciclo e consequentemente o parasito apresenta mais mudancgas em sua morfologia,
que também esté relacionada as fases de reproducéo sexuada e assexuada.

2.3 Morfologia de Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967)

Os trematddeos pertencentes ao género Echinostoma Rudolphi, 1809 sdo parasitos
intestinais de aves e mamiferos com ampla distribuicdo mundial, existindo atualmente mais de
120 especies nominais descritas (KOSTADINOVA & GIBSON, 2000; KOSTADINOVA,
2005). O ciclo bioldgico desses parasitos envolve trés hospedeiros. Cercarias sdo produzidas
em moluscos gastropodes dulcicolas e apds emergéncia formam metacercarias em moluscos
ou larvas de anuros, que ao serem ingeridos pelos hospedeiros definitivos desenvolvem-se em
parasitos adultos (TOLEDO et al., 2009). Apesar da diversidade de espécies descritas, poucas
possuem o ciclo biolégico completo conhecido, a maior parte destas contém 37 espinhos no
colar cefélico e pertencem ao complexo Echinostoma revolutum (FRIED & GRACZYK,
2000).

S&0 organismos que sdo parasitos de 6rgdos internos, primariamente de moluscos,
onde se desenvolvem larvas assexuadas e, ocasionalmente, adultos sexuados, e vertebrados
que albergam estagios adultos sexuados. Sdo, principalmente, parasitos de tecidos em
moluscos, mas podem ocorrer em uma ampla variedade de cavidades corporais, tecidos e
6rgdos nos hospedeiros vertebrados. Os adultos apresentam dois 6rgdos de fixacdo (ventosa
oral e acetdbulo), tegumento de natureza sincicial, onde encontramos especializa¢des, tais
como, espinhos e papilas. Aparelho digestorio presente, com uma abertura oral, normalmente
localizada no interior de um oOrgdo de fixagdo, pré-faringe, faringe muscular e intestino
composto por cecos bifurcados, os quais, geralmente, terminam em fundo cego. Sé&o
hermafroditas, com raras excec¢des (GIBSON, 2002).

O estdgio de ovo é de grande importancia, pois esses entram em contato com
diferentes ambientes, como o corpo do parasito, meio aquatico ou terrestre; enfrentando
diversidades e variagbes ambientais, viabilizando a continuidade do ciclo de vida dos
parasitos (PINHEIRO, 2003). No caso do E. paraensei, 0 ovo € eliminado com as fezes do
hospedeiro definitivo e precisa permanecer no ambiente por um periodo de,
aproximadamente, 14 dias para que haja a formacdo da miracidio em seu interior, uma vez
que os ovos sdo eliminados ndo embrionados, como ocorre também em F. hepatica. O que
torna 0 ovo um elemento mais importante neste caso, pois a sua exposicdo as condigdes
ambientais (pH, salinidade, temperatura e outros) é maior do que nas espécies de trematddeos
que ja eliminam o ovo embrionado, com o miracidio formado e pronto para eclodir e infectar
0 molusco hospedeiro intermediario.



Além disso, contribuem para o diagnostico laboratorial, quando sdo eliminados nas
fezes do hospedeiro definitivo. A morfologia desse estagio é alvo de estudos importantes
como os realizados por Thomas & Poulin (2003), que estudaram a variacdo no tamanho de
ovos de trematddeos hermafroditas, correlacionando estratégias reprodutivas e varidveis
bioticas e abidticas do meio. Jurberg et al. (2008) realizaram estudos da morfologia de ovos
através de microscopia confocal, realizando um detalhado estudo sobre a estrutura interna
deste estagio. O estudo de Pinheiro (2003) revelou com riqueza de detalhes a estrutura dos
ovos de E. paraensei, utilizando as ferramentas de microscopia de luz, eletronica de varredura
e de transmiss&o.

As cercarias constituem fase de vida livre que emergem dos moluscos em grande
nimero no ambiente aquatico, constituindo um agente de dispersao espacial do parasito, pelo
fato de o hospedeiro intermediario secundario ser um molusco aquético. Seu tempo de vida €
curto, uma vez que ndo se alimentam e, portanto, dependem de reservas de glicogénio. Tais
circunstancias levaram a adaptacGes que aumentam as chances do encontro das cercérias com
o0 hospedeiro final, tais como: grande namero de larvas, caracterizando os tremat6deos como
estrategistas “r”’; a liberacdo em periodos de maior possibilidade de encontro com o
hospedeiro, acompanhada de respostas a estimulos ambientais, fisicos e quimicos e o
desenvolvimento de caracteristicas morfolégicas e comportamentais visando a sua atracdo
(PINTO & MELO, 2013; KOEHLER, 2012). Desta forma, as cercarias constituem um
importante elemento de dispersdo dos trematodeos, seja espacial, devido a sua capacidade
deslocamento pela sua atividade natante resultante da presenca de uma cauda, seja temporal
pela sua capacidade de sobreviver por um certo periodo de tempo desde a sua emergéncia a
partir do molusco hospedeiro até encontrar seu proximo hospedeiro. Por esta razdo, as
cercérias livres natantes dos trematddeos tém sido alvo de muitos estudos, pois se tornaram
alvo de programas de controle integrado, sobretudo com relacdo &s espécies que parasitam
animais de interesse comercial, uma vez que podem ser um ponto de interrupc¢do do ciclo de
vida do parasito, antes que este alcance o hospedeiro definitivo vertebrado, resultando em
uma producdo livre de anti-helminticos e outras drogas, um objetivo bastante almejado
principalmente nos dias atuais nos quais a busca por produtos organica tem sido ampliada.

Isso resultou em um grande interesse por parte da comunidade cientifica em identificar
tipos cercarianos, principalmente através de sua morfologia, além de elucidar aspectos
comportamentais e bioldgicos desta fase. King & Van As descreveram o ciclo de vida e a
morfologia de cercérias de adultos do echinostomatideo Petasiger variospinosus (Odhner,
1910), através de microscopia de luz de microscopia de varredura. J& Choi et al. (2006)
descreveram a morfologia de cercarias de Echinochasmus japonicus Tanabe, 1926, através de
microscopia de luz e eletrénica de varredura, revelando detalhes como espinhos no corpo,
papilas ciliadas e ndo ciliadas nas ventosas. Kostadinova et al. (2003), realizaram estudos
sobre 0 género Echinostoma e géneros correlacionados através de analises morfoldgicas e
biomoleculares de cercarias, reafirmando as relagbes filogenéticas entre alguns grupos e
sugerindo mudancas em outros Taxa.

O estudo de fases larvais, principalmente o de cercéria, pode esclarecer sobre as
condi¢Bes de um ambiente, demonstrando biodiversidade e condigdes ambientais favoraveis,
isso pode ser comprovado pelo trabalho de Fernandez et al. (2014), realizando em campos de
cultivo de arroz na Argentina. Os autores descreveram a presenca de trés diferentes cercérias
do género Echinostoma, que ndo haviam sido descritas na regido, infectando sapos e aves.

Trabalhos com énfase na descricdo da morfologia foram realizados com os diferentes
estagios do ciclo biologico de E. paraensei. Pinheiro et al.. (2004a; 2005) descreveram a
morfologia do miracidio de E. paraensei através da microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura. Dentre os resultados obtidos, a impregnagdo com nitrato de prata
revelou que E. paraensei também pode ser considerado pertencente ao grupo taxonémico de



E. revolutum, uma vez que foi observado que o nimero e arranjo das estruturas argentofilicas
idénticas a papilas do miracidio de E. paraensei foi semelhante ao deste grupo.

Entre as fases de larvas de vida livre, fatores como a presenca do hospedeiro, o qual
secreta glicoconjugados em seu muco capaz de atrair os miracidios (KALBE et al., 2000;
1997), e a pressdo seletiva do meio influenciam a morfologia.

A morfologia da rédia de E. paraensei também foi descrita a partir de estudos em seu
hospedeiro intermediario Lymnaea columela (Say, 1817). Pinheiro et al. (2004) descreveram
a morfologia da rédia de E. paraensei, com a presenca de papilas uniciliadas na ventosa oral,
papilas bulbosas e o tegumento sincicial tipico da classe neodermata. Foram detalhadas
estruturas do tegumento, como a presenca de mitocondrias e corpos secretores na regido mais
externa do tegumento, indicando que o mesmo possui importante papel na absorcdo de
nutrientes pela rédia (PINHEIRO et al., 2004b).

Souza et al.. (2011) observaram, com o auxilio de microscopia de luz e confocal, o
desenvolvimento do sistema reprodutivo de E. paraensei em roedores da espécie M. auratus e
verificaram que o sistema reprodutivo do parasito se mostrou funcional apés 14 dias de
infeccdo. Também foi descrita, pelos autores supracitados, a morfologia do estagio de
metacercaria, demonstrando diversas semelhancas fenotipicas compartilnadas por E.
paraensei, E. trivolvis e E. caproni, além da elucidacdo de aspectos na formacgéo dos cistos, 0s
quais se constituem uma forma de resisténcia do parasito. Souza et al. (2017) realizaram
infecces experimentais em ratos Wistar e em hamsters e estudaram o desenvolvimento
gonadal de E. paraensei, com resultados demonstrando gque nos ratos, o desenvolvimento
gonadal foi prejudicado desde os estagios larvais, sendo os hamsters hospedeiros que
permitem o melhor desenvolvimento do parasito.

A presenca do colar de espinhos periesofageanos é um caracter taxondmico muito
forte no género Echinostoma, sendo conservado e bastante evidente mesmo nas cercarias, 0
que define um tipo cercariano, as echinostome cercarias. Apesar disso, 0s autores que
descreveram a espécie E. paraensei ndo citaram a presenca dessa estrutura (LIE & BASCH,
1967).

Em um estudo com cercarias de E. revolutum, Kanev et al.. (1993) redescreveram a
morfologia dos fin fold (dobras do tegumento da cercaria) que representam um critério de
valor taxondmico, também sem citar a presenca do colar de espinhos. Ja os resultados obtidos
por Pinheiro (2003), demonstraram que as cercarias de E. paraensei possuem cavidades nos
locais onde se desenvolverdo os espinhos do colar periesofageano, utilizando apenas
microscopia eletronica de varredura. Os resultados das pesquisas demonstram a importancia
dos estudos morfoldgicos na elucidacao de aspectos da relacdo parasito-hospedeiro e do valor
taxondmico que a visualizacdo das estruturas através de ferramentas como a microscopia
fornece.

A andlise ultraestrutural das formas larvais pode revelar aspectos que contribuem para
0 controle do parasito, contornar a resisténcia a anti-helminticos, resisténcia a infeccao,
métodos diagnosticos e elaboracdo de vacinas para o controle da infeccdo, assim como
elucidar aspectos da taxonomia do grupo em questdo, sobretudo em grupos que apresentam
uma taxonomia tdo controvertida quanto os equinostomatideos (PINTO & MELO, 2013).
Stillson & Platt (2007), realizaram um estudo correlacionando uma alta densidade
populacional e variagdes morfométricas em E. caproni, seus resultados demonstraram um
maior efeito da densidade populacional na morfometria das estruturas reprodutivas, e também
para outras estruturas diferentes em menor amplitude.

Estudos sobre morfologia podem ainda auxiliar estudos na area de epigenética, que
estuda as alteracbes bioquimicas que ocorrem no DNA sem alterar a sequéncia de
nucleotideos, alterando, entretanto, expressao dos genes, ou seja, alteram o fenotipo. Essas
alteracdes sdo causadas pela exposicédo a agentes externos, como substancias toxicas e



mutagénicas, dieta e estresse. A metilacdo de bases de DNA e modificacdes pos-traducionais
nas histonas sdo as alteragcBes epigenéticas mais conhecidas, sendo as modificacdes nas
histonas 0 mecanismo mais comum no que concerne as mudangas epigenéticas em parasitos,
assim como a presenca de moléculas de RNA ndo codificadoras, que atuam de forma deletéria
sobre proteinas transcritas (YOUNG, 2008; ZAWADZKI et al.,2012). De acordo com
Waterland & Jirtle (2003), essas alteracdes envolvem em grande parte o silenciamento de
genes, e estas alteracGes sdo suscetiveis a variacbes ambientais, as quais podem influenciar
diretamente nas alteracbes fenotipicas, através da influéncia epigenética de substéncias do
meio.

O silenciamento de genes ja foi utilizado em ensaios laboratoriais para S. mansoni,
com resultados promissores para a elaboracdo de novos farmacos no tratamento da
esquistossomose. Marek et al. (2013) relataram incapacidade para oviposicdo e Carneiro et al.
(2014) relataram que o silenciamento de genes atraves de fatores epigenéticos em S. mansoni,
além de afetar o sistema reprodutor de fémeas adultas, teve efeito na viabilidade dos ovos.
Outro estudo sobre efeitos de fatores epigenéticos, realizado por Carneiro et al. (2015)
verificou que a acetilagdo de histonas se mostrou eficiente no controle das fases imaturas e
adultas de S. mansoni. Uma das formas de se verificar tais efeitos pode ser constatando a
presenca de nlcleos apoptdticos nos parasitos.

Geyer & Hoffmann (2012) realizaram um levantamento bibliogréafico reunindo
evidéncias de que fatores epigenéticos, principalmente a metilacdo do DNA, modificacbes pds
traducionais de histonas influenciam o desenvolvimento e a biologia dos Platelmintos, agindo
sobre a diversidade fenotipica, as relagdes com hospedeiros e com o ambiente, dentre outros
fatores.

Como afirmam Costa & Pacheco (2013), a regulacdo da expressdao génica em nos
organismos eucariontes, de modo geral, apresenta grande complexidade, sendo que uma parte
desses mecanismos comegou a ser desvendadas recentemente. Assim, a compreensao dos
mecanismos epigenéticos ainda pode oferecer um amplo espectro de possibilidades no
desenvolvimento de medidas preventivas, diagnosticas e terapéuticas, para uma ampla
variedade de patologias, inclusive o parasitismo.

2.4 Larvas de Trematédeos como Bioindicadores

Segundo Goulart & Callisto (2003), devido a intensa degradacdo ambiental que ocorre
em diversas regides do globo, desenvolveu-se a necessidade de estudos de impactos
ambientais. Como 0s ecossistemas aquaticos sdo particularmente sensiveis, a avaliacdo de
impactos ambientais em tais ecossistemas se faz de extrema importancia, e uma das maneiras
possiveis de se realizar tal atividade, é através da utilizacdo de organismos conhecidos como
bioindicadores. Bioindicadores sdo organismos que desenvolvem alteracdes em sua fisiologia
e bioquimica quando expostos a alteracfes ambientais, podendo estas ser positivas ou, com
maior frequéncia, negativas (HUSPENI & LAFERTY, 2004; HUDSON et al., 2006).

Para tais estudos, os métodos de avaliacdo de impactos ambientais utilizando
organismos bioindicadores incluem: verificar variacbes nos indices de abundancia e riqueza
das espécies, abundancia de organismos resistentes, perda de espécies sensiveis, ensaios
ecotoxicoldgicos, entre outros (BARBOUR et al., 2009).

De acordo com Bagliano (2012), alguns organismos bioindicadores podem apresentar
alteracdes quanto as suas fungdes regulares e quanto a simetria do corpo, em organismos que
apresentam simetria bilateral, sendo as irregularidades morfolégicas um critério de avaliacdo
de impacto ambiental. Essas mudancas recebem o nome de Assimetria Flutuante, podendo
estas anormalidades serem adquiridas pela exposicdo prolongada a agentes ambientais
estressores (LIJTEROFF, LIMA, PRIERI, 2008).



Apesar dos efeitos negativos do parasitismo em seus hospedeiros, alguns parasitos, ou
fases larvais destes, podem ser considerados como indicadores positivos da salde ambiental
de um ecossistema, uma vez que dependem das populacdes de hospedeiros, das teias
alimentares e das interagcfes entre as comunidades de hospedeiros intermediarios e definitivos
para completarem seus ciclos de vida (HUDSON et al.. 2006; MARCOGLIESE et al.. 2005).

Hudson et al. (2006) afirmam que a diversidade de tremat6deos em moluscos é menor
em ambientes impactados. Assim, as cercarias sdo fases de vida livre, geralmente vivendo por
poucas horas, apresentando, portanto, adaptacdes para uma eficiente dispersdo e encontre um
hospedeiro. Tais adaptacfes incluem: a producdo de um numero elevado de cercarias no
primeiro hospedeiro intermediario, liberacdo das cercarias em periodos onde as chances de
encontro com o segundo hospedeiro intermediario sejam maiores, o desenvolvimento de
resposta a estimulos do ambiente e emitidos pelos possiveis hospedeiros (COMBES et al.,
1994; KOEHLER et al., 2012, MORLEY, 2006). Tais adaptacGes podem ser alteradas em um
ambiente degradado, sendo, portanto, um medidor de qualidade desse ambiente.

2.5 Quimiotaxia e estruturas sensoriais argentofilicas

O estudo de estruturas sensoriais de larvas de trematodeos foi realizado por alguns
autores com o auxilio de nitrato de prata, devido a sua afinidade com aquelas estruturas. Os
trabalhos realizados associaram os dados obtidos nesses estudos com os de quetotaxia, que é,
por definicdo, o estudo da morfologia e distribuicdo de estruturas (cerdas, papilas, cilios, etc.)
que estdo envolvidas com a percepcdo de estimulos do meio, sejam eles quimicos ou
mecénicos (BOGEA & CAIRA, 2001; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; CHERNIN, 1970;
ZDARSKA, 1995).

O estudo realizado por Bayssade-Dufour et al.. (1989), que propds uma nomenclatura
para a quetotaxia de cercérias do género Plagiorchiata, foi um dos principais trabalhos
realizados nesse sentido, e que ¢ amplamente utilizado por autores como Bogéa e Caira
(2001) e Toledo et al.. (2007), Zdarska (1987), que realizaram trabalhos de quetotaxia em
diversos grupos, dentre eles, os dos Equinostomatideos.

Loy et al.. (2001) realizaram estudos sobre a quetotaxia de cercéarias do tipo
equinostoma, identificando a geo e foto orientacdo das mesmas. Ja a quetotaxia de
Echinostoma miyagawai Ishii, 1932, foi descrita por Kostadinova, 1999. Esses estudos
demonstram a importancia da interagdo entre as areas de morfologia, bioquimica e ecologia,
para o controle de parasitos de importancia médico veterinaria, através do desenvolvimento de
estratégias desenvolvidas a partir dos conhecimentos obtidos nesses trabalhos.

Ainda relacionado a estruturas sensoriais, alguns trabalhos tém como foco a atracdo
exercida pelo hospedeiro intermediario sobre as larvas de trematddeos. Magalhdes et al..
(1991) realizou um estudo utilizando trés diferentes espécies de hospedeiros intermediarios,
todos moluscos limnicos, e observaram a atracdo miraxonal exercida sobre miracidios de S.
mansoni Sambon, 1907 e verificaram que a agua onde 0s moluscos foram acondicionados
exerceu atragao sobre os miracidios.

Seguindo 0 mesmo raciocinio, outros autores realizaram estudos com foco nas larvas
de trematodeos e em seus mecanismos para encontrar possiveis hospedeiros intermediarios.
Haberl et al., (2000), perceberam que miracidios e cercarias de E caproni utilizam
sinalizagbes distintas para identificar as mesmas espécies de moluscos. Isso pode ser
explicado pela alteracdo morfoldgica e consequentemente nas estruturas sensoriais distintas.
Ja Théron et al., (1998) observaram a escolha de hospedeiros intermediarios concernente ao
tamanho desses. Ficou demonstrado que a maior parte dos miracidios escolheram moluscos



na fase de jovens adultos, e que esta escolha pode estar relacionada a percepcao de diferentes
sinalizadores quimicos liberados pelos moluscos nas diferentes fases de vida.

Em contrapartida, os hospedeiros intermedidrios podem desenvolver estratégias
protetivas, como a criacdo de resisténcia a determinadas linhagens de parasitos como
observado por Lie et al., (1979) e Lie et al., (1983) para B. glabrata e equinostomatideos e B.
glabrata e S. mansoni, respectivamente.

Grabda-Kazubska et al.. (1991), estudaram a morfologia e quetotaxia de cercarias de
Echinochasmus sp, revalidando sua descricdo como um membro da familia Echinochasmidae,
sendo assim, um trabalho de valor taxonémico. O estudo de morfologia de rédias e cercarias
de Isthmiophora melis (Schrank, 1788) foi realizado e comparado com outros
equinostomatideos e grupos relacionados de trematddeos, com intuito de elaborar um padrédo
para esses estagios larvais e, consequentemente, estratégias de controle eficazes (GRABDA-
KAZUBSKA & LASKOWSKI, 1996). Ambos os estudos exemplificam diferentes
finalidades para os trabalhos de quimiotaxia, reafirmando sua importancia.



3.0OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Analisar a morfologia das cercérias de E. paraensei, com énfase nas estruturas
sensoriais.

3.2 Objetivos especificos:

e Descrever as estruturas sensoriais argentofilicas das cercarias de E. paraensei através
da microscopia de luz de contraste interferencial.

e Descrever a morfologia de superficie das cercéarias de E. paraensei através da
microscopia eletronica de varredura.

e Descrever a morfologia das cercérias de E. paraensei por meio da microscopia
eletronica de transmissao.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéo de Cercarias e Impregnacao com Nitrato de Prata

As cercarias foram obtidas no de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatdrios, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, onde o ciclo de E. paraensei € mantido,
utilizando B. glabrata, como primeiro e segundo hospedeiros intermediarios, e ratos Wistar
como hospedeiro definitivo (CEUA LW 47/14). Para a obtencdo das cercarias, 0s moluscos
infectados experimentalmente, foram mantidos em placas de 24 furos, individualmente, e
expostos a luz de uma ldmpada incandescente de 100W de poténcia. A cada hora de
exposicdo o contetido de cada poco era verificado para observar a emergéncia cercarial e as
cercérias eram coletadas com o auxilio de uma micropipeta.

Para a descricao de estruturas sensoriais argentofilicas de cercarias de E. paraensei foi
realizada através da impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3), sendo transferidas para um
recipiente com solucdo aquosa de AgNOz 0,5% a 60°C e observadas ao microscopio
estereoscopico. Quando as cercérias se depositaram no fundo do recipiente, estas foram
lavadas trés vezes em agua destilada e transferidas para outro recipiente contendo agua
destilada e expostas a luz de uma lampada de 100W de poténcia por 3-10 minutos para a
reducdo da prata.

As cercarias assim tratadas foram processadas para sua montagem em laminas
permanentes, através de trés lavagens em agua destilada, 5 minutos cada, desidratacGes
consecutivas em série etanolica crescente: 10, 30, 50, 70 e 90%, seguida por uma bateria de
trés desidratacdes em etanol a 100%, sendo cada uma das baterias com duracdo de 15 a 30
minutos (AMATO et al., 1991).

Apds esse procedimento, as cercarias foram processadas em concentracdes de alcool e
xilol nas proporgdes de 1:1, 1:2 e 1:3, sucessivamente, sendo posteriormente colocadas em
duas imersdes de xilol puro, com cada procedimento sendo realizado no tempo de 15 a 30
minutos. Apds esses procedimentos, as cercarias foram montadas entre I&mina e laminula
utilizando balsamo do Canada como meio de montagem e observadas ao microscopio de luz
(AMATO et al., 1991).

4.2 Microscopia de Luz de Contraste Diferencial Interferencial (DIC)

As cercarias foram fixadas com nitrato de prata e colocadas em laminas com balsamo
do Canada, sendo observadas, utilizando objetiva de imerséo (100x), ocular de 10x e fator de
tubo igual a 1,0 em um microscopio Zeiss-Axioplan equipado com DIC Optics (differential
interference contrast) e ao qual uma camera Hamamatsu C2400 CCD foi acoplada. A
digitalizagcdo das imagens foi feita utilizando o software Argus-20 Image Processor
(Hamamatsu, Japan) (PINHEIRO, 2003). Apds a confec¢cdo dos desenhos, montados a partir
das fotos obtidas, os mesmos foram submetidos a vetorizacdo no Adobe Illustrator CC 2015.

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As cercarias de E. paraensei foram fixadas em glutaraldeido [C3Hs(CHO)2] 2,5% em
tampdo cacodilato (C2HsAsO2Na) 0,1 M, pH 7,4, a 4° C, por 24 horas. O material fixado foi
levado para o Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, IBCCF, CCS, UFRJ, onde
foram lavadas no mesmo tampéo por trés vezes, durante 15 minutos cada lavagem, e pos-
fixadas em tetroxido de 6ésmio (OsOas) 1% e ferrocianeto de potéssio [KaFe(CN)s] 0,8% por
40 minutos, no escuro. As cercérias foram lavadas, novamente, por trés vezes, durante quinze
minutos cada lavagem no mesmo tampao e seguiu-se a desidratacdo em série etanolica



crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 3 x 100%), utilizando quinze minutos para cada
concentracdo de alcool etilico. Apds a desidratacdo, o material foi secado em camara de ponto
critico CPD Balzers, utilizando CO2. As cercérias secas foram montadas em suportes
metalicos, previamente revestidos com fita dupla face de carbono e cobertas com uma camada
de, aproximadamente, 14 nm de ouro (PINHEIRO, 2003).

As cercérias foram observados utilizando um microscépio eletrénico de varredura Jeol
JSM 5310, a 20 kV, WD 14 e SS 09 e as imagens digitalizadas através do programa
SemAfore.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As cercarias foram fixadas em glutaraldeido [CsHe(CHO)2] 2,5% em tampdo
cacodilato (C2HesAsO2Na) 0,1 M, pH 7,4, a 4° C, por 24 horas. O material fixado foi levado
para 0 Laboratdrio de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, IBCCF, CCS, UFRJ, onde foram
lavadas no mesmo tampé&o por trés vezes, durante 15 minutos cada lavagem, e pds-fixadas em
tetroxido de 6smio (OsO4) 1% e ferrocianeto de potassio [KsFe(CN)s] 0,8% por 40 minutos,
no escuro. Apds esse periodo foram lavadas, novamente, por trés vezes, durante quinze
minutos, cada lavagem, no mesmo tampao e seguiu-se a desidratacdo em série cetdnica
crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 3 x 100%). As cercarias foram infiltradas em misturas de
resina epdxi Polybed-812 e acetona, nas proporcoes de 3:1, 1:1 e 1:3, seguindo-se a infiltracdo
com resina pura, utilizando intervalos de oito horas a temperatura ambiente. As cercérias
foram transferidas para cépsulas de polietileno (BEEM — Better Equipment for Electron
Microscopy), as quais tiveram seu volume completado com resina e colocadas para
polimerizar em estufa seca a 60° C, por 48 horas. Os blocos obtidos foram trimados
manualmente e as sec¢des ultrafinas, com 60 nm de espessura, feitas em ultramicrétomo
RMC, usando faca de diamante, com trés milimetros de gume, Diatome. Os cortes ultrafinos
foram coletados em grades de cobre de 300 malhas e contrastados em solucdo metandlica de
acetato de uranila [(UO2CH30.)..2H20] 2,5%, por 40 minutos, no escuro, sendo, em seguida,
lavados trés vezes em agua destilada, utilizado dez minutos em cada lavagem e transferidos
para uma solucéo aquosa de citrato de chumbo [Pb(CeH707)2] por cinco minutos e, apos este
tempo, lavados trés vezes em agua destilada, utilizando, dez minutos em cada lavagem. Os
cortes foram observados em um microscopio eletronico de transmissdo FEI Quanta 250,
usando 80 kV (PINHEIRO, 2003).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricdo de estruturas argentofilicas e quimiotéxicas de Echinostoma paraensei

Trabalhos descrevendo as estruturas sensoriais utilizam como base estudos anteriores
que estipulam diretrizes para a descri¢cdo dessas estruturas. No presente estudo, o trabalho de
Bogéa e Caira (2001) foi utilizado como modelo para a descricdo das estruturas sensoriais de
E. paraensei. Ambas as autoras enfatizam a combinacdo da utilizacdo do metodo de
impregnacao por nitrato de prata (Figura 5), juntamente com técnicas de microscopia, pelo
fato de que a impregnacéo nao fornece informacGes sobre a morfologia dos diferentes tipos de
estruturas sensoriais.

No primeiro esquema (Fig. 6) € possivel observar toda a rede nervosa e a disposi¢éo
de papilas ao longo do corpo cercariano.






Figura 5: Microscopia de luz DIC de cercéria de Echinostoma paraensei impregnada
com nitrato de prata.






Figura 6: Esquema das estruturas sensoriais argentofilicas de cercarias de Echinostoma
paraensei. Papilas (A) e a rede nervosa (B), se estendendo até a cauda da cercéria. Barra de
escala = 5um.



Na Figura 7 € possivel observar a presenca de um anel nervoso periesofagiano e em
volta de ambas as ventosas. Isso é compativel com fato dessas estruturas terem a necessidade
de reconhecer um tegumento compativel para adesdo. A regido cefalica apresenta dois tipos
possivelmente distintos de terminagdes nervosas, um aglomerado apical, acompanhando
circunferéncia da ventosa oral e constituindo o anel periesofagiano (tipo CI) e dois
aglomerados laterais (tipo CIl) que se dividem em dez a esquerda e em nove a direita. Esses
dois tipos podem ser referentes a duas situacdes distintas: os receptores ligados a ventosa
podem ser utilizados para auxiliar a penetracdo, atuando juntamente com as papilas
demonstradas na Figura 7 (B) como quimiorreceptores, enquanto que os dois conjuntos
laterais do tipo CIl podem ser mais voltados para a percepcdo mecénica, podendo estar
envolvidos com o processo de adesdo e penetracdo da cercaria. Ja o anel periesofagiano pode
estar relacionado a coordenacdo do movimento de peristaltismo que sera realizado pelo 6rgéao
quando o adulto for se alimentar.

As papilas demonstradas na Figura 7B estdo localizadas formando um circulo em volta
da ventosa oral, no detalhe (Fig.7B1) é possivel visualizar essas estruturas como papilas
uniciliadas, através de MEV.

Na Figura 7C, esta demonstrada em | uma rede nervosa envolvendo a ventosa ventral.
A mesma distribuicdo circular e, por estar localizada também em uma ventosa, podemos
inferir que essas estruturas sejam do mesmo tipo que aquelas encontradas na ventosa oral em
CI2, podendo ser estruturas responsaveis pela contracio da ventosa para a aderéncia no
hospedeiro. Na parte interna da ventosa, (CIlII) estdo localizadas trés papilas, como papilas
ndo ciliadas de forma convexa. Estas estruturas podem ser responsaveis pelo reconhecimento
de adesdo no hospedeiro.

Para as estruturas encontradas em Il; semelhantes a pequenas ventosas distribuidas
lateralmente no corpo da cercaria em dois conjuntos, em numero de trés a esquerda e de
quatro a direita.






Figura 7: Esquema e microscopia eletrdnica de varredura da regido cefélica e do corpo
da cercaria de Echinostoma paraensei. Regido cefalica com sua rede nervosa (A) e a
distribuicdo das papilas (B) e em B1 - imagem de microscopia eletronica de varredura das
papilas uniciliadas na ventosa oral. (C) rede nervosa ao redor da ventosa ventral (1) e papilas
laterais (I1). (C1), Microscopia eletronica de varredura evidenciando papilas (P) ndo ciliadas
na parte interna da ventosa ventral.



Na Figura 8 é possivel ver, pelo aumento, toda a distribuicdo de terminagdes sensoriais
do corpo da cercaria, algumas estruturas estdo aglomeradas em localizagbes distintas no
corpo, como demonstrado em |I. Outras estdo distribuidas de maneira mais uniforme,
formando granulos maiores (ll). E possivel que estas estruturas acompanhem o sistema
excretor e possam atuar como mecanoceptores. Em A e B, na mesma figura, estdo visiveis
dois tipos de cordbes nervosos. Estes podem ser responsaveis pela inervagdo principal,
coordenando diferentes tipos de estimulos, podendo ser estes motores ou responsivos a
presséo.

Ja na Figura 9, é possivel observar o mesmo padrdo para estas estruturas, porém na
cauda. Duas comissuras principais (P) acompanham os fin folds e estruturas argentofilicas
dispersas (AD) ao longo da cauda. A finalidade dessas estruturas pode ser também a
coordenacdo do movimento e de orientagdo para o batimento.






Figura 8: Esquema do corpo de cercaria de Echinostoma paraensei. Estruturas
argentofilicas formando uma rede interligada com dois corddes principais (um deles indicado
por A) e espalhados irregularmente (B).



AD




Figura 9: Esquema da cauda de cercaria de Echinostoma paraensei. Comissuras
principais (P), sendo que estas parecem acompanhar os fin-folds (FF) até o final da cauda e
estruturas argentofilicas dispersas (AD).



A presenca desta estrutura nervosa em forma de corddo ao longo de toda a regido
lateral do corpo da cercaria parece estar relacionada com a atividade contrétil, uma vez que
em estudos prévios (PINHEIRO, 2003) todas as imagens das cercarias, obtidas por MEV,
mostram larvas em estado contraido, com a regido do corpo formando uma concavidade, o
que, provavelmente se deu pela contracdo das musculaturas longitudinal e circular do corpo
da larva de forma coordenada resultando nesta posi¢do concava, o que permite sua melhor
adesdo aos diferentes substratos e ao corpo do proximo hospedeiro (HI2°), para dar inicio a
sua penetracdo e prosseguimento do desenvolvimento em seu ciclo de vida. Este formato
também pode ser observado nos dados de MEV do presente estudo, corroborando o observado
por Pinheiro (2003).

De acordo com Dorsey et al., (2002), em seus estudos sobre as cercarias de S.
mansoni, esta fase evolutiva é especializada em funcéo locomotora para encontro e penetracdo
no hospedeiro intermediario, sendo assim, € possivel supor que as estruturas argentofilicas
internas encontradas na cauda da cercéria de E. paraensei sejam terminacfes nervosas que
inervam toda a extensdo da regido da cauda, funcdo motora, para coordenar 0s movimentos da
cauda e, consequentemente, 0s movimentos natatérios da cercaria.

Assim, se reunirmos 0s esquemas 8 e 9, constata-se que as papilas (estruturas
sensoriais e superficiais) estdo aproximadamente sobrepostas a estes cordfes nervosos. Ou
seja, as papilas fazem a percepcdo dos estimulos ambientais externos pela larva e os
transmitem para o sistema nervoso, que, ao receber esta informacdo, dispara a resposta
contréatil ao estimulo percebido.

Os resultados encontrados demonstram a presenga de dois tipos principais de papilas:
as uniciliadas e as sem cilios. As uniciliadas apresentam um cilio longo que emerge de uma
regido bulbosa. Estruturas semelhantes sdo descritas no trabalho de Bogéa e Caira (2001). As
autoras identificaram através de MEV, papilas uniciliadas em Bunodera Railliet, 1896, porém,
diferentemente do encontrado neste trabalho, os cilios emergiam de uma bainha tegumentar, e
nédo de um bulbo.

As mesmas autoras relatam a ocorréncia de seis a sete tipos basicos de papilas para as
cercérias de Crepidostomum Braun, 1900 e de Bunodera sp., as quais sdo descritas de acordo
com a auséncia de colar tegumentar, presenca de uma base em forma de domo, um ou dois
cilios que podem ser curtos, moderadamente longos ou longos e um colar tegumentar baixo a
moderadamente baixo ou alto (BOGEA & CAIRA, 2001). No presente estudo, podem ser
observadas as estruturas uniciliadas com base convexa, e somente as estruturas convexas, sem
cilios.

A ultraestrutura das papilas uniciliadas com presenca de um cilio moderadamente
longo a longo encontradas por Bogéa & Caira, 2001 foram semelhantes as encontradas para as
cercarias de E. revolutum, o que pode indicar que exercem a mesma funcdo que as
encontradas no presente estudo, apesar da diferenca na base (colar tegumentar para E.
revolutum e base convexa para E. paraensei). E presumido que essas estruturas tenham
funcdo de mecanorreceptores, embora a hipdtese de uma dupla funcdo, de mecano e
quimiorreceptores, ndo possa ser excluida (ZDARSKA, 1995; NIEWIADOMSKA &
CZUBAJ, 1996; BOGEA & CAIRA, 2001).

Estudos sobre a quimiotaxia das larvas sdo importantes, pois auxiliam na elucidacéo
de aspectos da relacdo parasito-hospedeiro. Barbosa (1995), fala sobre a existéncia de uma
atracdo dos miracidios pelo molusco, sendo esta resultante da percepcdo, pela larva, de
substancias eliminadas pelo molusco na gua, as quais seriam percebidas pela larva através de
suas terminacdes nervosas presentes na regido cefalica. Chernin (1970), realizou um estudo
sobre a resposta de S. mansoni e de outros trematddeos a substancias emitidas por moluscos.
Os resultados demonstraram que ndo ha estimulos por parte de outros invertebrados
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(oligoquetas, por exemplo), porém, entre os moluscos, as diversas linhagens de B. glabrata
liberaram substancias que estimularam os miracidios e, quanto a outras espécies de moluscos,
também foi detectada resposta a estimulos liberados pelos mesmos, o que sugere uma nao
especificidade quanto a espécie de caramujo.

Magalhaes et al. (1991), realizaram um trabalho sobre a atracdo miraxonal exercida
por B. straminea, L. columela e Physa sp sobre miracidios de S. mansoni. Os autores testaram
a agua onde os moluscos ficaram acondicionados (SCW - do inglés “snail conditioned
water”), onde foi observada a atragdo miraxonal de diversas substancias contidas na SCW e
na hemolinfa dos moluscos. Foi constatada também a ocorréncia de moluscos que néo sdo
vetores, mas que exercem atracdo sobre os miracidios, sendo um fator que pode alterar o
ciclo, pois o miracidio penetraria em um hospedeiro no qual ndo ocorre o desenvolvimento.
Um resultado curioso deste estudo foi a presenca de um Unico exemplar de B. straminea que
exerceu efeito repulsivo sobre os miracidio.

Ainda nesse sentido, os estudos de Théron et al.(1998), verificaram a possibilidade de
escolha dos hospedeiros pelo seu tamanho por larvas de trematddeos. Os resultados
demonstraram que S. mansoni quando apresentados a moluscos de B. glabrata de diferentes
tamanhos e, consequentemente, em estagios evolutivos diferentes, infectaram
preferencialmente moluscos na fase de maturagdo sexual (chamados de sub-adultos no
estudo). Haberl et al.. 1999, verificaram que miracidios e cercarias de E. caproni utilizam
diferentes sinais para localizar as mesmas espécies de hospedeiros.

Importante ressaltar que entre individuos da mesma espécie, mas que habitam regides
diferentes pode haver diferencas na quimiotaxia. Tal fato ocorreu nos estudos de Dimitrov et
al. (1996), quando realizou estudos comparativos entre cercaria de F. hepatica, coletadas na
Espanha, as quais diferiram das encontradas na Bulgaria, pela presenca de papilas
dorsolaterais.

A idade também pode ser responsavel por alteracdes na quimiotaxia. As cercérias
possuem curto periodo de vida, podendo apresentar degeneracdo das estruturas,
principalmente da cauda, a qual pode ser perdida. Platt & Dowd (2012) realizaram um
trabalho sobre a relacdo entre a fototaxia de cercaria de E. caproni e a idade, e foi observado
que com o passar do tempo, as cercarias amadurecidas desenvolvem preferéncia pela luz, ou
aversdo a luz. Isto pode ser devido a degeneracdo apresentada pelas estruturas como ficou
demonstrado pela presenca de nlcleos apoptdticos evidenciados nas imagens obtidas através
de MEV no presente estudo.

5.2 Descricdo de estruturas sensoriais através de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) em cercarias de Echinostoma paraensei

As cercérias apresentam corpo alongado com estriacbes ao longo de toda a
circunferéncia, que provavelmente acompanham o sentido da musculatura. O corpo da
cercaria de E. paraensei apresenta um colar de espinhos bem desenvolvido e em destaque,
que circunda parcialmente a ventosa oral, como indicado na Figura 3. Esta ventosa nao é
destacada do corpo como a ventral, que é protubeante. A cauda é longa e afina no final.

A regido perioral apresenta uma sequéncia de papilas que formam um circulo ao redor
dessa regido (Fig. 10). A papila emerge de um poro situado em uma protuberancia bulbosa
(Fig. 10A). Essas papilas séo uniciliadas e também estdo presentes no colar, circulando o
mesmo e completando um circulo na regido ventral. E possivel observar mais dessas papilas
distribuidas no tegumento da regido ventral e dorsal; elas diminuem em quantidade ao longo
do corpo da cercéria até desaparecerem completamente na regido do acetabulo. A posicéo e a
estrutura dessas papilas sugerem uma funcéo sensorial.
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A bainha tegumentar que envolve a base do espinho provavelmente esté relacionada
com a retragdo dos espinhos. A Figura 11 mostra um espinho parcialmente exposto, ndo
mostrando a bainha e um outro espinho completamente retraido. Maldonado Jr. et al.. (2001)
também descreveram uma protusdo ao redor do espinho do verme adulto. Essa caracteristica
pode representar uma maneira de prevenir a perda de espinhos, considerando que a protracdo
dos mesmos pode protegé-los contra o atrito em superficies irregulares. Também pode
protegé-los da correnteza dos fluidos no intestino do hospedeiro.

Kanev et al.. (2009) observaram que a determinacao incorreta do nimero de espinhos
do colar em espécimes de echinostomatidae podem ocorrer como consequéncia de espinhos
retraidos. “Estes espinhos retraem-se para dentro de ‘bolsos” no tegumento do colar e nio
podem ser observados por microscopia de luz, e alguns podem ser parcialmente vistos através
de MEV, como no presente estudo.

Hong et al.. (1996) utilizaram MEV para estudar a cercaria de Neodiplostomum
seoulense (Seo, Rim & Lee, 1964) e descreveram espinhos tegumentares curtos com bases
largas, sendo mais concentrados anteriormente e tornando-se esparsos posteriormente e nas
margens laterais do corpo. Essa descricdo é similar a das estruturas descritas no presente
trabalho. Figura 11B mostra espinhos distribuidos ao longo da regido ventro-lateral,
terminando na regido do acetabulo. Esses espinhos sdo diferentes dos encontrados na regido
do colar peristdmico, como mostrado em detalhe, ndo apresentam a base bulbosa e parecem
emergir diretamente do tegumento.
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Figura 10: Microscopia Eletronica de Varredura da regido anterior de cercéarias de
Echinostoma paraensei. A- Colar ceféalico (CC) semicirculando a regido da ventosa oral e
papilas (P) circundando a ventosa oral. B- Colar de espinhos semicirculando a ventosa oral e

ao fundo, a ventosa ventral (VV).
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Figura 11: Microscopia Eletronica de Varredura de Echinostoma paraensei
evidenciando o colar de espinhos e espinhos tegumentares. A- Bainha tegumentar (BT)
envolvendo a base dos espinhos e espinho parciamente retraido (R). B- Espinhos
tegumentares.



As papilas da regido oral (Fig. 12) apresentam uma base bulbosa da qual emergem
longos cilios. Alguns estudos descreveram diferentes tipos de papilas em trematddeos. Bogéa
e Caira (2001) descreveram diferentes tipos de papilas em cercarias de Allopodocotyle, sendo
algumas papilas ciliadas, mas diferentes das observadas no presente estudo. Ja nos estudos
realizados por Czubaj e Niewiadomska (1996), a descricao de papilas uniciliadas (tipo 1V) foi
a que mais se assemelhou a estrutura observada em E. paraensei.

Internamente, no acetabulo, pode ser observado um arranjo de papilas como projecdes
bulbosas, cercando a parte interna da ventosa, como demonstrado na Figura 13  Essas
papilas ndo possuem cilios, mas uma pequena projecao arredondada. A diferenca entre as
papilas dessas regides pode estar relacionada as func¢Ges que elas desempenham: na regido
anterior, elas possuem funcgéo sensorial, pois sdo utilizadas para explorar o0 ambiente,
enquanto que na regido acetabular, sua fungdo pode ser associada ao reconhecimento e
fixacdo, e a parte frontal deve estar mais envolvida com a percepcao e orientacéo para o
parasito se guiar até o hospedeiro intermediério.






Figura 12: Microscopia Eletrénica de Varredura de cercaria de Echinostoma paraensei.
A- Papilas uniciliadas acompanhando a circunfereéncia da ventosa oral e regido abaixo da
ventosa. B- Ventosa oral com papilas uniciliadas.






Figura 13: Microscopia Eletonica de Varredura de cercaria de Echinostoma paraensei.
Papilas bulbosas na parte interna da ventosa ventral.



Fried e Fujino (1987) também estudaram as papilas tegumentares das cercéarias de E.
revolutum. As papilas mais abundantes foram uniciliadas arranjadas bilateralmente no corpo e
cauda. A distribuicdo dessas papilas foi similar a descrita em outras cercarias de
equinostomatideos com colar de 37 espinhos, e a MEV revelou a presenca de papilas
multiciliadas. Apesar de pertencer a0 mesmo grupo, E. paraensei mostrou-se diferente, ndo
apresentando papilas na cauda nem papilas multiciliadas.

Utilizando microscopia eletronica, Zdarska et al. (1987) observaram cercarias livres
natantes de E. revolutum com dois pares de terminais sensoriais multiciliados. Esse tipo de
receptor consiste em um feixe de pequenos e conicos cilios, envolvidos por um colar
formando por uma evaginagdo circular do tegumento em formato de taga. A estrutura se
assemelha as observadas em E. paraensei, mas com numeros diferentes de cilios. As
diferencas no nimero de cilios pode ser devido as diferencas nos hospedeiros intermediarios
podem estar associados a diferencas de habitats.

Para E. paraensei, foi demosntrado o padréo de distribui¢do dos fin folds na Figura 7,
as dobras teciduais muito utilizadas como caracteristicas taxdbnomicas. Na Figura 7 € possivel
observar dois fin folds dorsais, dois ventrais e dois laterais. Também é possivel observar uma
prega lateral ao final da cauda, possivelmente como consequéncia de contracdo muscular
durante o processo de fixagcdo. Os fin folds apresentam um padréo de estriacdo longitudinal,
diferente do padréo observado para o corpo.

A presenga de uma dobra tegumentar na cauda de Echinostoma revolutum também foi
observada por Lie & Basch (1967), sendo utilizada como critério taxondmico na descricdo
desta espécie. De acordo com Kanev et al. (1993), as cercarias de E. revolutum foram
descritas com diferentes nimeros e arranjos dos fin folds, sendo encontradas descri¢cdes de fin
folds ausentes na superficie da cauda; um fin fold pequeno e dorsal; dois fin folds longos
cobrindo a ponta da cauda, quatro fin folds variando em tamanho e posicéo e sete fin folds. Os
autores descobriram que as espécies do Grupo revolutum apresentam sete fin folds
independentes na cauda. Estes dados também especulam que a presenca de um grande fin fold
dorsal esteja associado ao nado e, um fin fold pequeno, localizado latero-ventralmente e uma
pequena papila semelhante a uma dobra tecidual sdo provavelmente sensoriais.

Hé& poucos estudos sobre a fase de cercéria de E. paraensei, assim como descri¢bes de
suas estruturas sensoriais externas. Este trabalho descreve essas estruturas pela primeira vez,
complementando os estudos sobre parasitos da familia Echinostomatidae.






Figura 14. Microscopia Eletronica de Varredura da cauda de cercarias de Echinostoma
paraensei detalhando os seis fin fold. A- fin folds ventrais (VFF), os fin folds laterais (LFF),
e os fin folds dorsais (DFF); B- fin folds ventral e dorsal, observa-se nesta imagem que o fin
fold dorsal vai até o final da cauda. C - detalhe das estriacdes dos fin folds.



5.3 Aspectos morfoldgicos de cercarias de Echinostoma paraensei através de microscopia
eletronica de transmissdo (MET)

Como descrito em trabalhos anteriores (MATOS, 2018 - no prelo) cercérias de E.
paraensei apresentam corpo alongado com estriages musculares ao longo de toda a sua
circunferéncia, que acompanha o sentido da musculatura. Também foram descritas dobras
tegumentares na porcdo final da cauda (fin fold), sendo o padrdo das estriacdes dessas
estruturas (longitudinal) diferente do padrdo encontrado no restante do corpo. Na Figura 6, é
possivel observar o tegumento separando as camadas externa e interna. Logo abaixo desse
tegumento h& presenca de tecido muscular. Na Figura 8 é possivel visualizar o fin fold e
células com perda da organizacdo sincicial e nucleos apoptéticos, indicando degeneracéo
tecidual.

O fato de o fin fold ser uma estrutura acessoria para o deslocamento em meio aquético
que se encontra projetada para fora do corpo, € uma possivel explicacdo para o fato de ser
encontrada separada do resto do corpo por um tegumento. Isso explica a diferenca no sentido
das estrias, pois os fin folds sdo utilizados para impulsionar a cercéria na 4gua, enquanto a
musculatura corporal deve contrair-se de forma a auxiliar a penetracéo cercarial no corpo dos
hospedeiros. Kanev et al. (1993) redescreveram a morfologia dos fin folds de E. revolutum
visto representam um critério de valor taxonémico, sendo importante sua descricdo correta
com o auxilio de microscopia.

A presenca de nucleos apoptéticos (Fig. 15), condiz com fato de a estrutura da cauda e
fin fold serem perdidas quando da penetracdo no hospedeiro definitivo. Uma vez a cercéria
perde sua cauda quando da penetracdo no segundo hospedeiro intermediario, ndo sendo mais
necessaria a locomoc¢do para impulsionar o parasito. Tal fato é corroborado pelas nossas
observacOes na pratica laboratorial, na qual observamos a conexdo extremamente labil da
cauda ao corpo da cercaria, com a perda da cauda por muitos espécimes durante a
manipulacdo dos mesmos nos diferentes processamentos para as analises por microscopias.

A presenca de células germinativas em proximidade das inclusdes lipidicas (Figura 9)
é também coerente com a necessidade de reserva energética por estas células para a sua
manutencdo durante a fase de metacercaria, constituindo as formas encistadas contendo a
forma infectante para o hospedeiro definitivo e, portanto, representando um agente de
dispersdo temporal do parasito.






Figura 15. Microscopia Eletronica de Transmissdo da porcao final do corpo de cercéaria
de Echinostoma paraensei. A - Fin fold (FF) separado do restante da musculatura do corpo
por uma fina cada tegumentar (CT), tecido muscular (TM). B -Tegumento ja com perda da
formacéo sincicial e a presenca de nucleos apoptdticos (NA).






Figura 16: Microscopia eletronica de transmissdo do corpo de cercaria de Echinostoma
paraensei evidenciando depdsito de membranas (MP). Presenca de depositos de membrana
sendo formados (MP) proximos a célula germinativa (CG). Acima da célula germinativa séo

visiveis perfis mitocondriais (M).






Figura 17: Microscopia Eletrénica de Transmissdo de corte do corpo de cercaria de
Echinostoma paraensei. Presenca de goticulas de gordura (IL) e células germinativas (CG).



Na figura 18 € possivel observar, em um trecho de corte ultrafino da regido do corpo
da cercéria, granulos mais eletrondensos, préximos as células germinativas. Tal fato é
coerente, pois as gorduras constituem um importante estoque energético, pois permite o
armazenamento de maior quantidade de substratos para a obtengdo de energia em um menor
espaco, uma vez que estes sdo armazenados em sua forma quase completamente desidratada
com pouco ou quase nenhum acumulo de &gua. Tal fato, associado a presenca de células
germinativas pode ser um indicativo da alocacdo destas reservas lipidicas para o posterior
consumo por estas células.

Na Figura 19, aparecem novamente 0s granulos escuros que possivelmente séo
glicogénio préximas a diferentes tipos celulares como células neuronais e germinativas.
Ambas necessitam de fonte de energia para sua funcao, porém, de acordo com Cooper & Van
Gundy (1970), larvas de helmintos aquéaticos ou que estejam sujeitos a baixas tensdes de
oxigénio acumulam maior quantidade de glicogénio do que de lipidios. Outra situacédo
relevante é o fato de fases que ndo se alimentam necessitarem de maior reserva energetica
enddgena. A presenca de lipidios nas cercarias de E. paraensei também pode ser
consequéncia da necessidade de formacdo de novas membranas plasmaticas para as futuras
larvas que irdo se desenvolver a partir das células germinativas maduras.






Figura 18: Microscopia Eletronica de Transmissdo, do tegumento de uma cercaria de
Echinostoma paraensei evidenciando as camadas do corpo (musculatura), mitocondrias e
inclusBes lipidicas. Na imagem pode ser evidenciada a camada tegumentar externa sincicial
(CS), apresentando perfis mitocondriais (M) e inclusdes eletrodensas (IL). Abaixo desta,
encontramos a lamina basal e, logo apds, as camadas musculares, circular (MC) e longitudinal
(ML), respectivamente. E possivel observar hemidesmossomos (HD) conectado a camada
sincicial com a musculatura circular. Barra de escala = 2um.






Figura 19: Microscopia Eletrénica de Transmissdo do corpo de cercaria de Echinostoma
paraensei exibindo neur6nio e goticulas de gordura. A - Neurbnio (NE) em corte
transversal evidenciando a bainha de mielina, ladeado por inclusdes lipidicas (IL). B - Figura
de mielina (FM), (elipses concéntricas) e inclusdes lipidicas.



Fried et al.. (2009) realizaram estudos sobre a histoquimica de lipideos neutros e
glicogénio em cercérias de E. trivolvis. Seus resultados demonstraram que a cercéria obtém
glicogénio principalmente da cauda por até 24 horas apds emergirem do hospedeiro. Os
autores ainda sugerem a presenca de mucopolissacarideos na porcao final dessa estrutura e
constataram a presenca de lipideos neutros no sistema excretor.

Testes cromatograficos em vérias fases larvais de E. caproni, inclusive a de cercéria,
demonstraram que a fragdo lipidica mais abundante em todos os estagios foram os esterois
livres. A observacdo da diminuicdo dos lipideos neutros da fase de cercéria para a de
metacercaria encistada ndo corrobora observacGes anteriores de que o conteudo lipidico
aumenta nas sucessivas fases de desenvolvimento de trematodeos digenéticos (MARSIT
2000). Os esterois sdo uma classe de lipideos que atuam como componentes da membrana
celular, como ocorre intensa producdo de membrana tanto da fase de esporocisto para
cercaria, como de cercaria para metacercaria, esses lipideos podem estar sendo alocados para
esta fungéo.

A presenca de inclusbes lipidicas no corpo da cercaria, proximo a células
germinativas, pode ter relacdo direta com a utilizagdo dos mesmos para o processo de sintese
de membranas plasmaticas das estruturas celulares que constituirdo o aparelho reprodutor nas
formas adultas. Outro fato é que o estagio subsequente, o de metacercéria, tem atividade
metabolica extremamente reduzida, portanto, esses lipideos teriam pouca ou nenhuma funcao
energética. Ainda a localizagdo da cercéria, na glandula digestiva, banhada em hemolinfa,
permitiria uma absorcdo de moléculas de carboidratos simples (glicose) e aminoéacidos,
através de seu tegumento, que tem funcdo absortiva, porém, essa atividade € bastante reduzida
na cercaria.

Em Opisthorchis viverrini Poirier, 1886 foram observados trés tipos de células
glandulares, de acordo com suas vesiculas, que desembocam na camada sincicial (ADAM et
al., 1995). As inclusdes secretoras em E. paraensei foram denominados por Gongalves et al..
(2016) de corpos secretores T1 e T2, os quais sdo constituidos por glicoconjugados, além de,
através de andlises estruturais, terem descrito esses corpos como ovoides e bicbncavos para
T1 e T2 respectivamente.

O tegumento é a primeira estrutura a se diferenciar no inicio da formacéo da cercéria.
A regido da cauda contém menos material granular do que a regido do corpo. Em fases de
desenvolvimento mais adiantadas, 0 corpo cercariano apresenta abaixo do tegumento,
consecutivamente, uma fina camada de material intersticial seguida de fibras musculares em
arranjo circular e, por fim, uma camada muscular longitudinal (MOHAMED, 1992). Essa
estratificacdo esta aparente na Figura 20.






Figura 20: Microscopia Eletrénica de Transmissdo do tegumento de cercaria de
Echinostoma paraensei. Camada externa com hemidesmossomos (HD), musculatura
longitudinal (ML) e circular (MC).



Zdarska (1995) observou o epitélio de cercérias jovens de E. revolutum e ficou
demonstrado que este primeiro epitélio persiste por um longo tempo como uma fina camada
citoplasmatica anucleada preenchida por grandes vacuolos. A estrutura do presente estudo
assemelha-se ao epitélio de cercérias maduras, onde esta camada esta ausente e observa-se a
presenca de hemidesmossomos (Fig. 20) ligando o tegumento sincicial externo com a camada
muscular subjacente. O autor também descreveu a presenca de células glandulares secretoras
laterais e ventrais, cujas secre¢des, ao serem liberadas, coincidem com o desaparecimento da
camada sincicial primitiva. Nas cercérias de E. paraensei observadas, tal camada sincicial
primitiva ndo foi vista, possivelmente pelo estagio mais amadurecido, ou por ndo haver esse
tipo de formacéo para esta espécie.

Adnet et al.. (2013) observaram a camada interna do acetdbulo de E. paraensei
mostrando a organizacdo interna da camada sincicial e das camadas musculares, as quais
conferem com as apresentadas nas cercarias observadas no presente estudo.

Foram observadas células-flama (Fig. 21) na cercéria de E. paraensei. De acordo com
0 observado por Pinto & Melo (2013), o sistema excretor, em larvas de trematddeos em geral,
é composto por vesicula excretora localizada na porcdo posterior do corpo, com formatos
distintos. A partir da vesicula excretora saem canais laterais que terminam em células-flamas,
as unidades funcionais do sistema excretor. Ha& diferencas também quanto a presenca de
concrecdes circulares no interior dos canais excretores principais, sendo que as maiorias das
larvas possuem canal excretor na regido da cauda, terminando em um poro excretor.

Estudos sobre o desenvolvimento de células germinativas em cercarias sdo limitados.
H& diversos estudos sobre o desenvolvimento destas células na mudanca de estagio de
miracidio para cercaria, na formacao da metacercaria e na fase de rédia (ATAEV et al., 2002;
IDRIS & FRIED, 1996; BARBOSA, 1995; KANEYV et al., 1995; CORT et al., 1954), embora
lomini e Justine (1997) tenham realizado um estudo utilizando microscopia eletronica de
varredura e técnicas de imunocitoquimica para descrever a espermiogénese e 0
espermatozoide de E. caproni a partir de individuos adultos e Nollen (1996) tenha descrito o
comportamento de cépula de E. paraensei em camundongos e realizado observacdes sobre 0s
espermatozoides.






Figura 21: Microscopia eletrénica de transmissdo do corpo de cercaria de Echinostoma
paraensei, onde observa-se uma célula flama e células germinativas. A- Célula flama (CF)
com camara excretora (CE) e células germinativas (CG). B - Presenca célula flama proximo a

uma célula germinativa.



A redescricdo de E. trivolvis feita por Kanev et al. (1995b) relata células-flama
inconspicuas, e inferem a quantidade das mesmas pelos padrdes do grupo. Os autores relatam
a dificuldade em quantificar essas células-flama devido a presenca de inumeras glandulas
cistogénicas as recobrindo. Descrevem a presenca de uma bexiga excretora bipartida na parte
posterior do corpo, além da presenca de granulos excretores e canais excretores na cauda,
sendo estes curtos e ramificados, abrindo-se para o exterior através de poros excretores.

Em trematddeos digenéticos podem ocorrer a presenca de sistema protonefridico,
conectado a uma vesicula volumosa, como o observado por Adam et al. (1995) em O.
viverrini. Neste parasito, o ducto excretor se abre na porcdo final do corpo e ndo desemboca
na cauda.

No presente estudo, as células-flama foram de facil visualizacdo e foi possivel a
visualizagdo de duas dessas estruturas. O fato de ambas as células flama estarem proximas a
células germinativas podem ser um indicativo de grande atividade metabdlica nestas células.

A presencga de mitocondrias (Fig. 22) estd associada & intensa atividade metabdlica,
pelo fato dessa organela ser responsavel pela respiracdo celular. Tal fato é coerente com a
maturacdo que a cercaria deverd passar para desenvolver-se na forma adulta. A intensa
atividade metabdlica entdo seria explicada pelas mudancas na forma e pela maturacdo sexual,
a qual envolve a formagéo das gbénadas, dentre outros acontecimentos. Pinto & Melo (2013)
também observaram a presenca de diversos perfis mitocondriais em seus estudos sobre larvas
de trematddeos que parasitam moluscos, em fases de mudanca de estdgio como a formacédo de
cercarias a partir dos esporocistos de segunda geracao.






Figura 22: Microscopia Eletrénica de Transmissdo de cercaria de Echinostoma
paraensei destacando a presenca de envelope nuclear (EM) e perfis mitocondriais (M).



6. CONCLUSOES
De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos foi possivel concluir:

A descricdo das estruturas sensoriais argentofilicas das cercarias de E. paraensei
através da microscopia de luz de contraste interferencial, com a utilizacéo das fotos
para a confeccdo de desenho, através do qual foi possivel correlacionar essas
estruturas com a morfologia externa, além de realizar a quimiotaxia das cercarias. A
partir desses resultados foi possivel concluir que a relacdo das estruturas sensoriais
com as atividades realizadas pela cercéria estdo intimamente ligadas com a sua
morfologia e ciclo de vida;

A descricdo da morfologia de superficie das cercérias de E. paraensei através da
microscopia eletrénica de varredura nos permitiu elucidar aspectos da morfologia e
correlacionar com o ciclo de vida, além de confirmar a posicdo taxonémica da
cercaria. Também foi possivel observar detalhes dos espinhos tegumentares, tanto do
colar cefalico, quanto os do corpo. A presenca e a estrutura dos fin folds pode ser
observada e descrita com detalhes;

A descricdo da morfologia interna das cercéarias de E. paraensei por meio da
microscopia eletronica de transmissdo mostrou a relacdo da morfologia com a
fisiologia, e observar a presenca de células germinativas, depositos de membrana,
perfis mitocondriais, e outros aspectos morfoldgicos internos, coerentes com a
fisiologia tipica deste estagio larval. A presenca de células flama, componentes do
sistema excretor, células neuronais e figuras de mielina pdde ser observada e descrita,
além da estrutura interna do tegumento, com camada sincicial, caracteristica do grupo,
com hemidesmossomos fazendo a ancoragem desta camada com a musculatura
interna;

Por fim, os resultados permitem elucidar aspectos da fase cercéria, a qual atua também
como agente dispersor do parasito, fornecendo subsidio para estudos posteriores sobre
larvas de trematddeos, abrangendo as areas de ecologia parasitaria, epigenética e
controle da parasitose associada ao E. paraensei.
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The family Echinostomatidae is the most numerous
within the class Trematoda, Echinostoma paraensel
Lie & Basch, 1967 is a widely distributed member of
this family, with a typical life cycle with six larval stages,
many of them studied by some authors (Kanewv et al.,
2000; Kostadinova and Gibson, 2000; Pinheiro et al.,
2004, 2003; Toledo et al., 2007). The taxonomic features
of the Echinostoma genus are complex, so are those of
E. paraensei, described as a synonynry with E. caprons
by Kanev (1985) and Christensen et al. (1990).

The E. paraensei cercarias were obtained from
‘Labaratario de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
e Reservatario”, IOC, FIOCRUZ, Rio de Janeiro state

The specimens were observed wsing a Quanta 250 scanming
electron microscope at 12.50 kV.

The cercariae present elongated body, with muscular
striations all over it, which probably accompany the
musculature. For E. paraensei, the fin-fold pattern is
demonstrated in Figure 1. with two dorsal, two ventral,
and two lateral folds. Fin folds present a different striation
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The body of E. paraensei cercanae presents a well
developed. detached collar spine that partially surrounds
the oral sucker, as indicated in Figure 2. This sucker is
not prominent off the body as the ventral fin fold, which
is protuberant. The fail is long with a thicker tp that
narrows at the end.

The perioral region presents a sequence of papiliae,
forming a circle around this region (Figure 3). The papilla
emerges from a pore situated in a bulbous protuberance
(Figure 3B). These papillae are unicilbated and are also
present i the collar, surounding it and completing a
full circle in the ventral region. There are more of them
distributed in the tegument of the ventral and dorsal
regions; they decrease in number along the cercanal
body and completely disappear at the acetabubum region.
The position and structure of these papillae suggest their
sensorial role.

Figure 1. SEM of Echinostoma paraemser cercania detailing the 9ix fin folds. The main image shows the ventral fin folds

(viD), the lateral fin folds (1ff), and the dorsal fin folds (dff).
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Figure 2. The collar spine of Echmastoma paraenses. (A) shows that the collar ends af the ventro-lateral region of the
cercar@a body; (B) a view of the spane collar, completely detached from the body and around the oral sucker

Figure 3. Details of the papillae of the oral and ventral suckers. The main smage shows uniciliated papillae (A) detan] of the
uniciliated papelise of the ol sucker, ssrmounding o (B) the papifise of the ventral sucker. These papillac do not present any
cillse. forming bulhous protrussans in the imternal region of the sucker

Internally, n the acetabolum, a runge of paptllae can
be observed as bulbous projections surrounding the imner
edge of the sucker, as shown in Figure 2 These pupullae
do not present any cilia, hat 2 small round progecton
The dafferences between the papilae of these regsons may
be related to the function they bodd m each of them:
the antenoe region, they have a sensory funciion because
they are used to explore the environment i search for
food; whereas in the acetabplar poetion, thesr fanction
may be associated with recognton of the site of helmanth
infection and fixabon, because the fromtal part must be
more mvolved in perception and orsentatson m ordet to

find the second mtermedte host

The presence of a tegumentary fold on the tal of
£ revolitum was also observed by Lie and Basch (1967)
bemng used a5 2 taxonomes criena i the description of ths
specaes. According to Kanev et al (1993), Echinosioma
revolueum (Frochch, 1802) cercanae bave been described with
different numbers and arragenment of fin folds. These data
also speculate that the farpe dorso-ventral fin folds are
assocuated with swimmmng, and the small ventro-latezal and
singbe papala-like folds are probably sensonal

The shesth that surrounds the basas of the spine
15 probably mvolved 1n the retraction of the spines
Maldonado Jonior et al. (20401 ) also descnbed a protrusion
around the spine i the adult worm. This characlertsts may

represent 3 way (o avoud the loss of spunes, considening

Hraz J Sl



Marphology of £. paraemsel cercariae

that contraction can protect the spines from the altntion
on rough surfaces. 1t can also protect them from the flow
of food that occurs m the intestine of the host.

There was a lack of morphologxcal studies on the
cercana of E paraenser, as well as on descripons of
therr external ensonal structures. This work shows and
describes these features for the first tme, complementing
the studies on the Echinostomatidae famaly.
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