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ABSTRACT: Ovotestis of adult specimens of Bradybaena similaris
(Férussac, 1821) (Mollusca, Xanthonychidae) have
been studied, under the microscope. It has been
confirmed that the ovotestis of B. similaris lays in
the middle of a loose conjunctive tissue, internally
the digestive gland, and is constituted of tubular
units, surrounded by fusiform cells, which support
the germinative lineage in different maturing stages.
The oocytes, which are large cells with a finely
granular cytoplasm and spherical nuclei with
evident nucleoli, are located at the basis of the acinar
wall, just beneath the male cells which are always
luminal. A halo separates the oocyte from the
follicular epithelium, whose visibility is variable. The
spermatozoa, attached to the Sertoli cells or free in
the tubule lumen, arrange themselves in a parallel
way and stand out because of the pronounced
basophilia of their heads and their long and
eosinophilic tails.
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INTRODUCAO

Nos varios aspectos de importancia abordados nos estu-
dos dos moluscos, a morfologia macro e microscépica do siste-
ma genital tem papel de destaque, trazendo informacdes que
auxiliam no conhecimento da reproducdo e comportamento
desses animais de grande interesse econémico, posto que mui-
tas espécies de moluscos sdo consideradas pragas de culturas
vegetais (LEAHY,1984) e outras atuam como hospedeiros inter-
mediarios de helmintos parasitos de animais domésticos e do
homem (ALICATA, 1938; 1940; DUARTE, 1980; AMATO &
BEZERA, 1989; ARAUJO, 1982; 1989; BESSA et al., 1995/1996;
RAMBO et al., 1997).

Dentre essas espécies de moluscos, encontra-se
Bradybaena similaris (Férussac,1821) (Xanthonychidae), um ani-
mal terrestre, natural do sudeste da Asia e que estd amplamente
distribuido na natureza, principalmente nas regides tropicais
(PICORAL & THOME, 1989). No Brasil, a ocorréncia dessa es-
pécie foi assinalada nos estados do Amap4, Bahia, Rio de Janei-
ro, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul (MORRETES, 1949; ARAUJO, 1982).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar
histologicamente ovoteste de exemplares adultos de B. similaris.

MATERIAL E METODOS

Cento e sessenta caracois nascidos em laboratorio, re-
cém-eclodidos, foram divididos em dois grupos. Oitenta ani-
mais foram mantidos isolados, um a um, em caixas plasticas
pequenas, sob condicBes de temperatura e luz ambientes. Oi-
tenta animais foram mantidos agrupados em quatro caixas plas-
ticas grandes, em iguais condicfes de temperatura e luz. As cai-
xas para individuos isolados mediam 9,0cm de diametro e 5,8cm
de profundidade. Para grupos de 20 moluscos, as caixas medi-
am 14,0cm de diametro e 11,0cm de profundidade. Continham
“terra vegetal” esterilizada (120 °C/1 hora), até cerca de 2 cm de



altura, a qual era diariamente umedecida. Foram fechadas com
tecido de algodao escaline.

A manutencdo e o manejo dos animais seguiram a me-
todologia de BESSA & ARAUIJO (1995). Foram procedidas ano-
tacOes diarias de temperatura, maxima e minima, e umidade
relativa do ar.

A cada 10 dias, do nascimento até 180 dias de vida,
foram sacrificados dois animais de cada grupo, objetivando o
estudo histoldgico.

Devido a grande dificuldade para se realizar uma dis-
seccao segura em animais muito pequenos, aqueles com até 40
dias foram fixados com a concha e posteriormente submetidos
a descalcificacdo com &cido nitrico a 10%, lavados em agua
corrente e novamente fixados. O tempo de descalcificacdo va-
riou com o tamanho do animal. Nos demais, com o auxilio de
uma ping¢a anatdmica, a concha foi quebrada, partindo-se de
sua abertura, sempre proximo a sutura, destacando-se pedacos.
Os animais foram fixados em formalina tamponado (900ml de
agua destilada, 100ml de formaldeido e 20g de acetato de sédio)
por 24 horas. Estabeleceram-se as técnicas de descalcificacéo e
fixacdo em testes que precederam o experimento, quando se
verificaram bons resultados.

A obtencdo do material para estudo no microscépio
Optico seguiu as etapas da técnica histolégica convencional
(Benmer et al., 1974). Os blocos de parafina com tecidos inclui-
dos foram seccionados em micr6tomo, obtendo-se cortes sagitais
de 6 a 8 mm. Para visualizacdo dos componentes teciduais, re-
alizou-se coloracao pela hematoxilina-eosina e montagem em
[aminas em bélsamo do Canada.

Durante o periodo de manutencao e sacrificio dos ani-
mais a temperatura maxima variou de 20 °C a 38,5 °C (X = 26,4
°C), a temperatura minima de 15°Ca 35°C (x =22,8°C) e a
umidade relativa do ar variou 52 a 96% (X = 78,3%).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo a microscopia éptica do material obtido per-
mitiu identificar espermatozoéides e odcitos primariamente aos
70 dias de vida, tanto em animais mantidos isolados quanto
naqueles mantidos isolados e agrupados.

A microscopia observa-se o ovoteste (Figura 1A) carac-
terizado por agregados irregulares de células basofilicas, em meio
a um tecido conectivo frouxo, continuo com o da glandula di-
gestiva, cujos espacos sao revestidos por um delicado arcabouco
fibrilar e células esparsas. Estruturas canaliculares de varios ca-
libres, de delgada parede acidéfila e luz revestida por epitélio
pavimentoso simples permeiam o tecido conectivo, algumas
contendo material amorfo aciddfilo, provavelmente hemolinfa.

A disposicao do ovoteste em meio a um tecido conectivo
frouxo, que para BRIDE & GOMOT (1989) constitui uma reser-
va, cujas proporc¢des relativas diminuem ao longo do desenvol-
vimento, ja havia sido descrita em Biomphalaria glabrata Say,
1817 (Planorbiidae) por MARCUZZI & PIFANO (1950). No pre-
sente estudo outros achados estdo de acordo com estes autores
e com SALGADO et al. (1995), como a constitui¢cdo acinar do
ovoteste, apresentando elementos masculinos e femininos nos
mesmos foliculos, as relagBes das células nutridoras com estes
elementos, os o6citos em menor nimero que o0s espermatozoi-
des e a estratificacdo do epitélio germinativo.

Nas Figuras 1B e 1C observa-se a constituicdo acinar do
ovoteste maduro de B. similaris. As células da linhagem
germinativa dispdem-se em camadas, ocupando o espaco entre
a lamina basal e a luz do tibulo. A transformacdo da geracao
primordial em gametas maduros inicia-se na parte basal do acino,
progredindo e deslocando-se em direcdo a luz tubular. As célu-
las espermatogénicas, de nucleo intensamente basofilico e
cromatina grumosa, justapdem-se sobre uma célula nutridora.
Espermatozoéides exibem basofilia acentuada em suas cabecas
e longas e eosinofilicas caudas, unidos a células de Sertoli ou
livres na luz acinar, longitudinalmente agrupados. O od6cito, ao
contrario, permanece em contato com a parede do acino até
chegar ao seu estagio maduro, quando entdo é revestido por
uma geracao de células nutridoras.



Figural. 1A: disposigédo microscopica do ovotestis de (k) de permeio as secgdes
da glandula digestiva (»). Escala de barra=15mm. 1B: diversos estagios da
espermatogénese em animal agrupado de 170 dias. Observar figuras de mitose
(M). Espermatozéides: cabega (p) € cauda (—). Escala de barra= 2nm. 1C:
Foliculos com odcitos (») em animal agrupado de 170 dias. Cavidade folicular
(). Nucléolo (#"). Escala de barra=2m. 1D: Animal agrupado de 150 dias.
Odcito (=) com fenda ainda em formagéo. Células de Sertoli (—). Escala de
barra= 2nm. 1E: Animal isolado de 70 dias de vida. Espermatozoéides alinha-
dos (cabega e cauda), ligados a célula de Setoli (»). Escala de barra= 2nm.

Maria
Cristina
Vasconcellos
Furtado
Elisabeth
Cristina de
Almeida
Bessa
Maria
Christina
Marques
Nogueira
Castandn

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora
V.6 N°1
Jul/2004
p 7-17

11



Ovoteste de
Bradybaena
similaris
(Férussac,
1821)
(Mollusca,
Xanthonychidae):
histologia e
producgéo de
gameta

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora

V.6 N°1

Jul/2004

p 7-17

Esta descricdo corresponde a do ovoteste de outros
moluscos, relatadas por diferentes autores (MARCUZZ| &
PIFANO, 1950; BARTH & JANSEN, 1959; JOOSSE & REITZ,
1969; JONG-BRINK et al., 1976; GRIFFOND et al, 1991; SAL-
GADO etal., 1995). Para JONG-BRINK et al. (1977), a morfologia
geral dos sucessivos estagios da espermatogénese em B. glabrata
¢ bastante similar a de outros gastrépodos.

E notoria a relagdo do odcito com as células foliculares,
as células de Sertoli e as células germinativas (Figuras 1C e 1D).
Rodeado pelas primeiras, separa-se das células do epitélio
germinativo por uma camada de células de Sertoli. Assim, as
células sexuais femininas localizam-se na base da parede acinar,
subjacente as masculinas, que sdo sempre luminais.

Como um unico tipo de célula tronco gonadal parece
diferenciar-se em gametas masculino e feminino, células de
Sertoli, foliculares e do ducto hermafrodita, muitos autores tém
considerado o envolvimento ndo apenas de fatores genéticos e
neuroenddcrinos, mas também o micro-ambiente proporciona-
do pelas células foliculares e pela parede de células de Sertoli
como fatores de diferenciacdo (RUNHAM, 1982). Uma cama-
da continua de células de Sertoli divide o lumem de cada acino
em dois compartimentos, com as espermatogdnias e 0s demais
estagios da espermatogénese dispondo-se em direcdo ao lumem,
e 0s 04citos em desenvolvimento, na face oposta das células de
Sertoli, em contato com a parede acinar (JOOSSE & REITZ, 1969;
JONG-BRINK et al., 1976; HOGG & WIJDENES, 1979;
RUNHAM & HOGG, 1979; RUNHAM, 1982; KHAN &
SALEUDDIN, 1983; BRIDE & GOMOT, 1989).

E notavel o maior nimero de espermatozéides em rela-
¢do ao nimero de odcitos na observacao do ovoteste maduro,
em concordancia com a literatura (MARCUZZI & PIFANO, 1950;
ODIETE, 1982; SALGADO et al., 1995). Talvez esta superiori-
dade numérica possa ser justificada tanto pela forte assimetria
de investimento energético na producado de gametas masculino
e feminino, quanto pela assimetria de risco de perda ou destrui-
cao destes LEONARD & LUKOWIAK, 1984; MONTEIRO &
DIAS, 1989; FREITAS et al., 1997; BAUR et al., 1998).

No presente estudo (Figuras 1C e 1D), o oécito foi iden-
tificado como uma célula grande, com citoplasma finamente
granular, de nucleo esférico e claro, com nucléolo muitas das



vezes bastante evidente. Um a dois o0citos sdo observados em
cada acino. Uma cavidade separa o o6cito do epitélio folicular,
ora de maneira mais evidente, ora menos.

HILL & BOWEN (1976), JONG-BRINK & GERAERTS
(1982) e Berry et al. (1992) afirmaram que, no processo de
00génese, o0 odcito altera significativamente seu tamanho, tor-
nando-se gradativamente maior em decorréncia da vitelogénese.
No inicio de seu desenvolvimento, encontra-se entre o epitélio
germinativo e uma camada Unica de células de Sertoli. Uma
camada de células foliculares penetra entre o o6cito e estas cé-
lulas. Como resultado, o o6cito torna-se encapsulado dentro de
uma camada de células foliculares, que nos estagios iniciais
estdo intimamente relacionadas com a superficie do odcito,
porém nos estagios maduros uma fenda ou cavidade folicular
forma-se entre elas (ONG-BRINK et al., 1976; HILL, 1977;
KHAN & SALEUDDIN, 1983). Foi sugerido que tal relacao esta
associada ao desenvolvimento de um micro-ambiente que
otimiza o crescimento dos odcitos. Creditam-se as células
foliculares funces de transporte e nutricdo do odcito; determina-
¢do de campos morfogenéticos para seu desenvolvimento;
fagocitose; producgdo de horménios e envolvimento no processo
de ovulacgéo, pela formacao da cavidade folicular (JONG-BRINK
etal., 1976; HILL, 1977; KHAN & SALEUDDIN, 1983).

Em acordo com a literatura, no presente estudo as célu-
las de Sertoli alteram sua forma durante a espermatogénese. De
arredondadas, passam a alongadas e depois tornam-se grandes
e globosas. Seu nucleo é claro, de cromatina dispersa (Figuras
1D e 1E). JONG-BRINK et al. (1977) e CUEZZO (1995) relata-
ram que, no estagio de espermatogbnia, tém formato de sino.
No estagio de espermatdcito, tornam-se muito alongadas e pla-
nas. O formato alongado persiste até o estagio de espermatide,
guando a célula torna-se globular e aumenta de volume antes
do inicio da espermiogénese. Finalmente, as células de Sertoli
degeneram-se, o que ocorre no fundo do acino, tornando-se,
neste estagio, indistinguivel das células foliculares. Encontram-
se dispersas acima da parede do acino, ligadas a lamina basal,
apresentando células da linhagem espermatogénica ligadas ao
seu contorno luminal. O ndcleo é irregular e, em células mais
velhas, o citoplasma apresenta inclusées (PARIVAR, 1980; RIGBY,
1982, ODIETE, 1982). Junc¢8es do tipo desmossoma foram ob-
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servadas entre as células de Sertoli e as células germinativas no
ovoteste de Arion hortensis Ferussac, 1819 (HOU & MAXWELL,
1990) e de Scutalus tupacci (d’ Orbigny) (CUEZZO, 1995). Ini-
cialmente descritas em testiculos de mamiferos, por Sertoli, em
1865, Inicialmente descritas em testiculos de mamiferos, por
Sertoli, em 1865, tém sido consideradas como células
sustentadoras e nutritivas por varios autores (PArivAr, 1980). Trans-
porte de espermatozéides, producédo de hormdnios, fagocitose e
envolvimento no processo de espermiogénese também foram fun-
¢Oes a elas atribuidas (JONG-BRINK etal., 1977; PARIVAR, 1980).
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