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RESUMO

LEITE, Karine Gomes. Caracterizacdo morfologica e molecular de Eurytrema
coelomaticum (Digenea: Dicrocoeliidae) recuperados de bovinos do estado de Minas
Gerais, Brasil. 2020. 103 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A euritrematose € uma helmintiase bovina de impacto veterinario, causada por
espécies do género Eurytrema que se alojam no pancreas e ductos pancreaticos. A infeccdo
pode desencadear um quadro de pancreatite, caquexia e, consequente, reducdo da
produtividade. Dados morfoldgicos e moleculares do parasito mostram que a espécie
Eurytrema coelomaticum € prevalente no Brasil, porém existem poucas informacdes
adicionais e atualizadas sobre a taxonomia destes helmintos recuperados de gados da regido
sudeste do pais. No presente trabalho diversos caracteres taxondmicos, de espécimes
provenientes do estado de Minas Gerais, foram revistos. Para isso, utilizamos a histologia, as
microscopias de luz (campo claro e confocal) e eletrdnica de varredura, incluindo criofratura,
e analise molecular, visando agregar informacdes referentes a sequéncia parcial do gene 18S
rRNA e pela primeira vez foi utilizado o Citocromo oxidase (cox1) como marcador molecular.
Nos resultados morfométricos, sugerimos que 0s parametros taxonémicos que devem ser
utilizados na identificacdo da espécie E. coelomaticum, sdo: a relacdo da largura da ventosa
oral/largura da ventosa ventral (0,66-1,4), a relagdo do comprimento/largura dos ovos (1,38-
1,83), o comprimento (0,041-0,050 mm) e largura dos ovos (0,025-0,030 mm). Como
resultado da anélise morfoldgica, foi possivel detalhar a superficie do corpo do helminto, além
de caracterizar a complexa organizacédo das fibras musculares, subtegumentares, das ventosas
e faringe; a disposicdo dos 6rgdos do sistema reprodutor; €, por microscopia eletronica de
varredura, evidenciamos a presenca de papilas na face dorsal da regido anterior do parasito.
Em analise filogenética, revelamos que os isolados deste estudo formam um cluster com as
sequéncias de E. coelomaticum depositadas no GenBank. Também foi possivel destacar que
E. coelomaticum tem maior similaridade genética com E. pancreaticum em comparagdo a E.
cladorchis. Nossos resultados reforcam que a taxonomia integrativa, baseada na combinacéo
de diversas técnicas de microscopia e biologia molecular, fornece para a sistematica
helmintoldgica, dados mais solidos para diferenciar, dentre outros grupos, trematodeos
digenéticos, gerando uma complementariedade de dados que ndo podem ser fornecidos por
uma técnica isolada. Concluimos que, a aplicacdo da taxonomia integrativa em E.
coelomaticum contribuiu para inser¢cdo de novos critérios morfométricos, morfoldgicos e
moleculares, ampliando a compreenséo desta espécie no Brasil.

Palavras-chave: Eurytrema coelomaticum. Microscopia. Morfologia. Morfometria. Biologia

molecular.



ABSTRACT

LEITE, Karine Gomes. Morphological and molecular characterization of Eurytrema
coelomaticum (Digenea: Dicrrocoeliidae) recovered from cattle in the state of Minas
Gerais, Brazil. 2020. 103 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Eurytrematosis is a bovine helminthiasis with veterinary impact, caused by species of
the genus Eurytrema that lodge in the pancreas and pancreatic ducts. The infection can trigger
pancreatitis, cachexia and, consequently, reduced productivity. Morphological and molecular
data of the parasite show that the species Eurytrema coelomaticum is prevalent in Brazil, but
there is little additional and updated information about the taxonomy of these helminths
recovered from cattle in the southeastern region of the country. In the present work, several
taxonomic characters of specimens obtained from the Minas Gerais state were reviewed. For
this, we used histology, light (brightfield and confocal) and scanning electron microscopy,
including cryofracture, and molecular analysis, in order to aggregate information regarding
the partial sequence of the 18S rRNA genes and for the first time Cytochrome oxidase (cox1)
was used as a molecular marker. In the morphometric results, we suggest that the taxonomic
parameters that should be used in the identification of the species E. coelomaticum, are: the
ratio of the width of the oral sucker/width of the ventral sucker (0.66-1.4), the relation of the
length/width of eggs (1.38-1.83), length (0.041-0.050 mm) and width of eggs (0.025-0.030
mm). Because of the result of the morphological analysis, it was possible to detail the
helminth's body surface, in addition to characterizing the complex organization of the sub
tegument muscle fibers, the suckers and pharynx; the organization of the reproductive systems
organs; and, by scanning electron microscopy, we showed the presence of papillae on the
dorsal surface of the parasite anterior region. In phylogenetic analysis, we reveal that the
isolates of this study form a cluster with the E. coelomaticum sequences deposited in the
GenBank. It was also possible to highlight that E. coelomaticum has greater genetic similarity
to E. pancreaticum compared to E. cladorchis. Our results reinforce that the integrative
taxonomy, based on the combination of several techniques of microscopy and molecular
biology, provides to the helminthological systematics more solid data to differentiate, among
other groups, digenetic trematodes, generating a complementarity of data that cannot be
provided by an isolated technique. We conclude that the application of integrative taxonomy
in E. coelomaticum contributed to inserting new morphometric, morphological and molecular
criteria, expanding the understanding of this species in Brazil.

Keywords: Eurytrema coelomaticum. Microscopy. Morphology. Morphometry. Molecular

biology.
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INTRODUCAO

Trematodeos do género Eurytrema Looss & Cuffey 1907, pertencem a familia
Dicrocoeliidae e apresentam alta relevancia na medicina veterinéria, principalmente, em
relacdo aos impactos econdmicos promovidos pela infeccdo de rebanhos, desencadeando
alteracdes clinicas no gado. Vermes adultos deste género encontram-se nos ductos
pancreaticos, vias biliares e raramente no intestino delgado de ruminantes, tais como, bovinos;
caprinos; ovinos; bubalinos; leporinos e camelideos (MATTOS JR & VIANNA, 1987,
BASSANI et al., 2007, BARBOSA et al., 2014), podendo causar um quadro de pancreatite
intersticial crbnica com subsequente obstrucdo intestinal, queda na produtividade e
condenacgdo do pancreas do animal parasitado realizada pelo Servico de Inspecdo Federal
(BASSANI et al., 2006).

Atualmente, existem doze espécies descritas parasitando ruminantes presentes em
todos os continentes do mundo. A doenca provocada por estes helmintos é denominada
euritrematose ou euritremiase e resulta em perda financeira por decorréncia da diminuicdo de
produtividade na pecuaria (MOHANTA et al., 2015). Apenas trés espécies: Eurytrema
coelomaticum Giard & Billet, 1892, E. pancreaticum Janson, 1889, e E. cladorchis Chin, Li
& Wei, 1965, foram melhor descritas com base na caracterizacdo morfolégica e molecular
(JONES, 1985; ZHENG et al., 2007; FIGUEIRA et al., 2014; MOHANTA et al, 2015;
CHANG et al., 2016; SU et al., 2018).

Estudos baseados em dados morfoldgicos e moleculares sustentam que o Eurytrema
coelomaticum é uma Unica espécie do género Eurytrema que infecta o gado brasileiro
(TRAVASSOS, 1944; TRAVASSOS et al., 1969; FIGUEIRA et al., 2014), portanto sendo
considerado de alta relevancia para a pecudria nacional (ILHA et al., 2005; QUEVEDO et al.,
2013; SCHWERTZ et al., 2016b). A euritrematose é encontrada, principalmente, em rebanhos
das regides Sul e Sudeste do Brasil (ILHA et al., 2005; FIGUEIRA et al., 2014; PINHEIRO et
al., 2015; SCHWERTZ et al., 2015).

A identificacdo de espécies do género Eurytrema, a partir, unicamente, de dados
morfologicos e morfométricos pode ser controversa, por isso, diversos trabalhos tém investido
na taxonomia integrativa, adicionando a analise molecular (MALDONADO JR. et al., 2011;
HENEBERG et al., 2015, HENEBERG et al., 2016). Na literatura encontramos uma variagéo

morfolégica importante na espécie Eurytrema coelomaticum, o que dificulta a sua
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identificacdo e descricdo precisa (TRAVASSOS, 1918 apud MATTOS JR, 1987; HORTA,
1918; DOLLFUS, 1922; FIGUEIREDO, 1928; PRUVIS, 1931; BHALERAO, 1936;
NEVEU-LEMAIRE, 1936; CHATTERJI, 1938; CAMPOS et al., 1974; CORREA et al.,
1984).

A partir dos anos 1940, com base na microscopia de luz convencional, foi publicada a
afirmacdo de que a espécie E. coelomaticum seria a Unica presente no territorio brasileiro
(TRAVASSOS, 1944). Desde entdo, diversas técnicas, principalmente de microscopia, foram
sendo aprimoradas, ampliando o detalhamento dos espécimes brasileiros (TANG & TANG,
1977, MORIYAMA et al., 1980; MATTOS JR & VIANNA, 1987; BASSANI et al., 2007).
Mais recentemente, ensaios moleculares, que avaliam a sequéncia parcial do gene nuclear 18S
rRNA (FIGUEIRA et al., 2014), corroboram com a informacdo publicada por Travassos na
década de 1940. Assim, estas novas ferramentas nos trazem contribuicdes impares e abrem
novos campos para investigar a variabilidade morfoldgica e genética intraespecifica,
principalmente para estudar amostras provenientes de distintas partes do Brasil e do mundo
(ZENG et al., 2007; CAl et al., 2012; FIGUEIRA et al., 2014).

Classificacao taxondmica

Filo Platyhelminthes
Subclasse Trematoda Rudolphi, 1808
Infraclasse Digenea VVan Beneden, 1858
Ordem Plagiorchida La Rue, 1957
Familia Dicrocoeliidae Looss, 1899
Género Eurytrema Looss, 1907
Espécie Eurytrema coelomaticum Giard & Billet, 1892

Género Eurytrema

O género Eurytrema foi descrito por Looss & Cuffey em 1907 e incluia as espécies E.

coelomaticum Giard & Billet, 1892 e E. pancreaticum Jason, 1889. Entretanto, alguns autores
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as consideravam sinonimias (TRAVASSOS, 1918; DOLLFUS, 1922; WARE, 1923;
PURVIS, 1931; BHALERAO, 1936; NEVEU LEMAIRE, 1936; CHATTIRJI, 1938).

Bhalerao (1936) revisou o género Eurytrema e incluiu dezessete espécies, agrupando-
as em cinco subgéneros, sendo E. pancreaticum e E. coelomaticum consideradas sinonimias.

Travassos (1944), na revisdo da familia Dicrocoeliidae, reduziu o nimero de espécies
para nove, 0s subgéneros para quatro e reconheceu E. coelomaticum e E. pancreaticum como
espéecies distintas. Segundo Travassos (1944), os helmintos adultos destas espécies se
distinguem morfologicamente pela relagdo e tamanho das ventosas, a distancia entre ventosas
e o tamanho dos ovos. De acordo com este estudo, E. coelomaticum é a espécie prevalente na
América do Sul.

Atualmente, cerca de doze espécies do género Eurytrema sdo descritas em todo o
globo terrestre, sendo: E. pancreaticum Jason, 1889, E. coelomaticum Giard & Billet, 1892,
E. dajii Bhalerao, 1924, E. media Chertkova, 1957, E. ovis Tubangui, 1925, E. parvum Senoo,
1907, E. tonkinense Gillard & Ngu, 1941, E. escudeiroi Eduardo, Manuel & Tongson, 1976,
E. cladorchis Chin, Li & Wei, 1965, E. hydropotes Tang & Tang, 1975, E. fukienensi Tang &
Tang, 1978 e E. sphaeriorchis Tang, Lin & Lin, 1978.

Todavia, hd muita controvérsia acerca da “validade” taxondmica da maioria das
espécies, sendo E. pancreaticum, E. coelomaticum, E. cladorchis e E. fukienensi as Unicas
espécies avaliadas também com o uso de técnicas moleculares (ZHENG et al., 2007, CAI et
al., 2012; FIGUEIRA et al., 2014; MOHANTA et al., 2015; CHANG et al., 2016, SU et al.,
2018). As demais espécies seguem sendo identificadas somente com base em caracteristicas
morfométricas e morfoldgicas (YAMAMURA, 1989; BASSANI et al., 2007).

Morfologia de Eurytrema coelomaticum

Looss & Cuffey (1907) descreveram os vermes adultos de Eurytrema coelomaticum
apresentando o corpo alongado e achatado de formato ovoide a filiforme, comprimento do
corpo com variacao de 7,5 a 10 mm, ventosas oral e ventral de tamanho subigual, ventosa oral
subterminal, poro genital localizado ligeiramente apds a bifurcacdo do es6fago e glandulas

vitelinicas situadas na regidao mediana do corpo.
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Posteriormente, Travassos e colaboradores (1969) fizeram uma descricdo mais
detalhada da espécie, apresentando dados de largura do corpo de 6 a 7 mm e tamanho
subigual das ventosas, medindo de 0,9 a 1 mm em diametro.

Algumas caracteristicas classicas sdo apresentadas na literatura, como: ventosa oral
subterminal; ventosa ventral localizada a um terco da parte anterior do corpo; faringe pequena
e esdfago curto; cecos intestinais sinuosos e delgados; poro genital ligeiramente pés bifurcal
mediano; bolsa do cirro claviforme e grande; testiculos pos acetabulares em zonas paralelas,
arredondados e maiores que o ovario; ovario pos-testicular arredondado, submediano;
glandula de Mehlis, espermateca e canal de Laurer presentes; ovos com tamanho variando
entre 0,042 - 0,050 mm de comprimento por 0,023 - 0,030 mm de largura; vesicula excretora
simples e poro excretor terminal (LOOSS & CUFFEY, 1907; TRAVASSOS, 1944,
EDUARDO et al., 1976; BRAY et al, 2008; LEITE et al., 2020).

Autores acrescentaram informacGes morfométricas e morfoldgicas, deixando nitida a
varia¢do na dimensdo deste helminto, sendo citadas variagdes de comprimento de 3 a 13 mm,
largura de 2 a 7 mm e formato do corpo de oval a fusiforme (WIRORENO et al., 1987;
YAMAMURA, 1989; EDUARDO et al, 1976, ILHA et al., 2005, SAKAMOTO &
OKAIWA, 2007; BRAY et al., 2008; LEITE et al, 2020).

Outras caracteristicas morfoldgicas foram descritas e sdo discutidas no presente
trabalho, como: extremidades coOnicas e sem apéndices caudais; escamas cuticulares nas
margens do corpo; glandulas vitelinas longas, dispostas em grupos extra-cecais
(BHALERAO, 1936, TRAVASSOS, 1944;).

A complexidade bioldgica, que também se apresenta na morfologia destes helmintos,
tem sido melhor explorada nos Ultimos 40 anos, principalmente devido a conjugacdo de
técnicas moleculares a diferentes metodologias avancadas de caracterizacdo morfologica,
onde podemos citar a microscopia de luz (fluorescéncia e confocal), eletrdnica e a mais
recente implementacdo da modelagem 3D (FAULWETTER et al., 2013; LOPES-TORRES et
al., 2015; LOPES-TORRES et al., 2019; LEITE et al., 2020). Em E. coelomaticum, algumas
dessas técnicas foram utilizadas para detalhar caracteristicas morfologicas de miracidios,
esporocistos, cercérias e ovos (FRANCO-ACUNA et al., 2011, PINHEIRO et al., 2011, 2012
e 2015). No entanto, ha certa caréncia no emprego dessas tecnicas nos vermes adultos, e
quando ha, estes ndo apresentam uma aplicacdo na caracterizacdo taxondmica (SAKAMOTO
& OIKAWA, 2007).

Recentemente, nosso grupo realizou uma revisdo morfologica e morfométrica de

diversos caracteres taxonémicos de vermes adultos de E. coelomaticum, recuperados de
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bovinos do estado do Rio de Janeiro. Neste estudo exploramos a microscopia de luz (campo
claro, fluorescéncia e confocal) e eletronica de varredura, que possibilitou acrescentar novas
informacdes na descricdo taxondmica classica da espécie, porém sem a realizacdo de
experimentos de biologia molecular (LEITE et al., 2020) (Figura 1).

Figura 1 — Desenho taxon6mico mostrando o aspecto ventral de Eurytrema coelomaticum
com base na microscopia de luz (campo claro)

VO

Ce vV
™ TE
Ov
\\ ot
RV
DV
GVD GVE

PE

Legenda: VO - ventosa oral, RLCE - ramos laterais do canal excretor, F - faringe, E — es6fago, Gp -gonoporo, DE
- ducto ejaculatério, BC - bolsa do cirro, VS - vesicula seminal, VV - ventosa ventral, TD — testiculo
direito; TE — testiculo esquerdo, Ov - ovaério, Ot - o6tipo, RV - reservatério vitelinico, DV - ductos
vitelinicos, GVD - glandula vitelinica direita; GVE — glandula vitelinica esquerda, Ce - ceco, U -
atero, VE - vesicula excretora e PE - poro excretor - escala 1mm.

Fonte: Dissertacdo de mestrado Leite, K.G., 2015.
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Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico do E. coelomaticum é complexo do tipo heteroxeno, apresentando
trés hospedeiros: um molusco e um artropode, como hospedeiros intermediérios e, o
vertebrado como definitivo. Os ruminantes, principalmente bovinos, sdo os hospedeiros
definitivos que albergam os vermes adultos e eliminam os ovos junto as fezes. No ambiente,
estes sdo ingeridos pelo primeiro hospedeiro intermediario, moluscos gastropodes terrestres
do género Bradybaena, principalmente da espécie B. similares Férussac, 1821 (Gastropoda,
Xanthonychidae). Dentro do intestino dos caramujos ocorre a eclosédo da larva, denominada
miracidio, que se desenvolve em esporocistos de primeira geracdo (mée), tendo como sitio de
localizacdo o tubo digestdrio do gastrépode. Em seu desenvolvimento, os esporocistos de
primeira geracdo ddo origem a varios esporocistos de segunda geracdo (filhos), que em
condicdes ideais de temperatura (média de 26°C), podem completar o seu ciclo mais
rapidamente (BASSANI et al., 2007). Posteriormente, 0s esporocistos migram da superficie
externa do tubo digestério dos moluscos, alcangando o trato respiratério por onde sdo
liberados através da abertura respiratoria. Estes, por sua vez, ddo origem a centenas de
cercarias a partir da reproducdo assexuada (proliferativa clonal). O desenvolvimento do
helminto no gastrépode dura em torno de 90 dias (GOMES et al., 2000; ILHA et al., 2005).
Liberadas no ambiente, as cercarias sdo ingeridas pelo segundo hospedeiro intermediario,
gafanhotos do género Conocephalus Thunberg, 1815 (Brasil) ou Oecanthus Serville, 1831
(Asia) (ILHA et al., 2005), conhecidos vulgarmente como “esperanca”. Nestes insetos, as
cercarias livres atravessam a parede intestinal e se encistam no hemoceloma formando as
metacercarias (MATTOS JR, 1987; BRANDOLINI & AMATO, 2001). O processo de
desenvolvimento das cercérias para a forma de metacercéarias tem duracdo de 15 dias,
considerando uma temperatura constante de 30°C (ITAGAKI & CHIONE, 1982, apud
BASSANI et al., 2007). De acordo com Tang & Tang 1977 (apud BASSANI et al., 2007) o
nimero de metacercarias pode variar entre 1 e 461 formas infectantes. Fechando o ciclo de
transmissdo, hospedeiros definitivos, principalmente bovinos, se infectam ao ingerir 0s
artropodes contaminados com as metacercarias durante a pastagem. No intestino dos
hospedeiros definitivos, os vermes juvenis recém-ingeridos migram ativamente para o
pancreas, aonde tornam-se sexualmente ativos e produzem ovos maduros, que sao eliminados
junto as fezes, alcancando o ambiente e assim, reiniciando o ciclo (HEADLEY, 2000;
QUEVEDO et al., 2013; PINTO & MELO, 2016) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo bioldgico de Eurytrema coelomaticum

/4

Legenda: A. Ovos, contendo miracidios formados, sdo eliminados pelas fezes de hospedeiros
definitivos/vertebrados (ruminantes) para o meio externo e sdo ingeridos pelo primeiro hospedeiro
intermediario, o caramujo terrestre Bradybaena similaris; B. O miracidio eclode no trato digestivo do
molusco e desenvolve sucessivas geracdes de esporocistos (mées e filhos), que produzem cercérias; C.
Os esporocistos filhos, contendo cercarias, sdo expelidos do caramujo no ambiente terrestre e
ingeridos pelo segundo hospedeiro intermedidrio, insetos da ordem Orthoptera (gafanhotos e grilos);
D. As metacercérias sdo formadas dentro da cavidade do corpo dos insetos; E. Insetos contendo
metacercérias sdo ingeridos acidentalmente por ruminantes durante a pastagem. As metacercérias sao
excitadas no intestino do hospedeiro vertebrado e migram ativamente para o pancreas, onde crescem,
amadurecem sexualmente e produzem ovos, que sdo eliminados pelas fezes reiniciando o ciclo.

Fonte: Adaptado de Pinto & Melo, 2016.

Epidemiologia

As espécies do género Eurytrema apresentam ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo na Europa, Russia Oriental, Asia e América do Sul (Figura 3) (LAPAGE, 1956;
NIEBERLE & COHRS, 1970; MANNINGER & MOCSY, 1973; YAMAGUTI, 1975). A
espécie E. coelomaticum ja foi relatada em bovinos, caprinos, ovinos e bubalinos na China,
Japdo, Filipinas e Brasil (BASSANI et al., 2007; BARBOSA, et al., 2014; GROSSKOPF et
al., 2017).

Um fator que pode ser atribuido a essa disseminacao seria a movimentacdo de animais
provenientes de regides endémicas para regides indenes (KEISER & UTZINGER, 2009;
FERNANDEZ et al., 2012; FARJALLAH et al., 2013). No Brasil, a euritrematose afeta
animais presentes nas regides: Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Figura 4). Apesar do primeiro
caso de infecgdo ter sido diagnosticado em ruminantes em 1918 (HORTA, 1918), somente a
partir dos anos 70, com o trabalho “Trematddeos do Brasil, Travassos, 1969” foi confirmada a

espécie em questdo, e tomou-se conhecimento de estudos bioldgicos de E. coelomaticum.
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Um dos aspectos que mais chamam a atencdo na epidemiologia de E. coelomaticum
sdo os altos indices de animais infectados em abatedouros de diferentes estados brasileiros
(Tabela 1) (ILHA et al., 2005; BASSANI et al., 2007).

Casos de euritrematose humana foram relatados apenas para a espécie E.
pancreaticum no Oriente (ISHII et al., 1983; OGAWA et al., 2019), podendo representar uma
possivel preocupacdo para area médica, inclusive no Brasil (SCHWERTZ et al., 2015,
SCHWERTZ et al., 2017). Todavia, autores descartam a possibilidade de infeccdo humana
por Eurytrema coelomaticum no Brasil, devido a necessidade de ingestdo dos hospedeiros
intermediarios (grilos e gafanhotos) para que ocorra a contaminacgdo, algo incomum no
territorio brasileiro (PINTO & MELO, 2016).

Tabela 1 — Principais publicagdes de relatos de Eurytrema coelomaticum em bovinos no
Brasil contemplando autores e Estados de procedéncia

Autores

Estado de procedéncia

Horta, 1918

Figueiredo, 1928
Travassos, 1944
Brant, 1962
Campos et al., 1974
Costa et al., 1986

Mattos & Vianna, 1987
Yamamura, 1995

Belém, 1994
Belém, 1996
Santos & Prata, 1998

Azevedo et al., 2000
Bassani, 2006

Rachid, 2011

Pinheiro et al., 2015
Grosskopf et al., 2017
Da Silva Jr et al., 2018
Leite et al., 2020

Minas Gerais
Santa Catarina
Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
Minas Gerais

Séo Paulo

Mato Grosso do Sul
Minas Gerais
Parana

Rio Grande do Sul
Rio de Janeiro
Santa Catarina
Séo Paulo

Séo Paulo

Mato Grosso do Sul
Parana

Séo Paulo

Minas Gerais
Goias

Mato Grosso
Minas Gerais

Séo Paulo

Parana

Parana

Minas Gerais

Rio de Janeiro
Santa Catarina
Minas Gerais

Rio de Janeiro

Fonte: Bassani et al., 2007, Grosskopf et al., 2017, Da Silva Jr et al., 2018; Leite et al., 2020.
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Figura 3 - Distribuicdo global de Eurytrema spp.

I Paises com ocorréncia de espécies de Eurytrema em animais de produgao
I Ocorréncia de espécies de Eurytrema sem citago do pais de origem dos animais parasitados
[ Ocorréncia de Eurytrema spp. em animais silvestres

Paises sem relatos de ocorréncia de Eurytrema spp.

Fonte: Tese de doutorado de Fidelis Antbnio da Silva Janior. Disponivel em: https://www.arca.fiocruz.br
Ibitstream/icict/26665/2/fidelis_junior_ioc_dout_2017.pdf. Acessado em: 06/05/2019

Figura 4 - Distribuicdo geografica de Eurytrema coelomaticum no Brasil

I:l Unidades Federativas com ocorréncia de E. coelomaticum

l:l Unidades Federativas sem relato de E. coelomaticum

lustracdo: A autora, 2020.
Fonte: Bassani et al. (2007) e Grosskopf et al. (2017)


https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/26665/2/fidelis_junior_ioc_dout_2017.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/26665/2/fidelis_junior_ioc_dout_2017.pdf
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Euritrematose

As espécies de Eurytrema alojam-se nos ductos pancreaticos dos hospedeiros
definitivos, podendo infectar o trato biliar simultaneamente e produzir pancreatite intersticial
e, subsequente, obstrugéo ductal (BASSANI et al.,2007).

Em geral, os animais parasitados, principalmente, os bovinos, apresentam infeccéao
subclinica, sendo comuns 0s casos assintomaticos, que apenas sao diagnosticados em casos de
abate e necropsia. Quando sintomaticos, os ductos pancreaticos podem inflamar e distender.
Nas infeccbes graves com hiperparasitismo, 0s ductos podem ser ocluidos e o tecido
pancreatico podem ser gravemente danificados, gerando distlrbios gastrointestinais, que
provocam: anemia, vOmito, flatuléncia, diarreia, constipacdo, letargia, perda de peso,
fraqueza, anorexia, alteragBes cardiorrespiratorias e pancreatite intersticial cronica difusa
(ILHA et al., 2005; BASSANI et al., 2007; HEADLEY et al., 2009; SCHWERTZ et al.,
2016a; GROSSKOPF et al., 2017).

Animais infectados com boas condic¢des de saude, normalmente, ndo apresentam sinais
clinicos graves, entretanto, podem exibir altas concentracfes plasmaticas de amilase, glicose e
cetondria (ILHA et al., 2005, RACHID et al., 2011; QUEVEDO et al., 2013)

Diagnostico e tratamento

O diagnostico laboratorial da euritrematose baseia-se em exames coproparasitolégicos
a partir da pesquisa e identificacdo de ovos do helminto, entretanto, € uma técnica pouco usual
na pratica clinica. A parasitose muitas vezes s6 é diagnosticada no exame post-mortem,
principalmente devido a dificuldade de identificar a parasitose em animais pouco parasitados
ou assintomaticos, que acabam eliminando poucos ovos nas fezes (ILHA et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2013).

Outro método de diagnostico que vem sendo utilizado, porém em menor escala, € o da
reacao intradérmica, que usa antigenos imunogénicos em suspensao com a titulacdo de 1:500.
Porém, tem apresentado alto indice de resultados falso-negativos (CORREA et al., 1984;
BASSANI et al., 2007, FIGUEIRA et al., 2014).
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Nos anos 80, Sakamoto e colaboradores descreveram os farmacos nitroxinil e
praziquantel como uma forma de controle efetivo da parasitose. Observaram redugéo no
numero de ovos eliminados nas fezes, bem como, alteracdo morfoldgica nas formas adultas do
parasito.

No entanto, trabalhos mostram baixa eficiéncia dos produtos anti-helminticos para
combater a infecgéo, existindo discordancia sobre a efetividade dos medicamentos utilizados
no tratamento da doenca e havendo um consenso de que as drogas utilizadas ndo possuem
efeitos deletérios para os parasitos (BASSANI et al., 2007).

Levando em conta a salde, bem-estar dos animais infectados, e as questbes
financeiras, como o gasto frequente em medicamentos e suplementagdo nutricional, é
importante salientar que mesmo se 0s medicamentos fossem 100% eficazes, o risco de
reinfeccdo é constante, fato relacionado a exposi¢cdo dos animais num ambiente que apresenta
caracteristicas intrinsecas que contribuem para a manutencdo dos parasitos no solo,
consequentemente, o tratamento pode ndo ser a alternativa mais vidvel ou satisfatoria
(KEISER & UTZINGER, 2009).

Uma maneira de minimizar a ocorréncia da infeccdo esta associada a prevencdo, isto
pode ser feito através do controle da populacdo de hospedeiros intermediarios moluscos.
Logo, mantendo os niveis baixos destes gastropodes no ambiente, contribui para nédo
propagacao da doenca (JIMENEZ & MAYA-RENDON, 2007; BASSANI et al., 2007).

Diversidade genética de Eurytrema coelomaticum

Desde a descoberta da estrutura molecular do DNA, por James Watson e Francis Crick
em 1953, o campo da biologia molecular tem progredido consideravelmente e contribuido
para a compreensdo da evolucdo das espécies, possibilitado o desenvolvimento de métodos
para caracterizar geneticamente individuos e populacdes (FREELAND, 2005; GUIMARAES
et al., 2009; TENEVA, 2009).

O modo de heranga genética difere entre marcadores moleculares de DNA nuclear
(nDNA) e de DNA mitocondrial (mtDNA). Marcadores de nDNA (ex.: ITS, 18S, 28S)
possuem heranga biparental, sdo genes bastante conservados e muito utilizados em

reconstrucdo filogenética de diversos taxons e podem, eventualmente, ser usados para detectar
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hibridizacdo de espécies (GROSS et al, 1996; FREELAND, 2005;). Ja os marcadores de
mtDNA (ex.: cox1, Cytb, ND4) possuem, na vasta maioria dos casos, heranca uniparental e
sdo amplamente utilizados em estudos populacionais, pois muitos apresentam amplo
polimorfismo intraespecifico e evoluem mais rapidamente que marcadores em nDNA
(AVISE, 2000).

Genes de DNA mitocondrial e nuclear (principalmente os genes que codificam RNA
ribossomal) tém sido utilizados como marcadores em genética de populacdes e para a
classificacdo da filogenia de Eurytrema.

Em 2007, Zheng e colaboradores, realizaram a primeira analise molecular do género
Eurytrema, a partir do sequenciamento do gene RNA ribossomal 18S. Os autores montaram
uma arvore filogenética demonstrando que as espécies E. coelomaticum e E. pancreaticum
estdo situadas em posi¢cOes diferentes, confirmando em nivel molecular a distincdo destas
espécies na China.

Em 2012, Cai e colaboradores realizaram um novo estudo sequenciando o gene 18S
ribossomal das espécies E. coelomaticum, E. pancreaticum, E. cladorchis e E. fukienensis
recuperadas de animais silvestres (cervos) e domesticos (bovinos) em diferentes provincias da
China. Os resultados mostraram que as espécies E. coelomaticum, E. pancreaticum e E.
cladorchis quando recuperadas de hospedeiros diferentes ou do mesmo hospedeiro, em
regides distintas, apresentam um grau significativo de diferenciacdo genética. Um ramo
incluiu E. cladorchis, mais relacionado aos animais silvestres (cervos), outro ramo apresentou
E. pancreaticum e E. coelomaticum, associados aos animais domesticados (bovinos e ovinos)
e um terceiro ramo, a parte, apresentou E. fukienensis representando uma interface entre as
espécies de Eurytrema, ja que parasita tanto animais domésticos quanto selvagens.

Em 2014, Figueira e colaboradores estudaram a ocorréncia de Eurytrema spp. em
bovinos no estado do Parana, Brasil e realizaram o sequenciamento parcial do gene 18S rRNA
para identificacdo. A analise das sequéncias dos produtos amplificados confirmou que os
trematddeos se tratavam da espécie E. coelomaticum e foram filogeneticamente distinguidos
de E. pancreaticum de acordo com os dados depositados no banco de dados de genoma
(GenBank).

Mohanta e colaboradores em 2015 realizaram a caracterizagdo morfoldgica e
molecular de E. cladorchis parasitos de bovinos de Bangladesh. A arvore filogenética a partir
do rRNA 18S mostrou que todos os haplotipos de E. cladorchis de Bangladesh formam um
clado monofilético, onde outros membros do género Eurytrema (E. coelomaticum e E.

pancreaticum) sdo irméos de E. cladorchis. Por outro lado, o aglomerado formado por E.
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cladorchis de seu estudo é bem distinto daquele formado por E. cladorchis e E. fukienensis
relatado da China (Cai et al., 2012). As estimativas de divergéncia evolutiva sugerem que a
distdncia genética entre E. cladorchis desses dois paises € bastante distinta. Os autores
levantam a hipoOtese de que poderia haver uma compreensdo errada sobre a identificacdo
morfolégica de E. cladorchis e E. fukienensis no trabalho de Cai e colaboradores, 2012,
destacando a importancia da padronizacao e detalhamento na identificacdo morfoldgica destes
helmintos.

As informac6es sobre as variagfes genéticas ou polimorfismos poderiam aumentar o
conhecimento relativo da espécie E. coelomaticum, como a diferenciagdo e diversidade de
espécies estritamente relacionadas e suas relagGes intraespecificas (TEOFANOVA et al.,
2012).

Diante do exposto, destacamos que ha diferencas intraespecificas importantes tanto em
caracteres taxondmicos morfol6gicos quanto moleculares em E. coelomaticum. Para ampliar o
conhecimento sobre essa heterogeneidade € importante comparar especimes de E.
coelomaticum coletados em outras regides. Vale destacar a importancia da regido Sudeste na
producdo de gado, principalmente o estado de Minas Gerais, que possui um dos maiores
rebanhos do pais (IBGE, 2017).
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Confirmar a espécie causadora da euritrematose no estado de Minas Gerais, a partir da
taxondmica integrativa (morfolégica e molecular) de helmintos adultos recuperados de

bovinos provenientes de duas fazendas localizadas nos municipios de Campo Belo e Lavras.

1.2 Especificos

a) Explorar diferentes técnicas de microscopia para complementar a caracterizacao
morfologica, incluindo o estudo anatdmico e fisioldgico do helminto adulto, para
enriquecer a diagnose da espécie Eurytrema coelomaticum;

b) Aprofundar a compreensdo do mecanismo reprodutivo da espécie e formular
representacdes esquematicas;

c) Caracterizar a organizacdo do tegumento do helminto, associando suas estruturas ao
papel de fixacdo no tecido hospedeiro;

d) Elaborar arvores filogenéticas a partir do sequenciamento dos genes RNA18S nuclear

e cox1 mitocondrial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos parasitos

Os vermes adultos de E. coelomaticum foram coletados e cedidos pelo Dr. Fidélis
Antbnio da Silva Junior da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM) em 2016, durante a realizacdo da sua
pesquisa de doutorado com a espécie em questdo. Os espécimes foram obtidos a partir do
pancreas de bovinos naturalmente infectados, abatidos em um matadouro industrial
(Matadouro Frigorifico de Campo Belo) de acordo com as normas de vigilancia sanitaria. O
abatedouro regional de Campo Belo é responsavel pelo sacrificio e inspecdo de bovinos
provenientes de diferentes municipios da regido sul de Minas Gerais, dentre eles, a propria
cidade de Campo Belo (20° 51' 57" Sul, 45° 16" 24" Oeste) e Lavras (21° 14’ 45" Sul, 44° 59’
59" Oeste) (Figura 5). Os pancreas foram lavados individualmente dentro de uma bacia com
solugdo salina a 0,9%, para que os exemplares de E. coelomaticum soltos pudessem ser
recuperados por peneiras de nylon com malha de 150 um ap6s a passagem da solugdo. Os
parasitos foram lavados em solugéo fisiologica (0,9%) e foram identificados de acordo com a
procedéncia.

Os parasitos recuperados foram separados em dois grupos (A e B). O grupo A, de
ambas as procedéncias foram colocados entre duas laminas e levemente pressionados para a
manutencdo de sua forma original e fixados por imersdo em AFA (etanol 70%, formaldeido
37% e acido acético glacial) a temperatura ambiente, e foram conservados, posteriormente,
em alcool 70%, de acordo com da Silva Janior (2015). O grupo B foi lavado com solucéo
tampdo e congelado. Todos os espécimes foram identificados como E. coelomaticum a partir
das caracteristicas morfolégicas via microscopia de luz (ML), tendo sido levado em
consideracdo como caracteres determinantes o formato do corpo, o tamanho relativo das
ventosas e o tamanho dos ovos intrauterinos do parasito (TRAVASSOS, 1944).

Foram avaliados também, para comparacdo e analise estatistica das caracteristicas
morfometricas, 0s espécimes de Santa Cruz (n=25) (22° 55" 13” S e 43° 41' 6" O), Barra
Mansa (n=25) (22°32°25,19”S e 44°10°35,33”0) - RJ (LEITE, 2015) e os identificados como
E. coelomaticum (n=5) depositados no acervo da Cole¢do Helmintologica do Instituto

Oswaldo Cruz (CHIOC-RJ), recuperados de pancreas de bovinos (Bos tauros), corados com
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carmim cloridrico e montados em laminas definitivas com balsamo (Vouchers: N° 730a -
Santa Catarina; N° 1.159a. - Minas Gerais; N° 17.423 - Minas Gerais; N° 25.087 - Brasil; N°
34.174 - Museu Nacional).

Figura 5 - Mapa do Brasil evidenciando o estado de Minas Gerais e 0s municipios de Lavras e
Campo Belo
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Legenda: O frigorifico Matadouro esté situado no municipio de Campo Belo e atende a cidade de Lavras.

Fonte: Tese de doutorado de Fidelis Antbnio da Silva Junior.  Disponivel em
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/26665/2/fidelis_junior_ioc_dout_2017.pdf. =~ Acessado em:
06/05/2019. Adaptado.

2.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi pautado pela ética na pesquisa e as atividades foram realizadas
de acordo com as legislagdes vigentes (Decreto n°® 30.691/1952, Instrucdo Normativa n°
154/2007 e Lei 11.794/2008). Para E. coelomaticum, ndo ha necessidade de aprovacdo pelo
Comité de Etica Animal. Considerando-se que os helmintos sdo coletados de animais em
abatedouro, ndo havendo nenhuma possibilidade de que os animais fossem abatidos para a
consecucdo do presente estudo. Também ndo consta no projeto, nenhum objetivo que


https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/26665/2/fidelis_junior_ioc_dout_2017.pdf
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necessite a utilizacdo do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) fornecido por
trabalhadores/ proprietéarios de abatedouros.

2.3 Fixacao e coloragéo dos helmintos para microscopia de luz e confocal

Os helmintos do grupo A recuperados de bovinos de Campo Belo e Lavras foram
fixados em AFA (&lcool 70%, formol 37% e acido acético glacial), e posteriormente,
preservados em &lcool 70%.

Cinquenta vermes fixados, vinte e cinco de cada procedéncia, foram corados e
preparados para imagens de microscopia de luz (ML e DIC) e confocal. Os vermes foram
corados com carmim cloridrico, desidratados em uma série graduada de etanol, clarificados
com salicilato de metila e montados em béalsamo do Canadé, seguindo um processo regressivo
segundo Amato et al. (1991) adaptado conforme tabela 2 (NEVES et al., 1998; DE SOUZA et
al., 2011).

Ap0s a coloracdo, as laminas permanentes foram montadas da seguinte forma: uma
gota de balsamo do Canada sobre a lamina; depositou-se o helminto apoiando sua face dorsal
sobre o balsamo, cobrindo-os com a laminula na face ventral e expondo esta superficie para a

objetiva do microscopio. Todas as laminas foram numeradas e identificadas.

Tabela 2- Sequéncia para coloracao de Eurytrema coelomaticum pelo carmim cloridrico

Reagentes Tempo
Alcool 70% 15 min
Carmim cloridrico 8-10 min
Alcool 70% 15 min
Alcool 80% 15 min
Alcool 90% 15 min
Alcool 100% 15 min
Alcool 100% 15 min
Salicilato de metila 1-2h

Fonte: AMATO et al. (1991). Adaptado.
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2.4 Anélise morfométrica

Para realizar a morfometria, os cinquenta especimes corados foram visualizados e
desenhados utilizando o microscopio de luz acoplado a uma cadmara clara (Olympus BX40,
Japdo) na objetiva de 4x. As estruturas morfolégicas foram mensuradas nos desenhos
produzidos com auxilio de régua e paquimetro. Os dados morfométricos analisados estdo
apresentados na figura 6. As seguintes medidas lineares foram tomadas: comprimento do
corpo (CC); largura do corpo (LC); relacdo entre o comprimento e a largura do corpo
(CC/LC); distancia entre a regido anterior do corpo e ventosa ventral (A-VV); comprimento e
largura da ventosa oral (VO); comprimento e largura da faringe (F); distancia entre ventosa
oral e ventosa ventral (VO-VV); relacdo da largura da ventosa oral pela largura da ventosa
ventral (VO/VV); comprimento da bolsa do cirro (BC); comprimento e largura da ventosa
ventral (VV); comprimento e largura dos testiculos (T); comprimento e largura do ovario
(Ov); comprimento e largura das glandulas vitelinicas (GV); distancia entre ventosa ventral e
regido posterior do corpo (VV-P); distancia entre porcdo final do ceco e regido posterior do
corpo (Ce-P). Os ovos foram visualizados utilizando a objetiva de 40x, e foram tiradas suas
medidas de comprimento, largura e relacdo do comprimento pela largura. Nos resultados
todas as medidas foram apresentadas em milimetros (mm), exceto as indicadas de acordo com

as unidades de medida especificas.
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Figura 6 - Varidveis morfométricas analisadas em Eurytrema coelomaticum

LC

VO-VV

CcC

VV-P

Legenda: Comprimento do corpo (CC); largura do corpo (LC); distancia entre regido anterior do corpo e ventosa
ventral (A-VV); comprimento e largura da ventosa oral (VO); comprimento e largura da faringe (F);
comprimento e largura da ventosa ventral (VV); distancia entre ventosa oral e ventosa ventral (VO-
VV); comprimento da bolsa do cirro (BC); comprimento e largura dos testiculos direito e esquerdo
(TD e TE); comprimento e largura do ovério (Ov); comprimento e largura das glandulas vitelinicas
direita e esquerda (GVD e GVE); distancia entre ventosa ventral e regido posterior do corpo (VV-P);
distancia entre porcéo final do ceco e regiéo posterior do corpo (Ce-P) — escala: 1mm.

lHustracdo: LEITE, KG, 2015.
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2.5 Andlise estatistica

Foi realizada a andlise estatistica no programa GraphPad InStat (versdo 3.01),
utilizando o método Unpaired T-Test, para verificar a existéncia de diferenca significativa
entre as médias morfométricas dos vinte e cinco espécimes provenientes de cada localidade
(Lavras e Campo Belo - MG), e 0 método de variancia (ANOVA) por comparacao multipla
(pbs-teste de Tukey) para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as médias
morfométricas das amostras do presente estudo com as de estudo anterior, provenientes do
Rio de Janeiro (Barra Mansa e Santa Cruz) e da Cole¢do Helmintoldgica do Instituto Oswaldo
Cruz (CHIOC) (LEITE, 2015). Foram consideradas diferencas significativas P < 0,05. A

partir destes dados foram elaboradas tabelas e gréaficos.

2.6 Anélise morfoldgica

2.6.1 Microscopia de luz (ML)

A ML foi realizada utilizando um microscépio de luz (Nikon Eclipse 80i, Japéo)
acoplado a uma camera digital (Nikon DS-Ri1l, Japao), onde foram observados o formato e a
posicdo dos 6rgaos do helminto.

Exemplares voucher de E. coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo foram
depositados na Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) sob os numeros 39412 a-b e 39413 a-b,

respectivamente.
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2.6.2 Estereomicroscopia

A andlise por microscopia de fluorescéncia (MF), as laminas coradas com carmim
foram analisadas utilizando o estereomicroscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio Zoom V16,
Alemanha) do Centro de Microscopia do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Biologia Estrutural e Bioldgica (CENABIO) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ, Brasil). As mesmas laminas também foram visualizadas utilizando a
estereomicroscopia em modo campo claro (Zeiss, Discoverry. V8) no Departamento de
Anatomia do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ, Brasil).

2.6.3 Histologia

Os espécimes foram processados de acordo com a tabela 3. No processamento
incluimos as amostras em parafina, em seguida foram cortadas no microtomo (Leica
Biosystemd RM2125 RTS, China) no eixo longitudinal, nos planos coronal e sagital, com
espessura de 5 um. Posteriormente, foram desparafinizados e corados por hematoxilina e

eosina (Tabela 4).

Tabela 3 - Sequéncia para processamento histoldgico de Eurytrema coelomaticum

Estagios Reagentes Tempo
Lavagem Agua corrente 5 min
Desidratacao Alcool absoluto 4x 15 min
Diafanizacéo Xilol 3x 15 min
Impregnacao Parafina 2x 30 min

Fonte: Caputo et al. (2009). Adaptado.
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Tabela 4 - Sequéncia para coloracdo dos cortes histologicos de Eurytrema coelomaticum pela
hematoxilina e eosina

Estagios Reagentes Tempo
Desparafinizacao Xilol 20s
Desparafinizagao Xilol 20s

Hidratacio Alcool 100% 30s
Hidratagéo Alcool 90% 30s
Hidratagéo Alcool 70% 30s
Hidratagéo Agua destilada 10s
Coloracéo Hematoxilina 20 min
Lavagem Agua corrente 4 min
Lavagem Agua destilada 10s
Desidrataco Alcool 80% 1 min
Coloracéo Eosina 2 min
Lavagem Agua corrente 2 min
Lavagem Agua destilada 10s
Desidrataco Alcool 70% 1 min
Desidrataco Alcool 90% 1 min
Desidrataco Alcool 100% 1 min
Diafanizacéo Xilol 2 min
Diafanizacéo Xilol 2 min

Fonte: CAPUTO et al., 2009. Adaptado.

Apos a coloracdo, as laminas permanentes foram montadas em balsamo do Canada
diluido em salicilato de metila 3:1. Todas as laminas foram numeradas e identificadas.

Em seguida, o material foi analisado com o uso do microscopio de campo claro
(Olympus — BX53, Japdo) acoplado a camera fotografica (Olympus SC100, Japédo). As
imagens geradas foram editadas no programa CellSens Entry para andlise das estruturas

internas do helminto.

2.6.4 Microscopia confocal

As mesmas laminas montadas e coradas pelo carmim cloridrico foram observadas
utilizando um microscopio confocal (Nikon C2, EUA), operando a 556 nm de excitacéo, 573
nm de emisséo e pinhole a 1,4 (DE SOUZA, 2011), permitindo a visualizacdo detalhada da

musculatura do tegumento, das ventosas e da faringe; a forma dos 6rgdos reprodutores e a
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presenca de celulas reprodutivas nestes. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia Confocal/Fluorescéncia do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes.

2.6.5 Microscopia eletrbnica de varredura e criofratura

Espécimes de ambas as localidades fixados em AFA e conservados em alcool 70%
foram processados para MEV com base em protocolo anterior (LOPES-TORRES et al.,
2013), montadas em uma cesta de ponto critico, desidratadas em solu¢des de etanol de
concentracdo crescente, 70%, 80%, 90%, absoluto (2x) por 20 min de imersdo em cada etapa
a temperatura ambiente. Alternativamente, alguns espécimes, ja em etanol absoluto, antes de
serem secos pelo método de ponto critico, foram submetidos a criofratura, seguindo protocolo
descrito (ADNET et al., 2013). Resumidamente, as amostras foram acondicionadas em
envelopes de filme de parafina (parafilm) imergidos em alcool absoluto e congelados em
nitrogénio liquido (-196°C). O conjunto amostra e parafilm congelado foram colocados sobre
uma superficie metalica também congelada em nitrogénio liquido e, manualmente, fraturados
com uma lamina congelada. Os cortes foram realizados transversalmente e longitudinalmente.
Os fragmentos fraturados foram, imediatamente, transferidos para o etanol absoluto e todas as
amostras levadas para a secagem em ponto critico com CO; liquido. Posteriormente, as
amostras foram montadas em suportes metalicos (stubs) revestidos com fita adesiva de
carbono, os espécimes secos, foram posicionados, aderidos e montados com o auxilio de
estilete, pincel e estereomicroscopio. Alguns foram posicionados com a face ventral voltada
para cima e outros com a face dorsal. Seguindo a literatura (DE SOUZA, 2011), todas as
amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro (20-25nm). Finalmente, as
amostras foram examinadas nos Instituto de Quimica da UERJ (JSM-6510LV, Jeol, Japdo) e
na Plataforma de microscopia eletronica Rudolf Barth no Instituto Oswaldo Cruz (JSM-6390-
LV, Jeol, Japdo), ambos microscopios operando em modo de alto vacuo e a aceleracdo de
voltagem a 20-25 kV.
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2.7 Anélise molecular

Os espécimes do grupo B, de cada localidade geografica foram lavados com solucao
PBS e congelados para analise molecular realizada nos Laboratorios de Biologia de
Tripanossomatideos e Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios -
Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz).

a) Extracdo do DNA

Inicialmente, foram realizadas as extracdes do DNA, seguindo o protocolo do
QlAamp® DNeasy Plant Mini kit — Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemanha), utilizando um poll
de cinco espécimes de cada localidade, que foram identificados e congelados em nitrogénio
liquido (-196°C) por duas vezes e macerados juntamente a 200 ul de tampdo PBS em
microtubo de 2 ml. Em seguida, foram adicionados 400 ul de APl Buffer e 30 pl de
proteinase K e homogeneizados em termoshaker. As amostras com as solugcbes foram
mantidas a 56°C overnight para digestdo. Posteriormente, foi dada continuidade na extracao
do DNA, centrifugando o lisado por cinco minutos a 14.000 rpm. O lisado foi pipetado para
uma coluna de rotacdo QIAshredder, colocado em um tubo de coleta de 2 ml e centrifugado
por dois minutos. O fluxo foi transferido para um novo tubo sem perturbar o sedimento. Foi
adicionado 1,5 volume de tampdo AW1, misturado por pipetagem e transferido 650 pl da
mistura para uma coluna de centrifugacdo DNeasy Mini ecolocado em 2 ml de tubo de coleta.
Posteriormente, foi centrifugado por 1 min a 8000 rpm. O fluxo foi descartado, e esta etapa
foi repetida com a amostra restante. A coluna de centrifugacdo foi colocada em um novo tubo
de coleta de 2 ml, sendo adicionado 500 pl de tampdo AW2 e centrifugado por 1 min a 6000
rpm. O fluxo foi descartado e 500 pl de tampdo AW2 foi adicionado e centrifugado por 2
minutos a 14000 rpm. A coluna de rotacdo do tubo de coleta foi removida com cuidado para
gue ndo entrasse em contato com o fluxo. A coluna de rotacdo foi transferida para um novo
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Foram adicionados 100 pl de tampéo AE para elui¢do e
incubado por 5 minutos em temperatura ambiente (15-25°C). Finalmente, centrifugado por 1
min a 8000 rpm e eluidos em microtubos com 50 pl.

Apo0s a extracdo, o DNA foi avaliado quanto a quantidade (ng/ul) e & qualidade em
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000), no Pavilhdo de Hanseniase do Instituto Oswaldo

Cruz.
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b) Amplifica¢do por PCR

Para estudo e andlise da diversidade genética de E. coelomaticum de Minas Gerais, um
ensaio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi aplicado para amplificar o gene 18S
rDNA usando os primers E-18S-F e E-18S-R (ZHENG et al., 2007) e os primers A, B,Ce D
(CAI et al., 2012). Também foi amplificado um fragmento de DNA mitocondrial de
aproximadamente 400pb da subunidade 2 do gene Citocromo oxidase (MtDNA cox1) com 0s
iniciadores JB3 e JB4.5 (BOWLES et al., 1992) apresentados na tabela 5.

Os ensaios de PCR foram realizados em uma concentragao final de 3 pul de DNA.

Para amplificacdo utilizando os primers E-18S-F, E-18S-R e JB 3, JB 4,5 utilizou-se
40 pmol/ul de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, 2,5 mM MgCI2, tampéo 1X, 2,5 unidades de
GoTaq HotStart Polymerase (Promega, Southampton, Reino Unido), em um volume final de
25 pl.

J& na amplificagdo utilizando os primers A, B, C e D utilizou-se 1.0 pmol/ul de cada
primer, 12,5 pl de PCR Master Mix e 7,5 pl H.O DNA-free (Promega Corporation, Madison,
USA) em um volume final de 25 pl.

A sequéncia rRNA valida se encontra depositada no GenBank, sob o numero
DQ401035.

Tabela 5 - Primers utilizados para a amplificacdo por PCR

Alvo Tamanho do Nome do  Sequéncia (5’-3) Referéncia
fragmento primer
18S 1800 pb E-18S-F GGCTCATTAAATCAGCTATGGTT Zheng et al., 2007

E-185-R  ACGACTTTTACTTCCTCTAAAT

18S 1800 pb A CATTAAATCAGCTATGGTTCCTTAG Cai etal., 2012
B CGGTATCTGATCGTCTTCGAACCTC
C TGGATCGCCGCCAGACAAACTACAG
D AATGATCAAGTTTGGTCGTCTTCTC
coxl 400 pb JB3 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT Bowles et al,

JB4.5 TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 1992

As reacOes de PCR foram realizadas num termociclador (Mastercycler® nexus-
Eppendorf), com as seguintes condic¢Ges de ciclagem: 94°C por 3 min (desnaturagéo inicial);
40 ciclos de 94°C por 40 s (desnaturagdo), 55°C por 40 s (anelamento) e 72°C por 2 min
(extensdo); e extensdo final 72°C por 7 min. Também foram utilizadas as condic¢Ges de

ciclagem descritas por Cai et al. (2012).
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Os produtos da PCR (8 ul) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
(100 ml de TAE + 1 g de agarose) a corrente elétrica de 70 V. Em seguida, foram aplicados 1
ul de gel Red e 1ul de marcador de peso molecular (Ludwig 1000 pb) em comparacdo ao
controle negativo com 8 ul de 4gua ultrapura mais 1 pl de gel Red e 1ul de marcador de peso
molecular.

Ap0s a corrida, as bandas no gel foram visualizadas com auxilio de luz ultravioleta no
transiluminador UV (Bio-Rad).

¢) Sequenciamento do DNA

Os produtos da PCR foram, entdo, purificados, seguindo protocolo do Kit MinElute
Gel Extraction (250) — (Qiagen, Hilden, Alemanha). Apos a purificacdo, foram montadas duas
reacOes para cada sequenciamento. Cada uma contendo 6,5 ul de DNA genémico, sendo
adicionado 1 pl de primer R em um microtubo, e 1 ul do primer F no outro, para serem
analisadas 2 fitas de DNA. Posteriormente, foram sequenciados na plataforma RPT01A/IOC-

Fiocruz (sequenciador Applied Biosystems ABI 3730).

d) Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram verificadas utilizando a ferramenta online BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), onde foi feita a comparacdo de cada sequéncia com
as disponiveis no banco de dados GenBank do NCBI. As sequéncias obtidas foram editadas
para gerar uma sequéncia consenso nos programas Geneious 9.1.8 (KEARSE et al, 2012) e
BioEdit v7.0.4.1 (Department of Biological Science, North Carolina State University, EUA).
Adicionalmente as sequéncias disponiveis no GenBank foram incluidas no alinhamento com a
sequéncia consenso usando o programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

A andlise filogenética foi realizada pelo programa MEGAX v.10.1.7, utilizando o
método Méaxima Verossimilhanca - Maximum Likelihood (ML) mais 0 modelo de parametros
Kimura-2 (K2P) com distribuicdo gama (G) e 500 repeticdes de bootstrap seguindo o
protocolo de identificacdo de espécies (protocolo CBOL com codigo de barras de DNA)
(http://www.barcodeoflife.org/content/resources/Standards-and-guidelines).

A partir das sequéncias analisadas, foram montadas 3 arvores filogenéticas, de acordo
com os alvos analisados e tamanho dos pares de bases de cada em consonancia com os dados

da literatura.
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3 RESULTADOS

3.1 Morfometria

Foram mensurados um total de 50 espécimes, sendo 25 provenientes de Lavras e a
outra metade de Campo Belo, utilizando microscopia de luz com auxilio de camara clara.
Tomamos como base vinte e oito caracteristicas estruturais: 1) Comprimento do corpo; 2)
Largura do corpo; 3) Relacdo do comprimento pela largura do corpo; 4) Comprimento da
ventosa oral; 5) Largura da ventosa oral; 6) Comprimento da ventosa ventral; 7) Largura da
ventosa ventral; 8) Relacdo da largura da ventosa oral pela largura da ventosa ventral; 9)
Distancia entre ventosas; 10) Comprimento da faringe; 11) Largura da faringe; 12)
Comprimento da bolsa do cirro; 13) Comprimento do testiculo direito; 14) Largura do
testiculo direito; 15) Comprimento do testiculo esquerdo; 16) Largura do testiculo esquerdo;
17) Comprimento do ovario; 18) Largura do ovario; 19) Comprimento da glandula vitelinica
direita; 20) Largura da glandula vitelinica direita; 21) Comprimento da glandula vitelinica
esquerda; 22) Largura da glandula vitelinica esquerda; 23) Distancia entre regido anterior do
corpo e ventosa ventral; 24) Distancia entre ventosa ventral e regido posterior do corpo; 25)
Distancia entre porcdo final do ceco e regido posterior do corpo; 26) Comprimento dos ovos
intrauterinos; 27) Largura dos ovos intrauterinos; e 28) Relacdo do comprimento pela largura
dos ovos intrauterinos.

Observamos as seguintes variacbes morfométricas nos espécimes provenientes das
localidades de Lavras (n=25) e Campo Belo (n=25): comprimento do corpo 3,48 a 9,78;
largura do corpo 1,66 a 5,41; comprimento da ventosa oral 0,33 a 1,06 e largura 0,33 a 0,91;
comprimento da ventosa ventral 0,41 a 1,0 e largura 0,4 a 1,08; comprimento do testiculo
direito 0,16 a 0,9 e largura 0,16 a 0,95; comprimento do testiculo esquerdo 0,13 a 0,9 e
largura 0,16 a 0,96; comprimento do ovario 0,08 a 0,45 e largura 0,13 a 0,48. Os dados sobre
a média, desvio padrdo, valores minimo e maximo, e analise estatistica (Teste t) estdo

apresentados na tabela 6.



Tabela 6 - Dados morfométricos (mm) de Eurytrema coelomaticum provenientes de bovinos
naturalmente infectados de Lavras e Campo Belo, MG

Caracteristicas Lavras (n=25) Campo Belo (n=25) P

Comprimento corpo (CC) 5,6+1,28 (3,48-8,83) 7,56£1,03 (4,45-9,78) 0,0001
Largura corpo (LC) 3,01+1,07 (1,66-5,41) 3,46+0,78 (1,68-4,71) 0,0986
Relacdo CC/LC 1,95+0,4 (1,26-2,87) 2,26+0,78 (1,58-3,07) 0,0156
Distancia entre A-VV 1,84+0,39 (1,26-2,83) 2,66+0,36 (1,45-3,23) 0,0001
Comprimento VO 0,62+0,16 (0,38-0,91) 0,87+0,14 (0,33-1,06) 0,0001
Largura VO 0,57+0,17 (0,33-0,91) 0,76+0,1 (0,36-0,9) 0,0001
Comprimento VV 0,6+0,12 (0,41-0,86) 0,82+0,11 (0,51-1,0) 0,0001
Largura VV 0,61+0,14 (0,4-0,95) 0,8+0,12 (0,5-1,08) 0,0001
Relacdo VO/VV 0,91+0,12 (0,66-1,18) 0,96+0,14 (0,72-1,4) 0,1614
Distancia entre VO-VV 1,75+0,36 (1,23-2,66) 2,55+0,35 (1,5-3,05) 0,0001
Comprimento faringe 0,19+0,05 (0,13-0,28) 0,25+0,04 (0,16-0,35) 0,0001
Largura faringe 0,17+0,04 (0,11-0,28) 0,22+0,03 (0,13-0,26) 0,0001
Comprimento BC 0,88+0,3 (0,48-1,53) 1,43+0,18 (0,95-1,66) 0,0001
Comprimento T direito 0,39+0,17 (0,16-0,76) 0,64+0,15 (0,25-0,9) 0,0001
Largura T direito 0,42+0,17 (0,16-0,83) 0,65+0,16 (0,26-0,95) 0,0001
Comprimento T esquerdo 0,35+0,15 (0,13-0,68) 0,63+0,12 (0,23-0,9) 0,0001
Largura T esquerdo 0,43+0,17 (0,16-0,78) 0,67+0,14 (0,23-0,96) 0,0001
Comprimento ovario 0,2+0,07 (0,08-0,35) 0,31+0,06 (0,18-0,45) 0,0001
Largura ovario 0,26+0,09 (0,13-0,43) 0,34+0,05 (0,23-0,48) 0,0003
Comprimento GV direita 0,98+0,39 (0,36-1,93) 1,37+0,29 (0,76-2,21) 0,0003
Largura GV direita 0,52+0,18 (0,26-0,88) 0,59+0,11 (0,31-0,75) 0,1295
Comprimento GV esquerda 0,94+0,35 (0,31-1,66) 1,36+0,26 (0,88-2,0) 0,0001
Largura GV esquerda 0,53+0,20 (0,23-1,0) 0,60+0,14 (0,28-1,0) 0,1374
Distancia entre VV-P 3,09+0,92 (1,53-5,1) 4,06+0,81 (2,5-5,83) 0,0003
Distancia entre Ce-P 1,04+0,41 (0,48-2,08) 1,3+0,34 (0,78-1,85) 0,0306
Comprimento ovo uterino 0,047+0,002 (0,042-0,050)  0,047+0,003 (0,041-0,050) 0,1532
Largura ovo uterino 0,028+0,001 (0,025-0,030)  0,028+0,002 (0,025-0,030) 0,6145
Ovo C/L 1,5+0,11 (1,41-1,83) 1,56+0,10 (1,38-1,71) 0,8896

Legenda: Dados morfométricos (minimo-maximo e média + desvio padrdo); A-VV (regido anterior do corpo e
ventosa ventral), VV-P (ventosa ventral e regido posterior do corpo), BC- bolsa do cirro, T — testiculo,
Ce-P (porcéo final do ceco e regido posterior do corpo), C/L- relacdo do comprimento pela largura;
Andlise estatistica (Teste t): P < 0,05 quando ha diferenca significativa.
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Uma comparacdo dos dados do presente estudo com os descritos na literatura esta
apresentada na tabela 7. A partir desta tabela é possivel verificar que os espécimes aqui
estudados possuem medidas menores do que os obtidos na literatura, com base neste
levantamento morfométrico, sugerimos que 0s caracteres mais precisos para identificacdo da
espécie Eurytrema coelomaticum, sdo: a razdo entre ventosa oral/ventosa ventral, o tamanho

dos ovos e a relagdo do comprimento/largura dos ovos intrauterinos.

Tabela 7 - Comparacao dos dados morfométricos (mm) de Eurytrema coelomaticum descritos
na literatura com o presente estudo

Ano de publicacao*

Caracteristicas 1892 1898 1907 1944 2015 2020
Comprimento do corpo 15 7-10 7,5-10 10-13 6,51 3,4-9,7
Largura do corpo 5 4-4.5 3,5-5,5 6-7 3,26 1,6-5,4
Didmetro da VO - 0,7-0,9 0,83-0,95 0,9-1 0,72 0,36-1
Didmetro da VV - - 0,83-0,98 0,9-1 0,71 0,4-1
Relacéo entre ventosas - - - 1:1 1:1 1:1
Diametro da faringe - - - 0,2-0,3 0,2 0,11-0,35
Comprimento da BC - 0,9-14 - 1,4-1,7 1,08 0,4-1,6
Didmetro dos testiculos - - - 1-1,3 0,49 0,13-0,9
Diametro do ovario - - - 0,5 0,28 0,08-0,48
Comprimento do ovo - 0,044-0,049 0,046 0,042-0,050 0,042 0,041-0,050
Largura do ovo - 0,023-0,030 0,027 0,023-0,030 0,028 0,025-0,030
Distancia entre ventosas - 1,3-24 2,5-2,97 2,5-2,8 2,13 1,23-2,66

Legenda: *Publicacdes: Giard & Billet, 1892; Railliet & Morotel, 1898 ;Looss & Cuffey, 1907; Travassos, 1944;
Dissertacdo de mestrado de Leite, 2015; Presente estudo, 2020. Valores de média e minimo—maximo.
O valor do diametro equivale a maior medida dos 6rgaos circulares.

Os gréaficos 1 a 5 apresentam as médias das caracteristicas morfologicas que sofreram
maior variacdo dentre as amostras das duas localidades estudadas. Segundo a andlise
estatistica (Teste t), os valores médios de: comprimento do corpo (CC), relacdo do
comprimento pela largura do corpo (CC/LC), distancia entre regido anterior do corpo e
ventosa ventral (A-VV), distancia entre ventosas (VO-VV), distancia entre ventosa ventral e
regido posterior do corpo (VV-P) e distancia entre por¢do final do ceco e regido posterior do
corpo (Ce-P) mostram que o tamanho dos helmintos e de suas estruturas sao maiores nos

espécimes provenientes de Campo Belo (Gréafico 1).
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Gréfico 1- Comparagdo morfométrica das médias de comprimento do corpo, largura do corpo,
relacdo do comprimento pela largura do corpo, distancia entre ventosas, distancia
entre regido anterior do corpo e ventosa ventral, distancia entre ventosa ventral e
regido posterior do corpo e distancia entre ceco e regido posterior do corpo de
Eurytrema coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo — MG

B Lavras Campo Belo
7,56
4,06
2,55
I I I I I 1'041,3
CC/Lc* VO-VV* A-VV* VV-p* Ce-P*

Legenda: CC- comprimento do corpo, LC- largura do corpo, CC/LC - relagcdo do comprimento pela largura do
corpo, VO-VV - distancia entre ventosas, A-VV- distancia entre regido anterior do corpo e ventosa
ventral, VV-P- distancia entre ventosa ventral e regido posterior do corpo, Ce-P- distancia entre ceco e
regido posterior do corpo. Média das medidas expressas em milimetro. * Apresentaram diferenca
significativa.

Identificamos que o tamanho das ventosas é relativo ao tamanho do corpo do
helminto. Nos espécimes provenientes de bovinos de Lavras o comprimento do corpo é cerca
de 26% menor do que os helmintos obtidos em Campo Belo, sendo assim, suas ventosas
também apresentam tamanhos reduzidos (27 a 29%). Apesar dos espécimes apresentarem
diferengas significativas em relagdo aos caracteres citados, a razdo entre a largura das
ventosas oral/ventral (VO/VV) ndo apresentou diferenca significativa, o que pode ser

utilizado com dado morfométrico na identificacdo e caracterizacdo da espécie (Grafico 2).
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Gréfico 2- Comparagdo entre comprimento e largura das ventosas oral e ventral de Eurytrema
coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo — MG

M Lavras Campo Belo

0, 91
0,87 0,82
0,76 I
VO largura* VV larguara* VO/W
comprlmento* comprlmento*

Legenda: VO — ventosa oral, VV — ventosa ventral, VO/VV - relacdo da largura da ventosa oral pela largura da
ventosa ventral. Média das medidas expressas em milimetro. * Apresentaram diferenca significativa.

O comprimento e a largura da faringe (F), bem como a medida dos 6rgdos dos
sistemas reprodutores masculino e feminino também sdo proporcionais ao tamanho do corpo
dos helmintos e foram menores nos espécimes provenientes de Lavras em comparag¢do com as
amostras coletadas em bovinos de Campo Belo (Gréficos 3, 4 e 5). Assim, identificamos
diferencas significativas, entre os espécimes provenientes dos dois municipios, em relacdo a
estas medidas. Destacamos que os helmintos coletados em bovinos de Campo Belo séo 24 a

40% maiores nestas estruturas do que os helmintos provenientes de Lavras.

Gréfico 3 - Comparacéo entre comprimento e largura da faringe de Eurytrema coelomaticum
provenientes de Lavras e Campo Belo — MG

M Lavras Campo Belo

0,25
0,22

Faringe comprimento Faringe largura

Legenda: Média das medidas expressas em milimetro.
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Gréfico 4- Comparagdo entre comprimento e largura dos 6rgdos do sistema reprodutor
masculino de Eurytrema coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo —

MG
B Lavras Campo Belo
1,43
0,64 0,65 0,63 0,67
0,35 I
TD largura TE largura
comprlmento comprlmento comprlmento

Legenda: BC — bolsa do cirro, TD — Testiculo direito, TE — Testiculo esquerdo. Média das medidas expressas em
milimetro.

Gréafico 5- Comparacdo entre comprimento e largura dos érgdos do sistema reprodutor
feminino de Eurytrema coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo —

MG
M Lavras Campo Belo
1,37 1,36
0,94
0,520°2 0,53 9.
0,031 0 269 I
& 50 ® @ NS o’z’k
N
& \\\'?}% & & & &
&L e & <</o° ©
N Q
o S &

Legenda: Ov — ovario, GVD - glandula vitelinica direita, GVE — glandula vitelinica esquerda. Média das
medidas expressas em milimetro. * Nao apresentou diferenca significativa.
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Apesar dos espécimes apresentarem diferencgas significativas com relacdo a maioria
dos caracteres citados, as estruturas taxondmicas utilizadas para o diagnostico se mantiveram
conservadas. O tamanho e a razdo do comprimento/largura dos ovos intrauterinos foram as
unicas medidas que se mantiveram lineares em todos os espécimes de ambas as localidades.
Neste mesmo aspecto, a razéo entre largura das ventosas oral/ventral (VO/VV) apresenta um
resultado similar. Em relacdo as nossas analises estatisticas, estas estruturas ndo apresentaram
diferenca significativa, indicando serem caracteres taxonémicos adequados para auxiliar na
identificacdo da espécie de acordo com a morfometria, e se tratando dos ovos poderia também

ser aplicado em exame parasitoldgico de fezes de animais infectados (Grafico 6).

Gréafico 6- Comparacdo entre comprimento e largura dos ovos intrauterinos de Eurytrema
coelomaticum provenientes de Lavras e Campo Belo — MG

W Lavras - MG Campo Belo - MG

0,047 0,047

0,028 0,028

Ovo - comprimento Ovo - largura

Legenda: Média das medidas expressas em milimetro.

Ao realizarmos uma comparacdo dos dados morfométricos do presente estudo com
dados de estudo anterior (LEITE, 2015) observamos que a relacdo da largura da ventosa oral
pela largura da ventosa ventral e as medidas dos ovos intrauterinos sao caracteres
morfométricos que ndo apresentam diferenca significativa independente do local de
procedéncia (Tabela 8).
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Tabela 8- Andlise estatistica (ANOVA) dos caracteres morfoldgicos estudados através de
morfometria de Eurytrema coelomaticum do presente estudo (MG - Lavras e
Campo Belo) em comparacao a espécimes do RJ (Santa Cruz e Barra Mansa) e da
Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC) (LEITE, 2015)

LA LA LA LA CB CB CB SC SC BM

Caracteristicas X X X X X X X X X X
CB SC BM CHIOC SC BM CHIOC BM CHIOC CHIOC

Comprimento corpo (CC) -
Largura corpo (LC)

Relagéo CC/LC
Distancia entre A-VV
Comprimento VO
Largura VO
Comprimento VV
Largura VV

Relagdo VO/VV
Distancia entre VO-VV
Comprimento faringe
Largura faringe
Comprimento BC
Comprimento T direito
Largura T direito
Comprimento T esquerdo
Largura T esquerdo
Comprimento ovario
Largura ovario
Comprimento GV direita
Largura GV direita
Comprimento GV esquerda
Largura GV esquerda
Distancia entre VV-P
Distancia entre Ce-P
Comprimento ovo uterino
Largura ovo uterino

Ovo C/L

[ ] Sem diferenca significativa
- Com diferenga significativa

Legenda: Andlise de varidncia (ANOVA) quando ha diferenca significativa P < 0,005. LA- Lavras (n=25); CB-
Campo Belo (n=25); SC- Santa Cruz (n=25); BM- Barra Mansa (n=25), depositados na CHIOC-
Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (n=5). CC/LC- comprimento do corpo pela
largura do corpo; A-VV- regido anterior do corpo e ventosa ventral; VO- ventosa oral, VV- ventosa
ventral; GV- glandula vitelinica; VV-P- ventosa ventral e regido posterior do corpo; Ce-P- porcao
final do ceco e regido posterior do corpo; C/L- relagcdo do comprimento pela largura.
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Segundo a andlise estatistica de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey, 0s
valores de vinte e quatro caracteristicas apresentaram diferenca significativa entre espécimes
das cinco procedéncias analisados neste trabalho. Porém, foi observado que os espécimes das
diferentes localidades, quando comparados entre si, apresentaram o tamanho de suas
estruturas proporcional ao tamanho do corpo dos helmintos.

Os espécimes provenientes de Minas Gerais e Santa Catarina analisados em amostras
obtidas na CHIOC apresentaram o comprimento do corpo 10 a 33% maior que os helmintos
das demais localidades. Quando realizamos a relagdo do comprimento pela largura do corpo,
apesar de haver diferencga significativa entre os espécimes de Lavras x Campo Belo (P =
0,0156) e Campo Belo x Barra Mansa (P = 0,0084), a média deste parametro se apresentou

aproximada (Gréafico 7).

Gréafico 7 - Comparacao do comprimento do corpo, largura e da relagdo comprimento/ largura
do corpo de Eurytrema coelomaticum provenientes do Rio de Janeiro, Colecéo
Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz e Minas Gerais

I1CC "4 LC ®mCC/LC
8,4
7.1 7,6
5,6 5,6
- 3,7 3,8 30 3,5
, ¥ ’
/7,20 ? 2,0 y 22 "/, 20 23
/ :l:l: / % I:l:l % I:I:I
sons e e o 7
Santa Cruz- RJ Barra Mansa - RJ CHIOC Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: CC- comprimento do corpo, LC- largura do corpo, CC/LC — relagdo do comprimento pela largura do
corpo. CHIOC - Colegdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Média das medidas expressas
em milimetro.

A comparacdo das distancias entre: regido anterior e ventosa ventral; ventosa oral e
ventosa ventral; ventosa ventral e regido posterior do corpo; porcao final do ceco e regido
posterior do corpo mostrou uma aproximacdo morfométrica, ndo apresentando diferenca
significativa, entre os espécimes de Lavras e Santa Cruz e entre os espécimes de Campo Belo
e da CHIOC. (Gréfico 8).
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Gréfico 8- Comparacgdo das distancias entre: regido anterior e ventosa ventral; ventosa oral e
ventosa ventral; ventosa ventral e regido posterior do corpo; porc¢éo final do ceco e
regido posterior do corpo de Eurytrema coelomaticum provenientes do Rio de
Janeiro, Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz e Minas Gerais

= A-W & VO-VV EVV-P # Ce-P

Santa Cruz- RJ Barra Mansa - RJ CHIOC Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: A-VV- distancia entre regido anterior do corpo e ventosa ventral, VO-VV — distancia entre ventosas,
VV-P- distdncia entre ventosa ventral e regido posterior do corpo, Ce-P- distancia entre ceco e regido
posterior do corpo. CHIOC — Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Média das medidas
expressas em milimetro.

Comparando o comprimento e a largura das ventosas oral e ventral, os espécimes de
Santa Cruz e Lavras mantiveram sua aproximacdo morfométrica, enquanto Campo Belo
apresentou similaridade tanto com os espécimes de Barra Mansa quanto com os espécimes da

CHIOC. Estes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (Gréafico 9).

Gréafico 9- Comparacdo do comprimento e da largura das ventosas oral e ventral de Eurytrema
coelomaticum provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintol6gica do
Instituto Oswaldo Cruz e Minas Gerais

# VO - comprimento Il VV - comprimento = VO - largura % VV - largura
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Santa Cruz- RJ Barra Mansa - RJ CHIOC Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: VO- ventosa oral, VV- ventosa ventral. CHIOC — Colecao Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz.
Média das medidas expressas em milimetro.
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O comprimento e a largura da faringe apresentam diferenca estatistica entre a maioria
dos grupos. Logo, ndo apresentaram um padrdo morfométrico nos espécimes das diferentes
localidades. Os valores medios do comprimento da faringe variaram de 0,18 mm nas amostras

de Santa Cruz e 0,26 mm nos espécimes de Campo Belo. (Grafico 10).

Gréafico 10- Comparacdo do comprimento e largura da faringe de Eurytrema coelomaticum
provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo
Cruz e Minas Gerais
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Legenda: F- faringe. CHIOC — Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Média das medidas
expressas em milimetro.

A andlise estatistica do comprimento da bolsa do cirro mostrou que as localidades de

Santa Cruz e Lavras ndo apresentaram diferenca significativa, assim como Campo Belo e

CHIOC. Ainda assim, as amostras depositadas na CHIOC apresentaram um tamanho médio

de 18 a 47% maior do que os espécimes das demais localidades (Gréafico 11).

Grafico 11- Comparagdo do comprimento da bolsa do cirro de Eurytrema coelomaticum
provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo
Cruz e Minas Gerais

Bolsa do cirro - comprimento
1,51
1,23
0,89
0,86 0,80
Santa Cruz- RJ Barra Mansa - CHIOC Lavras - MG Campo Belo -
RJ MG

Legenda: Valores das médias. CHIOC- Colecdo Helmintolégica do Instituto Oswaldo. Média das medidas
expressas em milimetro.
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O comprimento e a largura dos testiculos ndo apresentou diferenga significativa no
teste estatistico entre os espécimes de Lavras e Santa Cruz, assim como na amostragem de
Campo Belo e da CHIOC. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os helmintos da
CHIOC e de Campo Belo, notamos que a média destas caracteristicas foi 17% maior nos

espécimes de Campo Belo (Gréfico 12).

Gréafico 12- Comparacdo do comprimento e largura dos testiculos de Eurytrema coelomaticum
provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo
Cruz e Minas Gerais
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Santa Cruz- RJ Barra Mansa - RJ CHIOC Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: TD- testiculo direito; TE — testiculo esquerdo. CHIOC — Cole¢do Helmintoldgica do Instituto Oswaldo
Cruz. Média das medidas expressas em milimetro.

Os valores médios do comprimento e da largura do ovario dos espécimes de Santa
Cruz e Lavras ndo apresentaram diferenca significativa. Campo Belo se aproximou tanto da
CHIOC quanto de Barra Mansa. Foi possivel visualizar que as amostras da CHIOC

apresentam um valor médio pelo menos 15% maior que as demais localidades (Gréfico 13).

Gréfico 13- Comparacdo do comprimento e largura do ovéario de Eurytrema coelomaticum
provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintolégica do Instituto Oswaldo
Cruz e Minas Gerais

8 Ov - comprimento = Ov - largura
0,40
036 ooz 0,34
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Santa Cruz - RJ Barra Mansa - RJ CHIOC Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: Ov - ovario. CHIOC — Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Média das medidas
expressas em milimetro.
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Na comparacdo do comprimento e largura das glandulas vitelinicas os espécimes de
Santa Cruz e Lavras ndo apresentaram diferenca significativa, com medidas 33% menores que
as demais localidades. Por sua vez, Barra Mansa, CHIOC e Campo Belo se aproximaram

nesta caracteristica com tamanhos similares, sem diferenca significativa entre si (Gréafico 14).

Gréafico 14- Comparacao do comprimento e largura das glandulas vitelinicas de Eurytrema
coelomaticum provenientes do Rio de Janeiro, Colecdo Helmintoldgica do
Instituto Oswaldo Cruz e Minas Gerais

# GVD - comprimento ™ GVD-largura T GVE- comprimento & GVE- largura

1,37 1,36

o aoe O
Y v O
o, D

Santa Cruz- RJ Barra Mansa - RJ Lavras - MG Campo Belo - MG

Legenda: GVD- glandula vitelinica direita; GVE- glandula vitelinica esquerda. CHIOC — Colecéo
Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Média das medidas expressas em milimetro.

De maneira geral, os espécimes de Lavras e Santa Cruz apresentaram similaridade
morfométrica em 100% dos caracteres, ndo apresentando diferenca estatistica em nenhuma
caracteristica analisada. Ja os espécimes de Campo Belo, Barra Mansa e depositados na
CHIOC apresentaram similaridade em 67,85% dos caracteres mensurados.

As caracteristicas que se destacam por ndo apresentarem diferenca significativa em
nenhum espécime das 5 diferentes procedéncias sdo: a relacdo entre largura da ventosa oral
pela largura da ventosa ventral que apresentou valor igual a aproximadamente 1; a largura e o
comprimento dos ovos que apresentou um valor médio de 0,027-0,028 e 0,042-0,047 mm
respectivamente, assim como a relacdo do comprimento/largura dos ovos que teve valores
entre 1,5-1,56.
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3.2 Morfologia geral

Os espécimes analisados (vinte e cinco provenientes de Lavras e vinte e cinco de
Campo Belo) apresentaram todas as caracteristicas morfolégicas que confirmam a
identificacdo da espécie como E. coelomaticum (Figura 7 A e B).

Corpo achatado dorsoventralmente com formato ovoide a piriforme; margem do corpo
ondulada formando invaginacdes no tegumento; superficie do tegumento apresentando cristais
cubicos de proteinas; ventosa oral subterminal de tamanho subigual ao da ventosa ventral e
localizada na regido pré-equatorial no terco médio do corpo; auséncia de pré-faringe; faringe
pequena, situada logo abaixo da ventosa oral, de formato arredonda a alongado; eséfago curto
e bifurcado; e cecos delgados e sinuosos que se estendem até a por¢do posterior do corpo do
parasito, onde ocorre afilamento do corpo do helminto. O sistema reprodutor masculino
apresenta dois testiculos globosos e arredondados com didmetros subiguais, localizados ap6s
a ventosa ventral na regido mediana do corpo em campos afastados; a bolsa do cirro é
claviforme e volumosa, localizada abaixo da bifurcacdo do esdfago e acima da ventosa
ventral, com sua por¢do final voltada para 0 mesmo lado do ovario, podendo estar mais
proxima da ventosa ventral ou sendo sobreposta por ela. O sistema reprodutor feminino é
constituido por um ovério esférico e pequeno, ligeiramente posicionado abaixo de um dos
testiculos, sobrepondo o receptaculo seminal, seguido pelo complexo da glandula de Mehlis;
o6tipo submedianos, localizados entre ovéario e reservatorio vitelinico. Ductos vitelinicos
estreitos, situados abaixo do reservatorio vitelinico, ligando-se as glandulas vitelinicas laterais
que sdo constituidas por foliculos reunidos em grupos “cachos de uvas”, localizando-se
abaixo dos testiculos e, normalmente, sobrepdem e terminam antes do fim dos cecos. O Utero
é longo, ramificado e ocupa a maior parte do interior do corpo do parasito, é intracecal, se
estendendo desde a regido posterior a ventosa ventral até préximo a regido distal. Algumas
alcas uterinas alcangcam a regido anterior a ventosa ventral para onde se conectam ao
gonoporo, local onde ocorre a eliminacdo dos ovos. Estes que sdo elipsoides, operculados e
com casca espessa de cor castanho-caramelo a marrom. O poro excretor é terminal e a
vesicula excretora apresenta forma em T com ramifica¢cdes que contornam grande parte da
lateral do corpo do helminto.

Algumas anormalidades morfoldgicas tambeém foram visualizadas, como: a presenca de

apenas um testiculo, dois testiculos posicionados no mesmo lado do corpo, apenas uma
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glandula vitelinica e até a auséncia de ovario. Essas anomalias, ndo sdo frequentes e foram
identificadas em 16% das amostras de Campo Belo e 8% das amostras de Lavras.

Vale destacar que a posicao do ovario ndo segue um padrdo, pois ao orientarmos todos
os helmintos na mesma posicado, sempre os observando pela face ventral, identificamos o
ovario localizado no lado direito (Lavras: 44% e Campo Belo 50%), bem como do lado
esquerdo (Lavras: 56% e Campo Belo 50%) do corpo do helminto. A porc¢éo final da bolsa do

cirro segue esta orientacdo, sempre voltada para 0 mesmo lado do ovario.

Figura 7 - Morfologia geral de Eurytrema coelomaticum

GVE

Legenda: Morfologia geral de Eurytrema coelomaticum adulto por estereomicroscopia (A) e fluorescéncia (B).
VO — ventosa oral, F — faringe, E — esdfago, Ce — ceco, VV — ventosa ventral, TD — testiculo direito,
TE — testiculo esquerdo, Ov — ovéario, GM — complexo da glandula de Mehlis, GVD - glandula
vitelinica direita, GVE — glandula vitelinica esquerda, U — Utero, IT — invaginac¢6es do tegumento, VE
— vesicula excretora, PE — poro excretor, CCP — cristais cubicos de proteinas. Escala de 1 mm.
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3.2.1. O tegqumento

A superficie do tegumento destes helmintos apresenta uma topografia rugosa com
inclusdes de cristais cubicos de proteinas (CCP), tanto na superficie ventral quanto dorsal, que
é um padrdo do género Eurytrema. Utilizando a microscopia eletronica de varredura (MEV)
conseguimos observar que a camada tegumentar sincicial apresenta um padréo de "favo de
mel"”. Pela primeira vez identificamos a presenca de papilas na face dorsal da regido anterior,
onde quatro papilas simétricas estdo distribuidas formando um trapézio, sendo as duas
anteriores com menor didmetro, proximas entre si e dispostas mais a borda do corpo e as duas
papilas posteriores, apresentam maior didmetro e maior distancia entre si (Figura 8 A e B). E
comum 0 corpo apresentar “pregas” na regido lateral com profundidade variada e intervalos
irregulares. Estas invaginacOes tegumentares (Figura 8 C) podem estar relacionadas ao

aumento da superficie do tegumento para facilitar a trocas de substancias com o0 meio externo.

Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura mostrando a superficie do tegumento de
Eurytrema coelomaticum

Legenda: A — Face dorsal apresentando tegumento rugoso com papilas (P) e cristais cubicos de proteina (CCP);
B- Papila em aumento; C- visdo da margem do corpo com invaginag@es no tegumento (IT). Escalas:
AeC:100 ume B: 10 um.

Os cristais cubicos de proteinas se originam na camada sincicial externa do tegumento
e se projetam para superficie. A camada sincicial se organiza entre a superficie do tegumento
e a membrana basal. Mais internamente, organizam-se espessas e densas fibras musculares
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que se distribuem, intercalando feixes longitudinais e transversais, formando uma rede
muscular que se torna menos densa na medida em que se aproxima do parénquima. Este
tecido mais interno é constituido por células parenquimatosas justapostas, preenchendo e

dando estrutura ao corpo do helminto (Figura 9).

Figura 9 — Microscopia de luz (confocal) destacando a organizagdo do tegumento, camada
musculatura e paréngquima de Eurytrema coelomaticum

Legenda: Cortes oOpticos destacando diferentes planos do tegumento de Eurytrema coelomaticum. A — face
externa, mais proxima da superficie do tegumento, B e C — zona intermediaria e D — regido mais
interna, mostrando a camada sincicial (CS) com cristais cubicos de proteinas (CCP), fibras musculares
transversais (FT) e longitudinais (FL) e o interior do corpo do Trematoda apresentando o parénquima
(Pa) totalmente preenchido por células parenquimatosas (CPa). Escalas: 50 pm.
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Os resultados obtidos com a analise dos parasitos submetidos & Criofratura/MEV e por
histologia nos permitiu detalhar as camadas da parede do corpo, desde o tegumento (mais
externo) até o parénquima. As fraturas que expuseram o tegumento possibilitaram detalhar a
distribuicdo dos cristais cubicos de proteinas, que se projetam para 0 meio externo a partir da
camada sincicial. A membrana basal estd estruturada por densas fibras musculares e
internamente células grandes estdo “mergulhadas” no parénquima (Figura 10 A-D).

Figura 10 — Criofratura seguida de microscopia eletronica de varredura e corte histoldgico por
microscopia de luz de Eurytrema coelomaticum mostrando o tegumento,
musculatura e paréngquima em corte sagital
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Legenda: A e B — Criofratura e MEV, C e D — Microscopia de luz. A — Cristais cubicos de proteina (CCP)
projetados pela camada sincicial do tegumento e célula do parénquima (CPa) interno; B — Camada
sincicial (CS), Fibras musculares longitudinais (FL) e transversais (FT) e parénquima (Pa). Ce D —
Cortes sagitais mostrando a camada sincicial (CS), os cristais cubicos de proteina (CCP), a camada

muscular com fibras musculares (FM) longitudinais e transversais transpassadas e o parénquima (Pa)
contendo varias células parenquimatosas (CPa). Escalas: A e B: 20 um,C e D: 50 um.
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3.2.2 As ventosas

As duas ventosas apresentam uma organizacdo muscular densa que sdo importantes
para fixacdo do parasito no hospedeiro. A ventosa oral apresenta um complexo sistema de
fibras musculares que, a partir das imagens de microscopia confocal, foi possivel observar que
estdo dispostas radialmente, sobrepondo as demais fibras que se dispde de forma circular,
diagonal, transversal e longitudinal (Figura 11 A). A morfologia da ventosa é sustentada pelo
preenchimento de células parenquimatosas que possuem células com nucleos de tamanhos

diferentes, sendo as de nucleo maior em menor nimero (Figura 11 B-E).

Figura 11 — Ventosa oral de Eurytrema coelomaticum analisada por microscopia de luz
(campo claro e confocal) e eletronica de varredura
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Legenda: Ventosa oral - A e B — Microscopia confocal, C e D - Corte histol6gico coronal, E - MEV por
criofratura. Fibras musculares diagonais (FD), radiais (FR), transversais (FT) e longitudinais (FL),
células do parénquima (CPa) e células com grandes ndcleos (CN). Escalas: A, B e E 50 um, C: 100
pm, D: 20 pm.
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Como era de se esperar, a ventosa ventral também segue este padréo e apresenta um
arranjo denso e complexo de fibras musculares. Nossa anélise de microscopia confocal,
evidenciou feixes radiais, circulares, diagonais, transversais e longitudinais, assim como,
inclusbes de cristais de proteinas distribuindo-se pelo tegumento que contorna a ventosa
(Figura 12 A). A criofratura/MEV associada a histologia nos possibilitou mostrar a
organizacéo das fibras radiais, que fazem uma ponte unindo a base da ventosa com a margem
que circunda a borda central. Estas fibras sustentam a ventosa, em associacdo com as células
parenquimatosas que preenchem o contetdo interno desta importante estrutura de fixacdo dos
trematddeos (Figura 12 B, C, D e E).

Figura 12 — Ventosa ventral de Eurytrema coelomaticum analisada por microscopia de luz
(campo claro e confocal) e eletronica de varredura
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Legenda: Ventosa ventral: A — Mlcroscopla confocal, B e C - MEV por criofratura, D e E Corte histolégico
coronal superficial e interno. Fibras musculares circulares (FC), radiais (FR), transversais (FT) e
longitudinais (FL), cristais cubicos de proteinas (CCP), parénquima (Pa), células do parénquima
(CPa). Escalas: A: 50 um, B: 100 um, C: 20 um, D: 50 um e E: 100: 100 pm.




65

3.2.3 O sistema digestério

Logo apds a ventosa oral, internamente, se inicia a organizacdo do sistema digestorio,
disposto no helminto desde a regido anterior se estendendo até a regido posterior. Este é
formado por uma faringe muscular (Figura 13 A-B) que se conecta ao esdfago bifurcado
formando dois cecos. Em cortes histoldgicos e por microscopia confocal, destacamos a
morfologia elipsoide da faringe que é circundada por uma parede muscular espessa com
grande quantidade de fibras radiais. O contorno da faringe é marcado por fibras longitudinais
(externas e internas) e apresenta células parenquimatosas, que se associam com toda estrutura
muscular, e possuem o nlcleo muito evidente (Figura 13 A-B). O esdfago, que se encontra
imediatamente apds a faringe, apesar de ser uma estrutura mais delgada, apresenta um
contorno demarcado por fibras longitudinais, também sdo observadas algumas células
glandulares na periferia desta regido esofagica (Figura 13 A-B). Os cecos ainda mais
delgados, sem estrutura muscular evidente, apresentam uma morfologia geral sinuosa,

terminando um pouco antes da regido terminal do corpo (Figura 13 C-D).

Figura 13 — Microscopia de luz (corte histolégico, confocal e campo claro) da faringe
muscular e es6fago de Eurytrema coelomaticum
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Legenda: A — corte histoldgico longitudinal da faringe e eséfago, B — microscopia confocal da faringe, C — D —
microscopia de luz (campo claro) do eséfago. Abreviacdo: Fibras radiais (FR), fibras longitudinais
(FL), faringe (F), células nucleares (CN), parénquima (Pa), células do parénquima (CPa), eséfago (E),
cecos (Ce). Escalas: A-B: 50 um, C-D: 200 pm.
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3.2.4 QO sistema reprodutor masculino

As principais estruturas do sistema reprodutor masculino estdo abrigadas dentro da
membrana fibrosa do saco cirroso, incluindo a vesicula seminal, glandula prostatica, ducto
ejaculatorio e o cirro. Dois testiculos podem ser distinguidos nas laterais do corpo e
posicionados na mesma linha do ceco. Explorando os resultados obtidos por MEV, foi
possivel identificar entre as ventosas, o0 cirro extrovertido, curvando-se lateralmente e, em
detalhe, mostramos que a sua superficie apresenta algumas rugosidades, porém sem
ornamentacdes mais destacadas (Figura 14).

Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura do oOrgdo copulador de Eurytrema
coelomaticum

Legenda: Face ventral de Eurytrema coelomaticum. A — ventosa oral (VO), cirro (C) em destaque e ventosa
ventral (VV); B — detalhe do cirro curvado lateralmente. Escalas A: 500 um e B: 100 pm.

As imagens obtidas por confocal nos mostram a bolsa do cirro formada por uma
parede bem desenvolvida, com uma abertura muscular para o poro genital (gonoporo) e estas
estruturas também foram detalhadas por histologia em corte de orientagdo sagital. O
gonoporo, estrutura por onde o cirro se projeta, onde sdo depositados os espermatozoides e,
também eliminados os ovos, apresenta uma estrutura fibrosa (Figura 15 A-B). Neste mesmo
complexo estrutural, o ducto ejaculatério central se organiza em forma de “S” e apresenta

células secretoras externas ao redor do ducto (Figura 15 A). A glandula prostatica é bem
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desenvolvida, de paredes espessas e preenchida por células alongadas (Figura 15 A-B). A
ultima porcdo da bolsa do cirro é formada pela vesicula seminal que € enovelada e contém

inimeros espermatozoides armazenados em seu limen (Figura 15 C-D).

Figura 15 — Microscopia de luz (confocal e corte histoldgico) da bolsa do cirro de Eurytrema
coelomaticum

Legenda: A e C — Microscopia confocal; B e D — Corte histologico. Abreviacdo: Gonoporo (Gp), ducto
ejaculatorio (DE), glandula prostatica (GP), vesicula seminal (VS), parénquima (Pa),
espermatozoides (Es). Escalas: Ae C—50 um; B e D - 100 um.
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Com base em diferentes imagens obtidas pela associagdo de diversas técnicas de
microscopia, elaboramos um desenho esquematico do saco cirroso, destacando as principais
estruturas do sistema reprodutor utilizadas na identificacdo taxonémica dos trematodeos. Na
extremidade anterior apresenta-se o cirro protratil, emergindo do gonoporo que é provido de
um atrio genital pequeno que se conecta lateralmente ao utero. O ducto ejaculatdrio alarga-se
posteriormente formando as vesiculas seminais que estdo preenchidas por espermatozoides.
As glandulas prostaticas estdo densamente distribuidas na regido anterior a vesicula seminal,

circundando o ducto ejaculatério (Figura 16).

Figura 16 — Desenho esquematico da bolsa do cirro e cirro de Eurytrema coelomaticum

Legenda: Abreviacdo: cirro (C), gonoporo (Gp), ducto ejaculatorio (DE), glandula prostética (GP), utero (U),
vesicula seminal (VS), células secretoras (Cs), espermatozoides (Es). Escala: 200 pum.

A criofratura seguida da MEV, associada as imagens obtidas por microscopia de luz
(campo claro, corte histolégico e confocal) nos possibilitou destacar, em detalhes, a
organizacdo estrutural dos testiculos de individuos adultos sexualmente desenvolvidos. Em
formato eliptico e coberto por uma superficie lisa (Figura 17 A-B), estas estruturas estéo
preenchidas por foliculos glandulares e espermatozoides em forma de rosetas (Figura 17 C a
F).
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Figura 17 — Criofratura, microscopia eletronica de varredura e de luz (campo claro, corte
histoldgico e confocal) dos testiculos de Eurytrema coelomaticum
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Legenda: A, B e C — Criofratura por MEV mostrando: A - contorno do testiculo (T) arredondado; B - testiculo
em corte sagital evidenciando os espermatozoides (Es); C: detalhe dos espermatozoides (ES)
flagelados. D- Vista interna dos testiculos por microscopia confocal mostrando os foliculos
glandulares (FG) e os espermatozoides (Es); E e F corte histologico no eixo longitudinal em diferentes
aumentos, evidenciando os foliculos glandulares (FG) e os espermatozoides (Es). Escalas: A: 200 pm,
BeE:50 um, C:5um, D e F: 20 pm.
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3.2.5 O sistema reprodutor feminino

O sistema reprodutor feminino também pode ser detalhado explorando a associagdo
das diferentes ferramentas de microscopia. Em nossos resultados destacamos a organizagéo
do ovario, complexo da glandula de Mehlis, receptaculo seminal, reservatorio vitelinico, das
duas glandulas vitelinicas e do utero, contendo iniumeros ovos (Figura 18 A). As glandulas
vitelinicas, local onde ocorre a producdo do vitelo, sdo formadas por foliculos glandulares
com aparéncia de cachos de uvas ou rosetas. Estas glandulas estdo distribuidas em dois
campos laterais do corpo do helminto e se sobrepdem ao ceco (Figura 18 A-B). O ovario é
pequeno, esferoide e pos-testicular, apresenta uma membrana basal que envolve os odcitos e
se sobrepBe ao receptaculo seminal, onde é possivel identificar os espermatozoides, que
precisam ser direcionados aos odcitos para fecundagéo (Figura 18 C).

Examinando os cortes histolégicos, as imagens de confocal e das amostras
criofraturadas visualizadas por MEV, foi possivel detalhar a topografia do ovario e seus
numerosos oocitos arredondados, além do receptaculo seminal, da glandula de Mehlis e do
ootipo (Figura 18 D, E e F). A formagcdo da célula ovo ocorre no o6tipo, que esta conectada ao
ovario e as células que formam a glandula de Mehlis (Figura 18 D, E e F). A glandula tem o
papel de nutrir o zigoto com vitelo que fica armazenado no reservatorio vitelinico, localizado
logo abaixo deste complexo (Figura 18 A). O reservatorio vitelinico esta conectado as

glandulas vitelinicas pelos ductos vitelinicos (Figura 18 A).
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Figura 18 — Microscopia de luz (campo claro, corte histolégico e confocal), eletrénica de

varredura e criofratura do sistema reprodutor feminino de Eurytrema
coelomaticum

Legenda: Orgéos do aparelho genital feminino. A — Microscopia de luz mostrando B — Corte histologico da
glandula vitelinica (GV) mostrando os foliculos glandulares (FG). C e D — Corte histolégico coronal
por microscopia de luz, E — Microscopia confocal e F - Microscopia eletrdnica de varredura pelo
método de criofratura no plano sagital. ovario (Ov), receptaculo seminal (RS), complexo da glandula
de Mehlis (GM), reservatorio vitelinico (RV), ductos vitelinicos (DV), glandulas vitelinicas (GV) ,
tero (U), odcitos (Oo), espermatozoides (Es), o6tipo (Ot), parénquima (Pa). Escalas: A: 200 pm, B,
C, D, EeF:50 um.

Também realizamos um desenho esquematico do sistema reprodutor feminino. Nele
destacamos o oviduto provido de um Unico ovario com odcitos, que se expande na porcao
proximal para formar um receptaculo seminal. Um tubo estreito (canal de Laurer) une o

oviduto tubular ao receptaculo seminal e ao reservatdrio vitelinico. O oviduto se expande



72

formando o o6tipo que apresenta paredes espessas, cercado pelas glandulas de Mehlis. Os
ovos, em desenvolvimento, partem do oétipo para o Gtero, amadurecem neste processo e

chegam ao gonoporo, por onde séo eliminados ao meio externo (Figura 19).

Figura 19 — Desenho esquematico do sistema reprodutor feminino de Eurytrema
coelomaticum

Legenda: Abreviagdo: Ovo (0), ovario (Ov), obcitos (Oo), canal de Laurer (CL), oviduto (Od), glandula de
Mehlis (GM), odtipo (Ot), atero (U), receptaculo seminal (RS), reservatorio vitelinico (RV), ductos
vitelinicos (DV). Escala: 200 pm.

O dtero fica totalmente preenchido por ovos em diferentes estadgios de maturacao
(Figura 20 A-B). Os ovos intrauterinos, examinados utilizando diferentes técnicas de
microscopia, nos possibilitou detalhar a sua organizacdo. Por histologia foi possivel
identificar a sua morfologia elipsoide, o opérculo e a coloracdo castanho-caramelo a marrom
da casca. Os ovos mais distantes do poro genital tém uma coloracdo mais clara e apresentam
blastbmeros em seu interior, ja 0s ovos préximos ao gonoporo S&o mais escuros e apresentam
um embrido desenvolvido (Figura 20 C). A MEV dos ovos criofraturados, ainda no limen do
utero, mostrou que estes estdo envoltos por uma estrutura semelhante a muco, além de nos
possibilitar identificar novamente o opérculo, a espessura da casca que tem a superficie lisa e,

no interior do ovo, se encontra o embrido formado (Figura 20 D e E).
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Figura 20 — Microscopia de luz (campo claro e corte histoldgico), eletrbnica de varredura e

Legenda: A e B — Microscopia de luz mostrando o Gtero (U) repleto de ovos (O) em diferentes estagios de
desenvolvimento, 0os ovos mais maduros sdo 0s mais escuros e os imaturos sdo mais claros. C — Corte
histolégico longitudinal evidenciando o interior dos ovos (O), os mais jovens com blastdmeros (B) e
0s mais maduros com embrido formado (Em). D e E — Microscopia eletronica de varredura pela
técnica de criofratura mostrando o parénquima (Pa), o limen do Utero com muco (M) e os ovos (O)
operculados (Op) em destaque e fraturados com os blastomeros (B) e o embrido (Em) amostra.
Escalas: A: 200 pum, B: 50 pm, C: 50 um, D: 20 e 10 pm, E: 20 um.

3.2.6 A vesicula excretora e 0 poro excretor

O poro excretor e parte da vesicula excretora estdo presentes na extremidade terminal
do corpo, e por microscopia de luz revelamos que é formado por uma vesicula excretora
simples (Figura 21 A-B). Utilizando a microscopia confocal (Figura 21 C) e MEV (Figura 21
D) e identificamos que o sistema excretor se abre para 0 ambiente externo por um poro

simples e sem ornamentac¢des no tegumento que o circunda.
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Figura 21 — Microscopia de luz (campo claro, corte histologico e confocal) e eletronica de
varredura do sistema excretor de Eurytrema coelomaticum

Legenda: A- Microscopia de luz, B — Microscopia de luz de corte histolégico longitudinal, C — Microscopia
confocal, D — Microscopia eletrdnica de varredura. Abreviagdo: vesicula excretora (VE) e poro
excretor (PE). Escalas: A: 200 um, B, C e D: 50 pm.
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3.3 Caracterizacdo molecular

Realizamos a comparacdo da diversidade de populacbes de E. coelomaticum, com a
analise de dois marcadores genémicos, 18S rRNA e coxl mtDNA. Em ensaios de PCR
amplificamos um fragmento de aproximadamente 1800 pb para o gene 18S rRNA e 500 pb
para o gene cox1 mtDNA das amostras provenientes de Lavras e Campo Belo.

As andlises BLAST mostraram 98% de identidade com as sequéncias de E.
coelomaticum (nimero de acesso ao GenBank DQ401035) utilizando o marcador 18S rRNA e
90% de identidade com a sequéncia de E. pancreaticum (nimero de acesso ao GenBank
KP241855) para 0 cox1 mtDNA.

Em seguida as sequéncias obtidas foram alinhadas com as disponiveis no GenBank e
utilizamos a Fasciola gigantica como grupo externo. Na primeira arvore filogenética
utilizamos os iniciadores E-18S-R e E-18S-F, sendo analisadas as sequéncias 18S do género
Eurytrema e de outros trematédeos publicados pelo Nacional Centro de Informacgtes sobre
Biotecnologia (NCBI). Ao analisar esta arvore percebemos que as amostras de Lavras e
Campo Belo estdo situadas em posigdes distintas com valor de auto-inicializacdo de 86 e,
junto com as demais espécies de Eurytrema formam um clado (Figura 22).
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Figura 22 - Filograma de Eurytrema coelomaticum inferido a partir de sequéncias de 18S
rRNA utilizando os primers E-18S-F e E-18S-R (ZHENG et al., 2007)

85

97

Eurytrema coelomaticum 185 (Lavras)
86

52 Eurytrema coelomaticum 185 (Campo Belo)

% Eurytrema coelomaticum KJ010808

Eurytrema coelmaticum DQ401035

— Eurytrema cladorchis LC005981

42 | Eurytrema pancreaticum DQ401034

34
Eurytrema pancreaticum KY490000

Lyperosomum collurionis AY222143

Brachylecithum lobatum AY222144
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Fasciola gigantica AJ004804

Legenda: Arvore inferida pelo MEGAX usando o método Méxima Verossimilhanga (ML), modelo Kimura-2
parametros e 500 réplicas do bootstrap. Fasciola gigantica foi usada como out-group.
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No segundo filograma utilizamos os iniciadores A, B, C e D, com base nas sequéncias
18S do género Eurytrema depositadas, juntamente com a sequéncia de E. fukienensis e demais
sequéncias do género Eurytrema obtidas no trabalho de Cai e colaboradores (2012). Com base
nesta analise percebemos que quando os espécimes do género Eurytrema descritos por Cai e
colaboradores (2012) sdo incluidos na arvore filogenética, ocorre um desmembramento da
arvore que divide espécimes de E. pancreaticum e E. cladorchis, aparecendo um ramo com E.
pancreaticum, E. cladorchis e E. fukienensis descritos por estes autores e outro ramo com E.
pancreaticum depositados no GenBank (ZHENG et al., 2007; SU et al., 2018) préximos a E.
cladorchis (MOHANTA et al., 2015). No entanto, todos os espécimes de E. coelomaticum

agruparam juntos, destacando a aproximacao genética da espécie (Figura 23).
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Figura 23 - Filograma de Eurytrema coelomaticum inferido a partir de sequéncias de 18S
rRNA utilizando os primers A, B, C e D (CAl et al., 2012)
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Legenda: Arvore inferida pelo MEGAX usando o método Maxima Verossimilhanca (ML), modelo Kimura 2
parametros e 500 réplicas do bootstrap. Fasciola gigantica foi usada como out-group.
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Uma tabela de estimativas de divergéncia evolutiva entre todas as sequéncias 18S rRNA
presentes nestes filogramas foi produzida utilizando o programa MEGAX (Tabela 9). A partir
da tabela pode-se perceber que ha pouca divergéncia evolutiva entre os espécimes de E.
coelomaticum, alcancando um valor maximo de 0,003 entre as amostras do presente estudo e

E. coelomaticum relatado por Cai e colaboradores (2012).

Tabela 9 - Estimativas de divergéncia evolutiva entre as sequéncias 18S rRNA

1 2 | 3 | 4 | H | [ | 7 | 8 | 9 | 10 ‘ 11 | 12 ‘ 13 | 14 | 15
1. Eurytrema coelomaticum 185 (Campo Bela)
2. Eurytrema coelomaticum 185 {Lavras) 0.0
3. Eurytrema coelmaticum DQ401035 0.0 0.001
4. Eurytrema coelomaticum KJ010208 0002 0002 0004
5. Eurytrema coelomaticum (Cai et al. 2012) 0.003 0.003 0.002 0.008
6. Eurytrema pancreaticum D0401034 0005 0005 0006 0008 0007
7. Eurytrema pancreaticum KY430000 0.005 0005 0006 0008 0007 0.000
8. Eurytrema pancreaticum (Cai et al. 2012) 0007 0007 0007 00100 0007 0003 0.003
9. Eurytrema cladorchis LC005981 0.008 0008 0009 0m2  ooio 0005 0.005 0008
10. Eurytrema claderchis (Cai et al. 2012) 0015 0015 0014 0017 0015 0015 0015 0.014 0018
11. Eurytrema fukienensis (Cai et al. 2012) 00mo oo1o 0.009 0015 0.009 0.011 001 0010 0.014 0.o07
12. Lyperosomum collurionis AY222143 001 0016 0017 0026 009 0015 0015 0017 0016 0.028 0023
13. Brachylecithum lobatum AY222144 0023 0023 0024 0026 0025 0022 0022 0.024) 0024 0033 0029 008
14, Dicrocoelium dendriticum ¥11236 0024 0024 0025 0032 0027 0024 0024 0027 0025 0037 0032 0018 0011
15, Fasciola gigantica AJ004304 0083 0083  0.091 0083 0092 008¢¥ 0087 0083 0085 0097 0085 0082 0082 0087

Legenda: O numero de substituicdes de bases por local entre as sequéncias é mostrado. As andlises foram
conduzidas usando o modelo de 2 pardmetros Kimura. A variagdo da taxa entre os sitios foi modelada
com uma distribui¢cdo gama. Havia um total de 1762 posi¢des no conjunto de dados final. As analises
evolutivas foram conduzidas no MEGA X.

A rede filogenética com base em sequéncias de coxl demonstrou semelhangas nas
relacGes evolutivas entre as espécies do género Eurytrema (E. pancreaticum com 90% e E.
cladorchis com 89% de identidade) depositadas no GenBank sob os numeros: KP2411851 e
KY001817.

Uma terceira arvore filogenética foi construida com base nas sequéncias do gene coxl e
as reconstrucdes filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML) nos forneceram topologias
semelhantes, com poucas variagdes nos valores de suporte. As duas analises filogenéticas,
com base na matriz 18S rRNA, recuperaram sequéncias obtidas neste trabalho como um
grupo monofilético com as sequéncias de E. coelomaticum depositadas no GenBank,
formando, assim, um clado bem apoiado (Figuras 22 e 23). E. pancreaticum e E. cladrochis
se mostraram mais proximos geneticamente tanto na analise do gene 18S, quanto na analise
do gene cox1. No entanto, E. coelomaticum esta mais relacionado ao E. pancreaticum do que
ao E. cladorchis, mostrando uma maior distancia genética na analise do gene mitocondrial
cox1 (Figura 24).
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Figura 24 - Filograma de Eurytrema coelomaticum inferido a partir de sequéncias de coxl
mtDNA utilizando os primers JB3 e JB4.5 (BOWLES et al., 1992)
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Legenda — Arvore inferida pelo MEGAX usando 0 método Méxima Verossimilhaca (ML), modelo Kimura-2
parametros e 500 réplicas do bootstrap.
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4 DISCUSSAO

As espécies do género Eurytrema sdo amplamente distribuidas no globo terrestre,
porém se concentram mais especificamente em rebanhos da Europa, Asia e América do Sul
(ILHA et al., 2005; BASSANI et al., 2006; PINHEIRO et al., 2012; MOHANTA et al., 2015).
No Brasil, E. coelomaticum € a Unica espécie relatada, sendo comumente encontrada quando
0s animais sdo encaminhados para abatedouros e se tem acesso aos 6rgdos extraidos. Os
estados brasileiros onde a identificacdo deste parasito é mais comum sdo os das regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste (BASSANI et al., 2007; GROSSKOPF et al., 2017).

A morfologia e a morfometria de E. coelomaticum foi caracterizada mais
frequentemente com o uso da microscopia de luz, principalmente explorando o sistema de
campo claro acoplado a camara clara (GIARD & BILLET,1892; RAILLIET & MAROTEL,
1898; LOOSS & CUFFEY, 1907; TRAVASSOS, 1944). Mais recentemente, alguns grupos
tém investido em inovagdes metodoldgicas, contribuindo no detalhamento morfolégico e
ultraestrutural do grupo com o uso de novas ferramentas, incluindo a estereomicroscopia de
fluorescéncia, microscopia confocal e eletronica de varredura (LEITE, 2015; DA SILVA
JUNIOR, 2017; DA SILVA JUNIOR et al., 2018; LEITE et al., 2020). Baseado neste
conjunto de dados, destacamos que esta espécie apresenta variacbes morfoldgicas frequentes
em estruturas que nao podem ser utilizadas na identificacdo taxondmica. Em nossos
resultados identificamos e destacamos essas diferencas, estatisticamente significativas, em
praticamente todos os pardmetros analisados, com exce¢do das medidas do comprimento e
largura dos ovos e razdes entre largura das ventosas oral/ventral e comprimento/largura dos
ovos. Esta variacdo pode estar relacionada a fatores ambientais, como: area geogréafica da
coleta, numero de parasitos por hospedeiro, caracteristica nutricional e a idade variada dos
helmintos (POULIN et al., 2003), ja tendo sido observada também em Schistosoma mansoni,
fendmeno conhecido como plasticidade fenotipica, que sdo alteracBes pressionadas pela
fisiologia do hospedeiro, local, entre outros fatores que podem influenciar no crescimento do
parasito (NEVES et al., 2004; MARTINEZ, et al., 2008).

A relacdo da morfometria entre a ventosa oral e ventral, assim como as medidas de
comprimento e largura dos ovos, por ndo terem apresentado diferenca significativa entre
nenhum espécime analisado, indicam que devem ser pardmetros mais seguros na classificacéo
taxonémica morfoldgica desta espécie. Interessante destacar que 0s espécimes provenientes

de Minas Gerais, quando comparados entre si nos 28 parametros utilizados, apresentaram
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diferenca significativa em 21, exceto na largura do corpo, na relagdo entre a largura da
ventosa oral/largura da ventosa ventral, na largura das glandulas vitelinicas, no comprimento,
largura e relacdo do comprimento/largura dos ovos. J& na comparacdo dos helmintos
provenientes de Lavras - MG e Santa Cruz - RJ (LEITE, 2015), ndo verificamos diferenca
significativa em nenhum dos pardmetros morfométricos analisados. Quando comparamos 0s
espécimes recuperados de bovinos de Campo Belo com os depositados na Colecao
Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, identificamos diferenca significativa apenas no
comprimento da faringe, sugerindo que os helmintos de Lavras e Campo Belo (MG)
apresentam diferenca entre si. Por outro lado, os espécimes de Lavras e os de Santa Cruz,
assim como, os espécimes de Campo Belo e os depositados na CHIOC, apresentam grande
semelhanca entre si.

Em relacdo aos espécimes de Campo Belo, também observamos vinte e trés
caracteristicas similaris com os de Barra Mansa. Segundo Peters (1983), este fato pode estar
associado a fatores de escala conhecidos como rela¢fes alométricas, que sdo produzidas pelo
processo de adaptacdo organizacional, pela relacdo da massa corporal com variaveis da
morfologia, fisiologia, comportamento e ecologia. Podem ser derivadas de novas relacfes nao
documentadas entre modelos de processos populacionais e ecossistémicos formulados.
VariagBes morfométricas também foram observadas por Sohn et al (2017) em Isthmiophora
hortensis, esses autores identificaram que as diferencas morfomeétricas estavam
principalmente relacionadas ao tipo de hospedeiro. No presente estudo, destacamos que
algumas medidas ndo apresentam muitas variacdes, independente de fatores externos que
podem influenciar nas variacbes morfométricas. Utilizamos como parametro a relacdo da
largura da ventosa oral/largura da ventosa ventral, 0 comprimento e a largura dos ovos e a
relacdo do comprimento/largura dos ovos intrauterinos. Mais uma vez, sugerimos que estes
sejam parametros que devem ser utilizados para identificacdo morfol6gica da espécie.

Quando exploramos a morfologia das estruturas externas e, principalmente, das
estruturas internas de E. coelomaticum, comumente utiliza-se a microscopia de campo claro e,
em alguns trabalhos se explora resultados de fluorescéncia (GIARD & BILLET, 1892;
RAILLIET & MAROTEL, 1898; LOOSS & CUFFEY, 1907 e TRAVASSOS, 1944). No
entanto, para detalhar a topografia do tegumento de helmintos e agregar novas informacées da
organizacdo interna, investimos na combinacdo da histologia, microscopia confocal,
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e de técnicas de criofratura seguida de MEV.
Estas ferramentas contribuiram para explorar em detalhes o tegumento, as estruturas de

fixagdo, o sistema digestorio, os sistemas reprodutores feminino e masculino e o sistema
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excretor. Nosso grupo ja havia demonstrado o significativo avango que podemos obter ao
investir na inovacdo metodoldgica no estudo da morfologia de helmintos, inclusive
publicamos estes dados com adultos de E. coelomaticum provenientes do Rio de Janeiro
(LEITE et al., 2020). Outros autores também tiveram sucesso na descri¢do detalhada das
estruturas morfoldgicas de helmintos com o uso de técnicas avancadas de microscopia
(NEVES et al., 2005; ADNET et al., 2013; SOUZA et al., 2017 LOPES-TORRES et al.,
2013; 2015; 2019).

Eurytrema coelomaticum é caracterizado por nao possuir uma cobertura tegumentar
rica em ornamentacdes (TRAVASSOS, 1944; LEITE et al., 2020). Pinheiro e colaboradores
(2012), utilizando a MEV, mostraram que as cercarias desta espécie apresentam ventosas oral
e ventral providas de papilas. Esta caracteristica ainda ndo havia sido descrita em vermes
adultos, em nossos resultados identificamos papilas na face dorsal da regido anterior em
individuos adultos, mostrando que séo caracteristicas que surgem ja nas cercérias e Sdo
conservadas até vermes adultos. Além disso, na camada sincicial, destaca-se a presenca de
cristais cubicos de proteinas, estruturas descritas anteriormente, porém que tem a sua funcao
ainda desconhecida (SAKAMOTO & OIKAWA, 2007; DA SILVA JUNIOR et al., 2018;
LEITE et al., 2020). Estas estruturas representam um carater conservado, que pode estar
atrelado a uma atividade metabdlica caracteristica deste grupo de Trematoda, uma vez que
foram encontradas em adultos coletados em diferentes partes do mundo e, também observadas
em outras espécies do género Eurytrema (SAKAMOTO & OIKAWA, 2007). Sakamoto &
Oikawa (2007) detalharam a distribuicdo destes cristais proteicos no corpo de Eurytrema
coelomaticum e E. pancreaticum usando da MEV e microscopia eletronica de transmissao
(MET). Como esperado, as nossas imagens de MEV mostraram estes cristais cubicos na
superficie do tegumento nas faces ventral e dorsal do helminto. Além disso, com base na
estereomicroscopia de fluorescéncia, destacamos que estes cristais apresentam ampla
distribuicdo pelo corpo do trematédeo (LEITE et al., 2020). Nossa anélise de microscopia
confocal revelou, pela primeira vez, que estas incluses proteicas também estdo presentes na
regido da ventosa ventral, reforcando a importancia do uso da microscopia confocal no estudo
morfofuncional de helmintos (MACHADO-SILVA et al., 1998; SEBELOVA et al., 2004;
NEVES et al., 2005, SOUZA et al., 2017). Sakamoto & Oikawa (2007) identificaram que
estes cristais proteicos sdo compostos por moléculas ricas em enxofre e sugeriram que se
originam a partir da regido subtegumentar do helminto. De acordo com 0s nossos resultados,
ratificamos esta afirmativa com base nas imagens obtidas com a MEV de parasitos

criofraturados. E provavel que os cristais de proteinas estejam associados a atividade
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metabdlica bésica destes helmintos, podendo ter relacdo com o processo de adaptacdo e
sucesso parasitario desta espécie. Estes cristais foram identificados em todos os parasitos
analisados independente das diferencas ambientais e nutricionais dos seus hospedeiros.

Embora estudos anteriores, baseados em microscopia de luz (TRAVASSOS, 1944;
TRAVASSOS et al.,, 1969), tenham mostrado invaginacdes margeando o corpo de E.
coelomaticum adulto, ndo ha informagdes mais detalhadas em relacdo a funcdo destas
estruturas. Nossos resultados de microscopia confocal e MEV mostraram que estas
invaginacdes apresentam varios tamanhos e intervalos irregulares. De maneira similar, Cohen
e colaboradores (2001), descreveram estruturas semelhantes em Paranaella luquei,
trematddeo parasito de bagres brasileiros. Os autores sugerem que estas invaginagdes estao
associadas ao processo de excrec¢do, absorcdo de nutrientes e osmorregulagéo.

A morfologia do cirro foi detalhada nos resultados por estar extrovertido. Esta
estrutura masculina de cépula é utilizada na caracterizacdo taxonémica de trematddeos e, em
E. coelomaticum, ndo apresenta ornamentacfes, somente uma superficie levemente rugosa.
Também foi possivel detalhar o gonoporo, orificio por onde o cirro se projeta, onde ocorre 0
depdsito de espermatozoides e, também por onde os ovos séo liberados. Da mesma forma que
0 cirro, 0 gonoporo também ndo apresenta ornamentacdes tegumentares, como ja havia sido
demonstrado anteriormente (LEITE et al., 2020).

A organizagdo muscular € muito importante para a estratégia parasitaria, e as ventosas
desempenham um papel fundamental na fixacdo e deslocamento do helminto nos tecidos de
seus hospedeiros. A organizacdo muscular dessas ventosas atrai muito interesse,
principalmente devido a sua complexa organizacao biofisica que agrega conhecimento sobre a
distribuicdo das fibras que podem ser alvos para novos farmacos com maior especificidade,
eficiéncia e baixa toxicidade (KUMAR et al., 2003; KRUPENKO, 2019). Em investigacdes
com outros trematodeos, também com o uso da microscopia confocal, foi descrito um arranjo
tipico formado por fibras musculares diagonais, circulares, radiais, transversais e longitudinais
(= meridionais) (MAIR et al.,, 1998; KUMAR et al., 2003, SEBELOVA et al., 2004;
KRUPENKO, 2014; BORGES et al., 2017; KRUPENKO, 2019, LEITE et al., 2020). Em
nossos resultados, identificamos esta mesma organizacdo, destacando que as fibras se
sobrepdem formando um complexo muscular bastante denso. Esses tipos de fibras
musculares podem variar em relagdo a sua distribuicdo/organizacdo e quantidade de acordo
com o grupo de helmintos que esta sendo estudado, sugerindo um caréater evolutivo associado

ao comportamento do parasito helminto e a sua especificidade com o tecido onde esta alojado
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no hospedeiro (MAIR et al., 2000; KRUPENKO & DOBROVOLSKIJ, 2015; KRUPENKO,
2019).

O sistema digestorio apresenta, logo ap6s a abertura anterior da ventosa oral, uma
faringe guarnecida de fibras musculares circulares (SOUZA et al., 2017; KRUPENKO, 2019)
seguido por um esdfago sinuoso que é caracteristico dos trematédeos (TRAVASSOS, 1944;
DA SILVA et al., 2017). Além disso, nossos experimentos com confocal e histologia,
auxiliaram a identificar células na faringe que apresentam nucleos grandes. Estas estruturas
ainda ndo haviam sido descritas e ndo tem uma funcdo ainda conhecida, mas podem estar
associadas ao processo de secrecdo de enzimas ligadas ao processo digestorio.

Combinando diferentes ferramentas de microscopia, detalhamos estruturas internas e
externas do sistema reprodutor masculino, 0 que nos permitiu redescrever a morfologia do
gonoporo, bolsa do cirro e dos testiculos, complementando dados anteriores (TRAVASSOS et
al., 1969; PINTO & MELO, 2016). Nossos resultados de microscopia confocal revelaram
uma bolsa do cirro bem desenvolvida, composta por uma vesicula seminal e uma glandula
prostatica robusta. As células secretoras circundam o ducto ejaculatério em forma de S e
terminam se conectando ao cirro que se extroverte pelo poro genital, caracteristicas
semelhantes a F. hepatica e Trichobilharzia regenti (TERASAKI et al., 2001; SKIRNISSON
et al., 2012). Com a criofratura e MEV, mostramos que testiculos tém a superficie lisa com
margens bem delimitadas, como ja foi descrito em outras espécies da familia Dicrocoeliidae
(CASANOVA & RIBAS, 2004; HILDEBRAND et al., 2007).

A eficiéncia reprodutiva € uma importante adaptacdo de organismos parasitos, com
base nisso investimos nos experimentos de microscopia confocal para detalhar o sistema
reprodutor feminino. Este é provido de ovario preenchido com numerosos o06citos e um
receptaculo seminal repleto de espermatozoides, uma caracteristica comum nos trematodeos
digenéticos (NEVES et al., 2005; SOUZA et al., 2011; HANNA, 2015; MARQUES et al.,
2017). Vale destacar que a posi¢do do ovario apresentada por Giard & Billet (1982), apresenta
um desenho esquematico de E. coelomaticum adulto onde o ovario estd posicionado no lado
direito do corpo. Entretanto, esta estrutura é representada do lado esquerdo na maioria dos
trabalhos de descri¢do de E. pancreaticum, incluindo Travassos (1944) que descreveu que 0
ovario geralmente se apresenta no lado esquerdo em E. pancreaticum, porém ndo mencionou
a localizacdo do ovéario em E. coelomaticum. Esta informacdo apresenta uma dificuldade na
taxonomia e, também foi omitida por outros autores (RAILLIET & MAROTEL, 1898; TANG
& TANG, 1977, MATTOS & VIANNA, 1987; BRAY et al., 2008). Em nossos resultados,

tivemos uma atencdo especial em relacdo a esta estrutura e destacamos que o ovario em E.
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coelomaticum nédo apresenta uma localizacdo fixa, com uma variacdo de 46% dos especimes
com o ovario posicionado do lado esquerdo e 52% do lado direito, destacando que um
espécime apresentou uma anomalia morfolégica com a auséncia de ovario. Bakke (1988)
relata a localizacdo anfitipica das gbnadas em digenéticos adultos, o qual chamou de “situs
inversus” e foi ocasionalmente observada, com referéncia especial a Phyllodisfomum urnblae,
embora normalmente o ovario estivesse situado no lado esquerdo. Nossos resultados mostram
que a posicao do ovario ndo deve ser utilizada como um caracter taxonémico na identificacdo
morfologica de espécies do género Eurytrema.

As glandulas vitelinicas sdo descritas como estruturas longas, dispostas em grupos
extracecais e que se localizam nas laterais do corpo do parasito (WIRORENO et al., 1987
YAMAMURA 1989; ILHA et al., 2005). No presente estudo, complementamos este dado
descrevendo que as glandulas apresentam 1,16 mm de comprimento por 0,56 mm de largura,
estdo dispostas em foliculos e concentram-se da por¢cdo mediana para a posterior do corpo do
helminto, se sobrepondo ao ceco, e nunca ocupando a area pos-cecal do corpo.

Entre os trematddeos digenéticos esta bem estabelecido que a formacdo dos ovos
ocorre no o6tipo, uma camara de paredes espessas, onde a casca do ovo é formada a partir de
material proveniente das células vitelinas combinadas com outras secre¢des da glandula de
Mehlis (COGSWELL et al., 2012). Estas caracteristicas estruturais foram mostradas em F.
hepatica usando a microscopia eletronica de transmissdo (COLHOUN et al., 1998) e em
Echinostoma paraensei usando microscopia confocal (SOUZA et al., 2011). Com relacdo ao
E. coelomaticum, poucos grupos tém explorado este tema, porém Pinheiro et al. (2015)
detalharam a formacdo do ovo e afirmaram que a maior parte do material da casca é
produzida pelas células vitelinas. Além disso, destacaram a relacdo da coloragdo dos ovos e 0
desenvolvimento do embrido. Os ovos castanho-amarelados ndo continham miracidios,
enguanto os ovos maduros, que continham um Unico miracidio totalmente desenvolvido, eram
castanhado-marrons. Os autores explicam que essa diferenca pode estar relacionada ao estagio
distinto da impregnagdo do tanino. Os ovos imaturos sdo pobres e 0os maduros, ricos em
tanino. A presenca de tanino na casca de ovo dos trematddeos Ihes da a coloracao acastanhada
e, provavelmente, é responsavel pelas diferentes birrefringéncias observadas. No0ssos
resultados de confocal associado aos experimentos com histologia e criofratura, nos revelaram
um atero contendo numerosos ovos elipsoides de paredes espessas, que ficam livres nas algas
uterina, como descrito anteriormente (PINHEIRO et al., 2015). Também identificamos ovos
cercados por muco com embrido em diferentes estagios de desenvolvimento (CONN et al.,

2018), além de detalharmos a presenca do operculo (PINHEIRO et al., 2015) e, em conjunto,
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nossos dados também corroboram com trabalhos anteriores em relagdo ao formato e
coloragdo, com base na histologia de cortes corados com hematoxilina e eosina
(YAMAMURA, 1989; PINHEIRO et al., 2015). Destacamos que identificamos embrides em
ovos ainda no interior do Utero, 0 que apresenta uma nova possibilidade para se estudar a
embriogénese neste e em outros grupos de helmintos.

Imagens de microscopia de luz j& mostravam que o poro excretor esta localizado na
porcdo terminal do corpo do helminto, porém vale destacar que a vesicula excretora esta
sobreposta pelo Gtero e os ovos dificultam a sua visualizacdo (BRAY & JUSTINE, 2013).
Com o uso da microscopia confocal, foi possivel observamos que a abertura do poro excretor
apresenta uma borda bem definida, e os resultados de MEV nos permitiram analisar que essa
estrutura apresenta um tegumento enrugado com depressGes suaves na parede do corpo,
caracteristica também ja descrita anteriormente em outros digenéticos (MACHADO-SILVA
etal., 1997; MALDONADO et al., 2003).

O sequenciamento do produto obtido por PCR do gene parcial 18S permitiu confirmar
a identidade da espécie, como E. coelomaticum e verificar a conservacgdo desta regido, apesar
de seu polimorfismo, diferente do obtido com o gene coxl que apresentou pouco
polimorfismo nas amostras analisadas. Entretanto, ndo ha registro de analise das sequéncias
de produtos de PCR do gene mitocondrial coxl para E. coelomaticum no GenBank, o que
limita a comparacdo apenas as demais espéecies do género.

Tanto a populacdo de Minas como a da China (ZHENG et al., 2007) revelaram possuir
diversidade genética para o marcador nuclear 18S, que podera ser usado em estudos
populacionais mais aprofundados. Os filogramas inferidos pelo gene 18S a partir dos
diferentes iniciadores mostraram que as amostras de Lavras e Campo Belo estdo situadas em
posicBes distintas com valores consideraveis de autoinicializacdo entre 34 e 86 e, junto com as
demais espécies de Eurytrema formam um clado. Estes resultados indicaram E. coelomaticum
apresenta uma relacdo evolutiva mais distante das demais espécies do género, sendo E.
pancreaticum e E. cladrorchis mais proximos. Quando os espécimes do género Eurytrema
descritos por Cai e colaboradores (2012) foram incluidos na é&rvore, ocorreu um
desmembramento que separou E. pancreaticum de E. cladorchis, surgindo um novo ramo
com E. pancreaticum, E. cladorchis e E. fukienensis. Estes foram descritos em outro ramo
junto com E. pancreaticum (ZHENG et al., 2007; SU et al., 2018) proximos a E. cladorchis
(MOHANTA et al., 2015), demonstrados na figura 23.

Cai e colaboradores (2012), demonstraram que os fatores genéticos de distancia entre

E. fukienensis e E. pancreaticum sdo maiores do que a distancia genetica entre E.
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pancreaticum e E. coelomaticum, o que indicou que E. fukienensis seria uma espécie
independente no género Eurytrema. Para esses autores, parece haver diferenca filogenética
entre as mesmas espécies de Eurytrema spp. de diferentes hospedeiros e localizacGes
geograficas.

Mohanta et al. (2015), apresentaram em seu filograma, construido a partir do gene 18S
rRNA, que todos os hapldtipos de E. cladorchis do seu estudo recuperados de bovinos
(Bangladesh) formam um clado monofilético e outros membros do género Eurytrema sao
irmdos de E. cladorchis, e que o aglomerado formado por E. cladorchis do seu estudo seria
bastante distinto daquele formado por E. cladorchis e E. fukienensis relatados da China e
recuperados de cervos (CAI et al., 2012). Esses resultados indicam que E. cladorchis desses
dois paises é geneticamente distinto, o que levou Mohanta e colaboradores (2015) discutirem
que pode haver uma compreensdo errada sobre a identificacdo de E. cladorchis realizada por
Cai e colaboradores (2012).

Figueira e colaboradores (2014) realizaram ensaios de PCR amplificando um
fragmento de 528 pb do gene 18S rRNA em amostras de E. coelomaticum do Parana. As
analises filogenéticas revelaram que os seus isolados formaram um cluster que continha E.
coelomaticum, E. pancreaticum e Lyperosomum collurionis. No entanto, suas amostras
estavam mais intimamente relacionadas a E. pancreaticum, enquanto formavam um
aglomerado distante filogeneticamente de F. gigantica, 0 mesmo visualizado em nossos
resultados. Estes autores sugerem que E. coelomaticum de regibes distintas poderiam estar
intimamente relacionados, considerando que os seus isolados e os da China (ZHENG et al.,
2007) se agruparam. Em nossos resultados mostramos que os isolados de E. coelomaticum do
Brasil estdo mais proximos geneticamente entre si ao comparar com as sequéncias dos
helmintos da China (ZHENG et al., 2007).

Estudos filogenéticos da familia Dicrocoeliidae apontam que os dicrocelideos
parasitos de aves apresentam grande aproximacao genética com os dicrocelideos presentes em
mamiferos. Ja foi demonstrada a relacdo entre os géneros Lyperosomum que parasita aves e
Eurytrema que parasita mamiferos. O mesmo ocorre com o género Dicrocoelium que também
parasita bovinos e se encontra mais relacionado geneticamente a Brachylecithum, espécie
parasito de rapinantes (HILDEBRAND et al.,, 2019; SULEMAN et al., 2020), e nossos
resultados corroboram com estas informagoes.

Su et al. (2018) realizaram a caracterizagdo molecular completa da sequéncia de DNA
de E. pancreaticum e apresentaram a analise filogenética. Concluiram que membros da

subclasse Digenea e a posicao filogenética de E. pancreaticum, que Se apresentou no mesmo
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clado que E. coelomaticum, como esperado, tem como géneros mais pProximos:
Lyperosomum, Dicrocoelium e Brachylecithum, todos representantes da familia
Dicrocoeliidae, 0 mesmo observado em nossos resultados.

Mohanta et al. (2015) mostraram em seu filograma construido a partir de sequéncias
ITS2 (229 pb), que E. cladorchis de Bangladesh e E. pancreaticum formaram um clado
monofilético a partir de ancestral comum com um alto valor de autoinicializa¢do (100). Além
disso, destacou que os membros do género Dicrocoelium sdo distintos do género Eurytrema.
Em nossos resultados a arvore filogenética inferida a partir do gene mitocondrial coxl
demostrou que E. coelomaticum forma um clado separado de E. pancreaticum e E. cladrochis
e 0 género distinto mais préximo é Lyperosomum.

Chang e colaboradores (2016) realizaram a caracterizacdo completa do genoma
mitocondrial de E. pancreaticum, estes autores ressaltam a importancia da expansao da
amostragem de taxons usando conjuntos de dados gendmicos mitocondriais como
fundamentais para estudos filogenéticos futuros de trematédeos digenéticos. Nossos
resultados filogenéticos sdo consistentes com os métodos morfoldgicos tradicionais de
classificacdo, isso evidencia a importancia da taxonomia integrativa com a associacdo da
biologia molecular com a morfologia. A integracdo destes resultados é fundamental em
estudos taxonémicos, filogenéticos e epidemioldgicos.

Na secdo 'Em espécies', Bonde (1977) explica: “se a filogenia ¢ visualizada como uma
arvore filogenética, todos os inter-n6s (ou segmentos) representam uma espécie,
independentemente das mudancas que ocorrem entre 0s nos. Desta maneira, o grau de
similaridade dentro de uma espécie ¢ irrelevante”, deixando evidente que nao basta a biologia
molecular para garantir a autenticidade de uma espécie ou sua variabilidade dentro de uma
populacdo. Esse aspecto destaca a importancia da morfologia/morfometria para indicar
guando uma espécie real é encontrada na natureza.

De acordo com Brooks (2003), a parasitologia tem uma rica tradicdo de estudos que
ligam taxonomia, ecologia e ciclos de vida e desenvolvimento. Esta tradi¢cdo produziu uma
enorme quantidade de evidéncias empiricas demonstrando que os parasitos formam
organismos reprodutivos altamente integrados - sistemas ecoldgicos de desenvolvimento
altamente persistentes no espaco e no tempo. Além disso, estudos filogenéticos de parasitos,
especialmente de platelmintos, representam uma das areas que mais contribuem para a
biologia sistematica.

Como a euritrematose bovina é endémica no Brasil ja tendo sido descrita nos estados
do Parana (AZEVEDO et al., 2000; BASSANI et al., 2006; FIGUEIRA et al., 2014), Santa
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Catarina (GROSSKOPF et al., 2017), Rio Grande do Sul (COSTA et al., 1986), Minas Gerais
(RACHID et al., 2011; DA SILVA JR et al., 2018), Sdo Paulo (MATTOS JUNIOR &
VIANNA, 1987), Rio de Janeiro (PINHEIRO et al., 2015; LEITE et al., 2020), Mato Grosso
do Sul (YAMAMURA et al., 1995), Mato Grosso e Goids (SANTOS & PRATA, 1998) seria
interessante realizar a caracterizacdo molecular completa de E. coelomaticum existente no
Brasil e de espécies relatadas em todo o mundo, utilizando o marcador 18S rRNA, devido a

sua diversidade genética, para estudos populacionais.
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CONCLUSOES

a) A caracterizacdo morfologica e molecular dos helmintos recuperados de bovinos
provenientes das duas fazendas de MG nos permitiu identificar a espécie de trematoda
Eurytrema coelomaticum.

b) Com base nos dados da morfometria concluimos que a relacdo entre ventosa oral e ventosa
ventral, bem como o comprimento e a largura dos ovos, sdo estruturas mais conservadas e
devem ser valorizadas na identificacdo morfoldgica de espécies do género Eurytrema;

c) Com a caracterizacdo morfoldgica dos sistemas reprodutores, demonstramos que a posicao
do ovario, glandulas vitelinicas, assim como a presenca de papilas na regido anterior da face
dorsal sdo caracteristicas que enriquecem a diagnose da espécie E. coelomaticum;

d) A regido cox1 apresenta-se bastante conservada e pode ser aplicada em estudos futuros de
diversidade intra-populacional de E. coelomaticum;

e) A aplicacdo da taxonomia integrativa em E. coelomaticum, baseada na combinacdo de
diversas técnicas de microscopia e biologia molecular, contribuiu para insercdo de novos
critérios morfométricos, morfoldgicos e moleculares, ampliando a compreensdo desta espécie

no Brasil.
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Abstract

Eurytrema coelomaticum is a digenean flatworm of ruminants that is the causative agent of
eurylremalosis, a disease of veterinary health concern. Although modern techniques of mor-
phological analysis have provided new insights about the morphology and anatomy of para-
sitic helminths, most studies on E codomaticum adults are based on conventional light
microscopy. In the present study, a combined approach using brightfield, fluorescence, con-
focal and scanning eleciron microscopies (SEMs), together with the eryolracture technique,
have updated morphological data on E coelomaticum recovered from cattle in Rio de
Janeiro Stale, Brazil Lighl microscopy confirmed the presence of several structures present
in the current deseription, such as suckers, pharynx, oesophagus, intestinal bifurcation and
the cirrus-sac. Fluorescence stereomicroscopy revealed for the first time the cubic crystal pro-
tein inclusions in the forebody, which were further detailed by confocal and SEMs. Confocal
microscopy provided detailed information of the muscular architecture associated with the
attachment structures (suckers), digestive system (pharynx and oesophagus), egg-forming
complex (ovary, Mehlis' gland and Laurer’s canal) and male reproductive system, which are
similar 1o those found in other digenean flukes. SEM images of cryofractured parasites showed
mucus and developing eggs within uterine loops. It was demonstrated that the combination of
advanced tools generated complementary information, confirming the importance of experi-
mental morphology in parasitology. Therefore, the knowledge of the adult structural organ-
ization of E codomaticum was improved and this work has contributed o propose new
morphological eriteria to evaluate the effects of antiparasitic drugs on fukes of medical
and veterinary importance.
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