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RESUMO

Procurou-se analisar os mecanismos de defesa em Biomphalaria glabrata

de geragoes geneticamente selecionados e, de Biomphalaria tenagophila da gera -

cao parental frente ao Schistosoma mansoni de linhagens simpatricas.

Para atender o5 objetivos propostos, a hemolinfa destes moluscos foi
estudada quanto 3 concentracao de celulas granulociticas e o envolvimento des -
tas na fagocitose. Outros parametros como resposta do molusco a ineculacao
de extratos antigenicos diversos e analise imunoquimica da hemolinfa frente a2

anti-soros especificos, tambem foram avaliados.

Em ambas especies de moluscos, o numero de granulacitos aumentcy
significativamente 24 horas apos exposigao a miracidios, ocorrendo acentuado de
clinio do 79 ao 420 dia pos-infecgao, mantendo-se perfis semelhantes em B. gla-

brata e B. tenagophila durante este periodo.

A capacidade fagocitaria foi mais intensa em moluscos menos susceti-

veis, como verificado para as geragoes parentais.

A inoculacao de extrato antigenico de cercarias em B. glabrata susce-
tivel, induziu resistencia parcial a infeccdo esquistossomdtica. Analises imu-
noquimicas da hemolinfa, revelaram maior nimerc de sistemas precipitantes  em

B. .tenagoghﬂa infectada.
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) - INTRODUCAD

Os mecanismos de defesa nos invertebrados e particuiarmente, nos

moluscos do genero Biomphalaria, constitui area de estudos que vem recebendo

maior atengao dos pesquisadores nos ultimos anos, devido a importancia do
conhecimento das formas de transmissio e dos mecanismos de defeca dos molus-
cos hospedeiros, tendo em vista estudos da epidemiologia da Esquistossomo -
se mansonica (WOLMARANS & YSSEL, 1988; YOSHING, 1988; YOSHINO & GRANATH,
1985; GRANATH et alii., 1987; GRANATH & YOSHINO, 1984 e BAYNE ot alii. ,1986).

No nosso meio, sao tres as espécies conhecidas de moluscos que hos-

pedam o parasita: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biompha ~

laria straminea.

£ importante cbservar nestes animais, aspectos relacionados 2 sus -

cetibilidade ao Schistoscma manseni. Sabe-se que, os moluscos hespedeiros

deste trematodeo apresentam maior suscetibilidade ds linhagens simpatricas do
parasita, estando a suscetibilidade na dependencia de fatores genStices. Sa-
be-se também existir um ajuste fisiologico hospedeiro-parasita, isto &, molus
cos de uma determinada regiao geografica apresentam maior suscetibilidade ao
Schistosoma daquela mesma regiao (NEWTON, 1953; PARAENSE & CORREA, 1963; RI-
CHARDS & MERRITT, 1972; BASCH, 1976; BARBOSA, 1960 e SANTANA et alii., 1978).
E possivel a infecgdo alopatrica quando a carga parasitaria & extremamente al
terada (PARAENSE & CORREA. 1963) ou, quando utiliza-se populacdes de molus -

cos geneticamente selecionadas (SANTANA, 1976).



Mais recentemente, tem-se demonstrado a ocorrencia de adaptacao de
linhagens do S. mansoni a diferentes especies de moluscos {DIAS et alii.,1987;
DIAS et alii., 1988). Estes autores, utilizaram em suas pesquisas B.glabrata,
B. tenagophila e B. straminea dos Estados de Sac Paulo e Minas Gerais. As
linhagens do Schistosoma estudadas, foram oriundas destas regioces e de Porto

Rico.

De maneira geral, quando moluscos sac expostos a miracidios, ocorre
a transformacio destes ultimos em esporocistos primarios nas 48 horas apos
penetragdo. Esta transformacgao e caracterizada por modificacdes anatomicas e

funcionais, evoluindo ate a forma de cercarias {CUNHA, 1970}.

Os miracidios que penetram em moluscos nac adaptades a determinada
linhagem, ativam processo de defesa aparentemente de natureza celular, com
formacao de reacgao granulomatosa, ocorrende destruicao e fagocitose das  lar
vas por calulas semelhantes a macrofagos, poucas horas apos penetracao { PAN,

1965; GUARALDO et alii., 1981; LIE et alii., 1980 e BAYNE et alii., 1980 a e
b).

Histologicamente nao tem sido observadas reagoes teciduais em molus

cos suscetiveis (GUARALDO et alii., 1987; BENEX & JACOBELLI, 1980}.

Foi demonstrado que a fagocitose ou encapsulamento de esporocistos
primarios em B. glabrata refratiria de linhagem 10-R2, envolve dois estagios:
alargamento do granuloma ao redor do esporocisto intacto e desintegragao do
parasita com aumento do tamanho do granuloma, sequindo-se a eliminagao do es-
porocisto {CHENG & GARRABRANT, 1977). Assim, em moluscos resisientes, os es-

porocistos s3o rapidamente encapsulados por amebdcitos (granulocitos) e mor -



tos principalmente pela forte atividade fagocitaria destas celulas.

Pelos achados descritos na Titeratura, nao resta duvida sobre a exis

tencia de uma forte vesposta celular a penetracdo do S. mansoni em moluscos re

fratarios.

Anzlise “in vitro®, utilizando monocamadas de celulas da  hemolinfa
de 8. glabrata suscetTvel, mostraram altos indices de fagocitose, mesmo quando
os moluscos eram expostos a Vinhagens simpatricas do verme (TRIPP, 1970; ABDL-

SALAM & MICHELSON, 1980 a e b e SANTANA et alii., 1985).

A celula envolvida neste mecanismo de defesa, e denominada - granu -
Tocito: uma celula semelhante ao macrofago encontrado nos animais vertebrados.
Possue atividade fagocitaria e enzimatica, aderindo a superficie de vidro, sen
do o "spreading®, dependente de algum fator humoral do molusco. Esta celula
spresenta pseuddpodos e representa a maior sub-populacdo de celulas civculan -
tes, perfazendo 90% do total (CHENG, 1975; CHENG & AULD, 1977 e JEONG et alii.,
1976). Estes mesmos autores, descreveram outre tipo de celula na hemolinfa de
8. glabrata, denominada de hialindcito, c€lula de menor tamanho, esférica, mes-
mo quando espraiada sobre superficie de vidro, nao apresenta pseudbpodos, exis-
tindo ha hemolinfa ma concentracao de 10 a 15%. O papel de defesa dos hialino-
citos ainda e desconhecido. Ha evidencias preliminares que esta celula repre-
senta um tipo primdrio de celulas que reagem contra antigenos soluveis (CHENG

e GARRABRANT, 1977). Os hialinocitos de Crassostrea virginica e Hercenaria mevr-

cenaria sao capazes de fagocitar bactérias (FOLEY & CHENG, 1975).

Poucos conhecimentos tem sido adicionados aos referidos por WAGGE,

1955 e READE & READE, 1976, com relagao aos tipes de celulas existentes na

hemolinfa de invertebrados, dentro do phylum Mollusca. Estas celulas sao ti -




picamente eucarioticas, delimitadas por menbrana Umica, nucleo com membrana
dupla, nucleolo nem sempre presente, citoplasma granular ou agranular. Ao
microscopio eletronico, pode-se identificar grande variedade de  organelas
e inclusdes, tais como: mitocondria, reticulo endoplasmatico liso ou rugeso,

corpos de Golgi livres ou ligados a ribossomos, granulos de glicogenio e 1i-

SOSSOmOS .

Outros autores trabalhando com diferentes espécies de meluscos,con
sideram a existencia de um unico tipo de ceélula circulante na hemolinga, dan

do-se a denominacao geral de amebocitos (SMINIA & BARENDSEN, 1980).

A origem dos amebocitos {granuldcitos e hialinocitos) em B. glabra-
ta, foi estudada por LIE et alii.,(1975). Em seus experimentos, utilizando mo

luscos nao infectados e infectados com Echinestoma lindoense, E. paraensei e

E. lici, identificaram atraves de cortes de tecido, um orgac localizado entre
o pericirdio e o epit@lic posterior da cavidade do manto, na regido reno-peri
cardica, como orgao provavelmente responsavel pela predugao de celulas nague-
les invertebrados. O0s autores analisaram dois grupoes de B.glabrata. O pri -
mefro, constituido por moluscos nao infectades, mos quais, o orgac apresenta
um tamanho pequenc, as celulas sdo alongadas, com citoplasma basofitico e nig~
cles ovalade ou alongado. Nestes animsis, as mitoses ocorrem com pouquiss ima
fréqﬁéncia. Nos moluscos submetidos a infeccao e reinfecgao com as diferen-
tes espacies de trematodeos do genero Echinostoma, foi chservada intensa hi -
perplasia e multiplicacao celular. Esta resposta e inespecifica, aumentan-

do apos a segunda ou terceira exposicao ao mesmo parasito.

0 orgdo responsavel pela produgao de celulas que, nos moluscos nao
infectados, media de 25 a 40 u de espessura, aumenta significativamente de

tamanho, passando a medir entre 230 a 400 u nos animais infectados e reinfec



tados (LIE et alii., 1975). Continuandoc os experimentos, estes autores tra -

balhando com o modelo experimental B. glabrata albina de Porto Rico infectada

com Echinostoma caproni, confirmaram a existéncia deste orgdo produtor de ame
bocitos (AP0 - amebocyte-producing-organ). Através de anilise histopatold -
gica nos primeiros sete dias apos exposicao, concluiu-se que: a) a producdo
de amebocitos era iniciada nos primeiros dois dias; b) esta producdo tornava-
se maxima dentro de tres a quatro dias e c¢) a producao de ceiulas diminuia

com 0 tempo e, dentro de seis a sete dias, o orgao retormava ao estado inici-
al.

Em animais nao infectados, o APQ contem pequenos grupos de calulas
basofilicas espalhadas na parede, entre as cavidades palial e pericardial.

Neste orgao, nunca foram encontrados parasitos (JOKY et alii., 1985).

As reagoes dos invertebrados 2 presenca de material "non self", pa-
recem nao possuir apenas caracteristicas celulares. Nenhuma substancia com -
paravel 3s imunoglobulinas dos vertebrades, tem sido demonstrada em inverte -
brados, porem, tem-se observado algumas reacoes "in vitro* e "in vivo" que
apresentam acao semelhante aquelas demonstradas pelas imunogiobulinas, como
por exemplo: transferencia de resistencia atraves da hemolinfa ou presenga
de fatores humorais ampliando a resposta celular. Com respeito a isso, pode~
mos citar os experimentos de Mc KAY & JENKIN (1969). Estes autores, observa-
ram protecao significativa contra bacterias em invertebrados nue receberam va

cinas oriundas de bacterias tratadas quimicamente.

0 mecanismo de defesa celular, nao & o unico nos invertebrados.
Observacoes mais antigas ja demonstravam que a presenca de fatores humorais
nao especificos, podem atuar diretamente sobre o material estranho, destruin-

do-o ou aumentando a fogocitose (TRIPP, 1970).



Em outros experimentos, verificou-se que em moluscos resistentes, os
esporocistos de S. mansoni sao rapidamente encapsulados por amebScitos e mor -
tos, principalmente pela forte atividade fagocitaria das celulas circulantes
mediada por fatores humorais presentes na hemolinfa livre de celulas, confir -

mando os achados anteriores (BAYNE et alii., 1980b).

Utilizando B. glabrata altamente suscetivel, foi demonstrado que a

infectividade de miracidios de uma cepa de Porto Rico de Schistosoma mansoni

era reduzida em 40%, quando se fazia um pre-tratamento destas larvas com hemo-

linfa de moluscos da especie Helisoma caribaeum. Como controle foram utiliza-

dos hemolinfa de B. giabrata infectada e nio infectada, alem de hemolinfa de
uma ceépa resistente de B. glabrata e umz solucdo de albumina bovina na concen-
tragao de 0,1%. O fator ou fatores existentes na hemolinfa de H. caribaeum ,
responsavel por este fenomeno, deve ser uma lectina associada com sitios de 1i

gacao para n-acetyl-D-glucosamina na superficie do miracTdio (MICHELSON,1986).

Tem-se sugerido que larvas de Echinostoma paraensei iiberam fatores

que poderdo interferir na capacidade dos amebocitos de B. glabrata para matar
esporocistos do 5. mansoni. A capacidade citotoxica da hemolinfa de  moluscos
da linhagem 10-R2 (resistentes), torna-se reduzida quando os moluscos sofrem
uma primo-infeccao com Echinostoma (LOKER et alii., 1986). Estes resultados
vieram confirmar os dados de LIE et alii., 1977) que observaram redugao da re-
sistencia inata da hemolinfa de moluscos da linhagem 10-R2 de B. glabrata,quan

do previamente infectados com Echinostoma.

CHENG et alii., (1977), estudaram ¢ envolvimento da lisozima nos me-
canismos de defesa de B. glabrata. Os autores inocularam os planorbideos com

suﬁpensia de Bacilus megaterium mortos pelo calor. Utilizaram como controle,

grupos inoculados apemas com agua destilada estéril. Foi encontrada maior



concentracao enzimatica nos grupos experimentais (inoculades), quando compara-
dos com os grupos controles {nac incculados). Os autores nao esclarecem se o

fate ocorreu por multiplicacaoc celular ou aumento da sTntese da propria enzima.

Afnda sob este aspecto, procurando analisar possiveis mecanismos de
defesa humoral, foram desenvolvidos experimentos "in vitro" para demonstrar
que a destruicac das larvas de Schistosoma em moluscos resistentes da cepa
10-R2, deveria estar associada com mecanimos citotoxicos, mediados por amebo -
citos. Para isto, utilizaram esporocistos de cultura, verificando encapsula-
mento e destruicao destas larvas quando incubadas com hemolinfa total de soro
10-R2 {soro e amebocitos ou apenas amebocitos). A viabilidade des esporocistos

ndo se alterava quando na presenca apenas de soro {BAYNE et alii., 1980 b).

Por outro lado, tem sido demonstrado que hemdcitos de moluscos sus -
cetTveis PR-albino, quando incubados com soro de 10-R2, adguirem 2 capacidade

de encapsular e destruir esporocistos de 5. mansoni (BAYNE et alii, 1980 a e b}.

Com base nos experimentos acima, GRANATH & YOSHING (1984), desenvolve
ram modelo "{n vivo" gque comprova a existencia de um fator termplabil presente
na hemolinfa de moluscos 10-R2, capaz de inibir a infecgao esquistossomotica em
moluscos B. glabrata da populacao PR-albino. No experimento grupos de molus -
cos PR-albfno, foram inoculados com hemolinfa de 10-R2 livre de c2lulas, tendo
sidé sbservade uma diminuicao do Tndice de infecgao de aproximadamente 60% na -
queles grupos de animais PR-albinc que receberam a hemolinfa 10-R2. 0O fator de
inducao de resisténcia encontrado na hemolinfa de 10-R2, perdia sua habilida -

de quando submetide ao aquecimento a 70 C durante 30 minutes.

Em outro experimento, verificou-se que esporocistos de S. mansoni pro

duzidos "in vitro®, quando incubados uma hora com soro de Pk-albino ou 10-R2 ,
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se desenvolviam normalmente quando incculados em B. glabrata suscetTvel. Porem,
as larvas eram destruidas quando previamente incubadas com soro de B. glabrata

suscetivel e injetadas em moluscos resistentes (GRANATH & YOSHINO, 1984).

0 efeito "in vitro" de granulocitos e componentes do plasma de  cepas
suscetiveis "M line" e resistentes 10-RZ sobre esporocistos do 5. mansoni de B.
qlabrata de Porto Rico, tambem foi analisado. Apos 24 horas de incubagao da
hemolinfa de moluscos suscetiveis, com esporocistos, 94,4% destes mantinham a es
trutura normal, enquanto que 91,6% dos esporocistos eram destruidos quando a in-

cubagao ocorria com hemolinfa de resistentes.

Esporocistos pre-incubados durante seis horas em plasma de moiusco sus
cetIvel, eram destruidos quande posteriormente incubados com granulocitos de mo-
Juscos resistentes em plasma de molusco suscetivel. Quando a prée-incubagao era
feita em plasma de moluscos resistentes, 0s esporocistos se mantinham  intatos,
mesmo quando a incubagao posterior era realizada com plasma e amebacitos de mo -

tuscos suscetiveis.

Tendo em vista estes experimentos, foi sugerido que os esporocistos in
corporam em sua superficie, substancia do plasma do hospedeiro (LOKER & BAYNE |
1982), com isto, haveria um mascaramento do parasita, nao sendo este reconhecido

pelos mecanismos de defesa do hospedeiro {STEIN & BASCH, 1979).

Resistencia adquirida tem sido demonstrada em pesquisas que utiliza -
ram miracidios irradiados. B. glabrata suscetivel foi sensibilizada com miraci

dios do trematodeo Ribeiroia marini, que haviam sido submetidos a irradiagac- X

na dose de 631R/min. Fstes animais receberam um "Challenge” com miracidios
nac irradiados em diferentes periodos de tempo apos a primeira exposigao (SULLL

VAN et alii, 1982).



Como pode-se verificar pelos resumos dos experimentos expostos neste
trabalho, estudos vem sendo realizados com molusco planorb?daaAg. glabrata de
populagoes PR-albino ou 10-R2. Apesar do razoavel numerc de pesquisas, 05
mecanismos envolvidos na resposta destes invertebrados frente ao S. mansoni ou

outros trematodeos, ainda nao estao bem esclarecidos.

Por outro lado, além de B. glabrata, existem outras espdcies de hos-
pedeiros do Schistosoma, que comportam-se de maneira diferente 3 expesicao ao

parasito.

-

0 objetivo do presente trabalho, & analisar os mecanismos de defesa

em B. tenagophila naturalmente resistentes & infeccdo esquistosscmotica e em

B. glabrata suscetivel.
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2 - PATERIAL £ METODOS

2.1 - Origem e selegao de moluscos

Desovas de moluscos albinos da especie B. glabrata descendentes de
animais capturados em Belo Horizonte, criades e mantidos no laboratorio de Pa
rasitologia da INICAMP ha vinte ancs, originaram a geracao parental "P". Par-
tindo desta geracao obtivemos as geracoes Fy e Fp por autofecundagao, confor-

me critério esquematizado abaixo e adotado em experimentos anteriores (SANTA-

Sf//fip\\\\\ﬂ
|
S////// 1{\\\\R
|
S////’FZ\\\\\R

NA et alii., 1978) {Fig. 1).

Fig. 1 - Esquema de selecao para obtencao de populacdes de

moluscos B. glabrata suscetiveis (S) ao Schistoso-

ma mansoni da linhagem BH.

Moluscos B. glabrata da geracdo parental "P" foram expostos indivi -
dualmente a dez miracidios da linhagem BH (Belo Horizonte) de 5. mansoni, Ague

les animais que ate o 1000 dia de cbservagas, eliminaram cercarias,foram con -

- - » 2 -
siderados suscetiveis e denominados de suscetiveis "S", enquante aquelas ptla -
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norbideos que n3o apresentaram cercirias, foram considerados como resistentes

“R". Estes animais "S" ou "R", passaram a constituir a geracac Fy ( SANTANA,

1976).

Para obtengao da geracas FZ(S)’ adotamos procedimentos semelhante,

partindo da geracao Fy suscetivel.

Moluscos B. tenagophila (melanices), utilizados no trabalho, foram
escolhidos ao acaso, entre a populacas mantida no laboratdrio e, descendentes
de planorbideos capturados no Vale do Rio Paraiba do Sul {Sdo Paulo). Estes
animais foram expostos a 10 miracidios da Yinhagem SJ. Foram utilizados ape-

nas moluscos da geracdo parental.

2.2 - Obtencao de miracidios e infeccdo de moluscos

Miracidios das iinhagens mineira BH e paulista SJ de 5. mansoni, fo

ram obtidos de fezes de camundongos swiss heterogeneticos, previamente expos-

tos a cercarias de S. mansoni.

O material fecal dos camundongos, coletado aos sessenta dias  apds
infeccao foi homogeneizade, filtrado em dupla camada de gaze e deixado sedi-
mentar em geladeira. Em seguida, procedemos tratamento para eclosio dos mi-
ragidios e posterior exposicao acs muluscos, conforme tecnica de STANDEN (1951

e 1952).

2.3 - Obtencao de hemolinfa

A hemolinfa de moluscos B. glabrata era obtida da regido cardiaca ,
atraves de orificio feito na concha do animal, coletando-se o material com
pipeta Pasteur, conforme CHERNIN (1963). Todos os moluscos utilizados para

sangria mediam entre 14 a 17 mm de diametro maximo.

Para coleta de hemolinfa de B. tenagophila, foi feita sangria atra

ves da regiao cefalo-podal do molusco {MICHELSON, 1366). Os animais utiliza
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dos para sangria, apresentavam o mesmo diametro dos B. glabrata.

2.4 - Contagem de celulas da hemolinfa

Da hemolinfa de cada animal, contou-se uma amostra de celulas uti -

lizando camara de contagem de Neubauer para obtencao do numers tctal de celu-

las/mm?® em cada molusco.

Constituiu-se 12 grupos de 15 animais cada para 8. glabrata e, fez-
se duas contagens para cada amostra de hemolinfa individualmente, resultan -
do um numero de 30 leituras por grupo. Deste total, considerou-se a media de

celulas/mm® de hemolinfa sem diluicac em cada grupo.

Foi determinado o numero de ceélulas nas geracces P, F1 e F2 para mo

Tuscos B. glabrata.

Para B. tenagophila, formou-se 6 grupos de 15 moluscos cada, utili-

zando-se apenas a geracao parental "“p".

A tecnica utilizada para a contagem foi semelhante a descrita aci -
ma.

Para calcular o numero de celulas amchocitdring (granuidcitos) exis
tentes na hemolinfa de cada molusco, procedeu-sede maneira analoga aquela
classicamente empregada para contagem de leucocitos humanocs , CARVALHO {19783,
No caso particular, eliminando-se o fator diluicao, adotou-se a expressao abai
X0:

celulas contadas % 10
4

cel/mm ¥ de hemolinfa =

2.5 - Preparagao de monocamadas de amebocitos

De um "pool" de hemolinfa obtido de dez moluscos, tomou-se 25ue, in
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cubando-se em laminula de 25 x 50 mm durante 30 minutos e temperatura de 22 C

+ 2 C em camara imida.

Terminando o periode de incubacao, o excesso de hemolinfa era removi
do por lavagens sucessivas em soluc3o salina balanceada {Meio minimo essenci-
al - MEM), ficando uma camada de amebocitos firmemente aderida ac vidro. Es-

ta preparacgao, foi posteriormente corada com solucao de Giemsa diluida 1/5 em

PBS a 2% durante 50 minutos.

Para a preparacao de monocamadas de celulas da hemolinfi, tomou-se

como base a tecnica descrita por ABDUL-SALAM & MICHELSON, (1580 a e b).

2.6 - Estocagem e liofilizagao de cercarias

Um "pool" de cercarias eliminadas por B. glabrata experimentalmente
infectadas com a linhagem BH de 5. mansoni, era transferido com pipeta Pasteur
para outro recipiente, ficando livre de fezes e outras impurezas. Em seguida,
o material limpo era submetido em uma camara de vapores de formol durante 30
minutos. Apos este periodo, as cercarias eram deixadas durante 3 noite na ge
fadeira. No dia seguinte, o material era centrifugado duas a tres vezes com
agua destilada e, finalmente estocado em congelador a - 20 C para posteriormen

te ser liofilizado, visando obtencao dos extratos antigenicos.

2.7 - Formolizagao de eritrocitos de carneiro

Eritrocitos de carneiro suspensos em solucdo de Alsever, eram levados
cinco vezes com PBS pH 7,2. Apos este procedimento, foi adicionado a um volu-
me de "papa" de eritrocitos, dez volumes de formol a 3%Z. A mistura era deixa-
da durante 24 horas a 22 C, quando era feita mais cinco lavagens com PBS e
mais cinco com solugao salina balanceada {MME), conforme tecnica de CSIZMAS

(1960).
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A suspensao de eritrocitos era ajustada para concentracdo de 3 x 10°

células/mm?3.

2.8 - Sensibilizagao de eritrocitos de carneiro com extrato protéice de

cercarias
2.8.1 - Obtencao e dosagem do extrato proteico

0 antigeno prot@ico de cercarias de S. mansoni da linhagem

BH, foi extraido a partir das cercarias liofilizadas, obtidas conforme descri-

cao no ftem 2.6.

Aliquota de 6 mg/mL de pdo seco de cercarias em SST pH 7,0 -
0,02M, foi incubado por uma hora a 4 C, e centrifugada a 3000 rpm por 15 minu-

tos. O sobrenadante passou a constituir o antigeno "A" {Ag-A).

Para obtengao do antigeno “B" (Ag-B), incuba-se o precipita-

do da extragao inicial com SST durante uma noite a 4 C.

0 antigeno "C" (Ag-C), foi extraido do precipitado B (Ag-B)

incubado por mais uma noite a 4 C.

Terminado o periodo de incubacdo, centrifuga-se a 3000 rpm
por tres minutos sob refrigeragan. O sobrenadante constituiu ¢ extrato anti-
geénico, cujo teor de proteinas era dosado pela técnica de HARTREE (1972}, ten

do-se utilizado BSA na concentracao de 50 pl/mL como proteina padrao.

A obtengao dos extratos antigenicos foi realizada, conforme

teécnica descrita por KRONMAN (1965).

2.8.2 - Taninagem dos eritrocitos

Misturou-se volumes iguais de suspensao de eritrocitos for-

malizados a 2,5% em SST pH 7,2 e solugdo de acido tanico diluido 1:2000 no
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mesmo tampao, conforme procedimento descrito por CZIMAS, modificado sequndo

STAVISTSKY (1964)

2.8.3 - Sensibilizacao dos eritrocitos

Para proceder a sensibilizacao dos eritrocitos, utilizou-
se técnica de STAVISTSKY (1964). A 4 volumes de SST pH 6,4, adicionou-se 1
volume do antigeno "A* (Ag-A) na concentracao de 500 ug /mL de proteinas,con
forme obtencao descrita no item 2.8.1. A essa mistura, adicionou-se suspen-
$ao de eritrocitos a 2,5% taninizades. Incuba-se a temperatura ambiente por
20 a 30 minutos. Centrifuga-se a 1000 rpm durante 3 minutos, lava-se em SST,

deixando na concentracao final de 2,5%.

2.8.4 - Teste de hemaglutinacgao

Como controle para verificar se os eritrocitos estavam sen
sibilizados, foi feito teste de hemaglutinagao em placas, utilizando um “pool"
de soros de camundongos esquistossomoticos. Utilizou-se como controles: soro

normal de camundongos e solucao salina tamponada {SST).

0 teste de hemaglutinagao foi realizado conforme tecnica de

STAVISTSKY (1964).

2.9 - Determinagao do Tndice de fagocitose
2.9.1 - Com eritrocitos formolizados

Para a realizagao dos ensaios de fagocitose "in vitro", to-
mou-se como base, a tecnica preconizada por ABUL-SALAM & MICHELSON (1980 a e
b}.

As monocamadas de celulas preparadas a partir de um "pool”



de hemolinfa de dez moluscos B. glabrata e dez moluscos B.tenagophila de ca-
da grupo experimental, foram incubadas com 25 yl de eritrocitos formolizados
de carneiro, na concentragao de 3 x 10% cel/mm® durante 60 minutos em cama-

ra umida a temperatura de 22 C + 2 C.

Terminado o periodo de incubagac, retirava-se o excesso de
eritrocitos. Em seguida, a preparagao foi coberta com algumas gotas de{MME)
para lavagem da laminula e fixada com Metanol puro, corada com Giemsa dilui-
da 1/5 em PBS a 2% durante 50 minutos e feita a montagem com balsamo do Ca-
nada.

Para avaliar o indice de fagocitose, contava-se 200 celu -
las em duas preparacoes para cada experimento, expressando-se o valor final
pela media aritmetica, conforme formula abaixo utilizada por ABDUL -SALAM
& MICHELSON (1980 a).

NO de ceélulas fagocitando pelo
menos um eritrocito

X 100

NG total de celulas contadas

(200)

Foram utilizados no total 9 grupos de 10 moluscos B. glabra-
ta das geragoes P, F} e F2 e cinco grupos de 10 B. tenagophila da geragao P,

durante o curso da infeccdo ate o 429 dia.

Foram faitas avaliacoes da fagocitose nos dias 1, 7, 28 ¢ 42
pos~infeccao para geragao parental de B. glabrata e nos dias 7% e 420 para 2
geracao Fy- Para a geragao Fz, determinou-se a fagocitose somente da popula -

cdo de B. glabrata nao infectada.

Para moluscos da espacie B. tenagophila, as avaliagi=s foram

feitas nos dias 10, 149, 280 e 420 pos-infecgao para a geragao parental.
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0 Indice de fagocitose foi analisado nos intervalos de tempo de

1, 7, 14, 28 e 42 dias pos-infecgdo, por coincidir com os estigios de de -

senvolvimento intra-molusco do parasito (PAN, 1965).

Dez moluscos livres de infeccdo (normais), foram uytiiizados como

controle.
2.9.2 - Com eritrocitos sensibilizados

Para avaliar a fagocitose empregando eritrocitos sensibi-
lTizados, foram utilizados 40 moluscos da especie B. tenagophila, assim dis-
tridbuidos:

a) Grupo I - constituido por dois sub-grupos de 10 molus-

cos normais;

b} Grupo II - constituido por dois sub-grupos de 10 molus-

cos no 79 dia de infecgao.

0 indice de fagocitose foi avaliado atravas de metodologia

descrita no item 2.9.1.

2.10 - Produgao de antissorcs anti-hemolinfa

2.10.1 - Produgao de antissoros anti-hemolinfa de B. glabrata e B.
tenaqophila livres de infeccao.

ANTISSORO Ia-Paraproducao do antissoro, utilizamos um "pool" de
hemolinfa de B. glabrata livres de infecgac (HBGN), submetido a centrifuga -
cao a 12.000 rpm por dois minutes. O antTgenoc homogeneizado em adjuvante com
pleto de Freund (volume /volume), foi inoculado em dois coelhos com aproxi -
madamente tres meses de idade conforme esquema de imunizagao apresentado na

Tabela I.
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ANTISSORG Ib - Os animais utilizados para a producac deste antisso-
ro, foram dois coelhos com tres meses de idade. 0 antigeno passou a ser he -

molinfa de B.glabrata livres de infecgao (HBGN), centrifugada a 12.000rpm du-

rante dois minutos e posteriormente filtrada em milipore com malha de 0,65 u.

As concentracoes do antigeno foram 6 mg/mL nas duas primeiras ino -

culacoes e de 3 mg/m. nas inoculacoes seguintes. 0 esquema de inoculagasc foi

realizado conforme aquele empregado para a produgao do antissoro la.

ANTISSORO II ~ Este antissorc foi produzido em dois coelhos com
aproximadamente tres meses de idade, atraves da inoculagac de hemolinfa de B.

tenagophila livres de infeccao (HBTN). 0 antigeno era centrifugado a 12.000

rpm por dois minutos e homogeneizado em adjuvante completo de Freund (volume/
volume). 0 esquema de imunizacdo foi similar aquele empregado para a produ -

¢ao do antissoro Ia.

2.11 - Analise do soro anti-hemolinfa
Testou-se os antissoros la, Ib e II, obtidos a partir da la. semana
apos a 2a. inoculacao do ant3geno, atraves das tecnicas de imunodifusao ra-

dial (OUCHTERLONY, 1958) e "Ring-Test". Como controle das reagoes, utilizou-
se soro normal de coelho (SNC) frente a hemolinfa de B. glabrata e B. tenago-
phila.

Para realizar a imunodifusiao, empregou-se os antigenos na concentra

cao de 10 mg/mL e 6 mg/mL frente aos antissoros Ia, Ib e II, respectivamente.

2.12 - Analise comparativa de antigenos da hemolinfa de £. glabrata e B.

tenagophila atraves de imunceletroforese

Para analise da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila, foi utili

zada a tecnica de imunoeletroforese unidimensional de GRABAR & BURTIN (1964).

Empregou-se como suporte agarose a 1% em tampao veronal tris-glici-

na {0,05 M - pH 8,5 - u 0,02). As condicoes de forese e difusao, foram as
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seguintes: tensao = 6v/cm; tempo = lh e 50'; corrente = 2,5 mA; tempo de di-

fusao = 30 horas; coloragao com amido Schwartz a 0,1% por 15 minutos.

Os soros utilizados, foram antissoros anti-hemolinfa de moluscos

normais produzidos em coethos.

Na lamina que originou a figura 19, apos corrida eletroforetica, o

gel foi removido entre os orificios 4 e 5. A parte inferior, onde foi apli-
cado o soro de coetho normal {orificio 5), foi imediatamente fixada em solu-
cao de acido acetico glacial a 2% durante 5 minutos. Este procedimento, im-
pediu a difusao radial do soro aplicado naquele orificio.

0 processo de coloracao foi padrao para toda lamina.

2.13 - Absorgao de antissoro de coelho
2.13.1 - Anti-hemolinfa de B. glabrata

0 soro obtido da sangria total, foi absorvido com hemolinfa

de moluscos B. glabrata Tivres de infecgao e infectados, conforme esquema a
sequir:
TUBO A - 0,5 mL de soro anti-hemolinfa total foi adicionado
a 0,5 ml. de hemolinfa de B. glabrata livres de in-
feccao (HBGN), constituinde o antissoro absorvide

com hemolinfa normal.

TUBO B - 0,5 mL de soro anti-hemolinfa total foi adicionado
a 0,5 mL de hemolinfa de B. glabrata infectadas
(HBGI), constituindo o antissoro absorvido com he

molinfa de moluscos infectados.

Em seguida, os tubos A e B foram incubados a 37 C por uma
hora e deixados em refrigerador durante a neite. Findo o periodo de incubagao,

o material foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos scb refrigeracao. O
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sobrenadante foi testado frente aops antissoros Ia e Ib.

2.13.2 - Anti-hemolinfa de B. tenagophila

0 soro obtido da sangria total de coelho, foi absorvido

com hemolinfa de moluscos B. tenagophila normais e infectados de acordo com

o esquema abaixo:

TUBO A - 0,5 mL de soro anti-hemolinfa total foi adiciona

do a 0,5 mL de hemolinfa de B. tenagophila livres
de infecgao (HBTN).

TUBD B - 0,5 mL de soro anti-hemolinfa total foi adiciona-~
do a 0,5 mlL de hemolinfa de B. tenagophila infec-
tadas (HBTI).

Cada tubo contendo o complexo scoro-hemolinfa, foi incubado
a 37 C por uma hora e deixados em refrigerador durante a noite. Terminado o
periodo de incubagao, centrifuga-se a 3000 rpm por 10 minutos, sendo o sobre-

nadante testado frente ao antissoro de B. tenagophila normal (antissoro II).

Apos absorgao, os antissoros la, Ib e Il apresentaram rea-

cao negativa frente aos antigenos homologos.

2.14 - Dosagem de proteinas da hemolinfa

0 teor de proteinas da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila

normais e infectadss foi verificade atraves da tecnica de Hartree (1972)

(Lowry modificado).

Como proteina padrao, utilizou-se¢ sorc albumina bovina (BSA) liofi -
lizada.
As leituras, foram realizadas em espectrofotometro MICRONAL (B 242).

Antes da dosagem, as amostras de hemolinfa eram centrifugadas a 12.000 rpm por
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2 minutos a 5 C, ou submetidas a passagem em filtro de Milipore (0,65u) com

0 objetivo de retirar os componentes celulares.

2.15 - Exposicao de B. glabrata de populacac parental a linhagem BH

apods inoculagdo com diferentes antigenos.

Cinco grupos de 40 moluscos cada, foram expostos individual-
mente a dez miracidios da linhagem BH de S. mansoni, sendo, previamente anes
tesiados. Os antigenos utilizados foram: extrato de cercarias da linhagem

BH; "pool" de hemolinfa de B. tenagophila normal sem c€lulas e BSA (soro al

bumina bovina).

A inoculagao dos antigenos foi feita atraves da regiao céfa-

lo-podal do molusco, aplicando-se 5 ul do antigeno em cada animal.

0 anestesico adotado foi solucao aquosa de Mentol a 0,25 % .
Apos quatro horas de contato dos moluscos com o anesteésico, eram considera -
dos anestesiados, aqueles que nao ofereciam reacao a estimulo minimo com agu

Tha hipodermica.

Quatro grupos, dois de 30 e dois de 20 exemplares de B. gla-

brata, foram utilizados como controles.
Os experimentos foram realizados conforme esquema a seguir:

GRUPO I - 40 moluscos foram inoculados com extrato de cerca-
rias na concentragao de 5 mg/m. de proteinas, in-

fectados sete dias apos aplicacao do antigeno.

GRUPO II -40 moluscos inoculados com extrato de cercarias
com 0,5 mg/mL de proteTnas, infectados um dia apos

aplicagao do antigeno.




GRUPO 111

GRUPO 1V

GRUPG V

GRUPO VI

GRUPQS
VII e VIII

GRUPO IX

H

-

40 moluscos inoculados com extrato de cercarias

com 0,5 mg/mL de proteinas, infectadas sete dias

apos aplicacao do antigeno.

40 moluscos inoculados com hemolinfa de B. tena-
gophila previamente {iltrada em milipore com 25
mg/ml. de proteinas, infectados um dia apos inocy

lagdo do antigeno.

40 moluscos inoculados com BSA na concentracac
de 5 mg/mL de proteinas, infectados um dia apos

inoculacdo do antigeno.

20 moluscos anestesiados e infectados {controle }

no 19 dia apos anestesia.

30 moluscos/grupo, apenas submetidos a infecgao

{controle).

20 moluscos nao infectados {controie}.

23
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3 - RESULTADIS

3.1 - Analise morfologica e contagem de células da hemolinfa de B. gla -

brata durante a infeccao esquistossomotica.

Na tabela II encontra-se os resultados da contagem de granuloci -

tos da hemolinfa de B. glabrata das geragoes P, F} e F2 durante o curse da

infecgao com 5. mansoni da linhagem BH.

Na Figura 2, encontram-se os dados de estudo comparativo destas ce

lulas, criundas das geragdes P e Fy.

Como pode-se verificar, a partir de 24 horas apds exposicao, o nu-
mero de celulas da geracao parental esta significativamente aumentado em
relacao ao numero de celulas contado no decorrer do periodo de infecgao até

o 420 dia.

Para a geracao parental, 24 horas apos infecgao, foi  encontrado
376,4 + 144,24 células/mm *de hemolinfa e, para a geragao  Fp, cbteve-se

146,3 + 32,8 celulas/mm * de hemolinfa.

A partir do 39 dia, dados nao tabelados, verifica-se um declinio no
numero de ceélulas granulociticas na hemolinfa de B. glabrata da geracao pa -
rental. Chegando-se a um numero de ceélulas da ordem de 114,6 + 49,3 no 79
dia apos infeccao, mantendo-se praticamente constante atée o 429 dia. Estando
este numero de células, um pouco abaixo daguele encontrado para os animais 1i

vres de infecgao {controle).

Observa-se a existencia de dois tipos de celulas na hemolinfa de
B. glabrata - celulas espraiadas, grandes, emitindo pseudopodes, as chamadas
granulocitos {c€lulas envolvidas na fagocitose) e os chamados hialinocitos -

celulas de tamanho inferior, sem pseudopodos, nao aderentes a superficie
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de vidro (Fig. 3).

Nas figuras 4, apresenta-se uma preparagao corada, onde pode-se
observar os granulocitos de B. glabrata, aderidos ao vidro. Estas células pos
suem nucleo excentrico grande, arredondado, com poucos vacuolos e emitem gran-

de numero de pseudopodos.

Na tabela III, encontram-se os dados referentes a analise compara -
tiva pelo teste (t), do numero de celulas granulociticas da hemolinfa de B.

glabrata das geracoes P, F] e F2 durante a infeccao esquistossomdtica.

Por esta analise, pode-se observar que, nao existe diferenca signi -
ficativa entre os grupos controles {nao infectados). Verifica-se valores es -
tatisticamente significantes nos 70 e 429 dias de infecgdo nas geracoes P e F)

e no 19 dia pos-infecgdo entre as geracoes P e Fp.

3.2 - Analise morfologica e contagem de ce&lulas da hemolinfa de B. tenago-

phila durante a infeccdo esquistossomotica.

Na tabela IV e figura 5, encontram-se os resultados da contagem de

granuylocitos da hemolinha de B. tenagophila da geragao parental "P", durante o

curso da infeccao esquistossomotica.

Nas primeiras 24 horas apos exposicao, o numero de celulas aumenta
significativamente em relacao aos demais periodos analisados, chegando a 940

+ 280,4 cel./mm’ de hemolinfa.

Efetivamente, o numero de granulocitos da hemolinfa de 8. tenagophi-
la da geragao parental, no decurso da infecgao, mostra-se significativamente
elevado, em relagao as celulas circulantes, quando comparado com resultados do

mesmo periodo em B. glabrata.(Tabela V ),

Como ocorre para B. glabrata, na B. tenagophila, tambem cbserva-se
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um declinic do nimero de granuldcitos circulantes a partir do 30 dia {dados
nao computados). Encontrando-se do 79 ao 420 dia pos-infeccao, valores mui
to proximos, com comportamento semelhante aquele verificado para B. glabra-
ta.

Na figura 6, & possivel observar celulas grandes, possuindo pseu
dopodos , aderindo e espraiando-se sobre a suverficie de vidro, corresponden-

tes aos granulocitos. Celulas menores, sem pseudopodos, nao aderente, sdo

os hialinocitos.

Em monocamadas de celulas da hemolinfa de B. tenagophila, obser-

va-se que os granulocitos apresentam grande numero de vacliolos (Fig. 7 ),

Na tabela V, estdo os dados da analise estatistica pelo teste

(t), do numero de c€lulas granulocTticas entre B. glabrata e B. tenagophila

no decurso da infecgao pelo S. mansoni.

Por esta analise comparativa, o numero de granulécitos em B. te-

nagophila, e significativamente maior do que em B. glabrata, durante todo

periodo de infeccao e tambem, na populacao de moluscos nac infectados.

3.3 - Quantificacao da capacidade fagocitaria de granuldcitos de B.gla-
brata e B. tenagophila Vivres de infecgao e infectados com as 1i

nhagens BH e SJ do 5. mansoni.

0s resultados referentes a avaliacao quantitativa e gualitativa

da fagocitose de granulocitos da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila,

estao expressos nas tabelas VI, VII, VIII, IX, X e XI, figuras 10, 11, 12,13

Analisando-se os dados da tabela IX pelo teste "t" (Student), ve
rifica-se que, a capacidade de fagocitose dos granulocitos da hemolinfa de

B. glabrata da geragao “P* livres de infeccao e no decorrer da infecgao es -
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quistossomdbtica, é superior a capacidade de fagocitose dos moluscos da gefg
Gao Fi(s)® constituido por moluscos oriundos de animais da geracao paren -

tal "P" que se apresentaram positivos ate o 1000 dia apds exposigdo a miracy
dios. Com relacao a geragao FZ(S) livres de infecgao, que apresentou um In
dice de fagocitose da ordem de 33,5%, verifica-se capacidade fagocitaria in
ferior a dos animais da geracao parental, para os quais, encontrou-se 52,6%
de fagocitose. Nos grupos F](s) e F2(5)1ivres de infeccao os granulocitos

nao apresentaram diferenca significativa na capacidade fagocitaria frente

a hemacia de cameiro quando comparadas a geracao P (Tab, IX}.

Na Tabela VII, encontram-se os dados referentes a quantificacgao
da capacidade fagocitaria de moluscos da espécie B. tenagophila da geragao
narental "P".

0s granulocitos oriundos dos B. tenagophila Tivres de infeccao,
apresentaram 60,5% de fagocitose, estatisticamente significante, quando
comparado com a capacidade de fagocitose das celulas de B. glabrata nas mes
mas condicoes. Estas celulas apresentaram Indice medio de fagocitose  da

ordem de 52,6% (Tabela VI).

Granulocitos coletados da hemolinfa de B. tenagophila no decor-
rer da infeccao, forneceram indice que variaram de 35%, 49,8%, 41,2% e
a4,5% para os 19, 1490, 280 e 420 dias apos exposicac aos miracidios, res -
pectivamente. Estes Tndices foram significativamente menores em relacao
aqueles obtidos para B. glabrata dentro dos mesmos periodos de infecgao. O
teste de significancia para todos os grupos, quando comparades dois-a-dois,

mos traram valores de p < 0,005 {Tabela X).

Na Tabela VIII, acham-se os resultados referentes a quantifica-
cao da capacidade fagocitariade granulocitos de B.tenagophila frente a eri-
trocitos sensibilizados de carneiro. Esta analise apresentou resul tados

abaixe daqueles observados para os grupos inoculados com eritrocitos apenas
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formolizados.

Em dados nao tabelados, verificou-se resultados semelhantes para
B. glabrata. Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou tripli-
cata e, os percentuais de fagocitose apresentados, sao resultantes de uma
media.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel definir um mo-
delo de trabalho, passando-se a utilizar para os testes de atividade fagoci-

tica dos granulocitos, eritrocites formolizados de carneivo.

Na figura 14, pode-se observar a segliencia do evento da fagocito

se por células da hemolinfa de moluscos do genero Biomphalaria. Em (A), os

eritrocitos (particulas estranhas) entram em contato com a superficie da ce-
lula, aderindo a membrana. Iniciando-se em seguida, a ingestao da particu-

ia (B) e, finalmente, a completa interiorizacao da mesma (C).

3.4 - Resultados da analise dos soros anti-hemolinfa atraves de “Ring-

Test", imunodifusao e imunceletroforese.

0s antissoros Ta, Ib e I apos a Za. inoculacgao do antigeno, ja
apresentavam "Ring-Test" fortemente positivo para antTgenos e antissoros to-
tais.

Estes antissores testados atraves da imunodifusao radial, reve -
laram banda de precipitagao ate a diluicao de 1/32 para o imunessoro II e

1/54 para os imunessoros Ia e Ib apds a 5a. inoculagdo dos antigenos.

Nas figuras 15, 16 2 17 encontram-se os resultades da analise

imunoeletroforetica da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila livres de

infeccdao e infectados com as linhagens simpatricas do S. mansoni.

0 antissoro contra hemolinfa de B. glabrata mostrou titulo de

1/64 com o soro coletado apdos a 5a. inoculacac do antigeno. O antissoro con
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tra hemolinfa de B. tenagophila apresentou titulo de 1/32 apos a 5a. inocula-

¢aa do antigeno.

0 antissoro homologo reconheceu pelo menos seis sistemas precipi-~

tantes na hemolinfa de B. tenagophila infectada e, no minimo quatro no molus-

co livre de infecgao.

Na hemolinfa de B. glabrata identificamos 6 bandas de precipita -

gao para os moluscos normais. Os animais infectados, apresentaram pelo menos

cinco componentes.

Nas figuras 15 e 16, pode-se verificar a presenca de antTgenos co
muns entre B. glabrata e B. tenmagophila.

Apos absorcao do imunossoro anti-hemolinfa, verificou-se a perma-
nencia de dois componentes na hemolinfa dos moluscos B. tenagophila infecta -
dos (Fiqura 16).

Pode-se constatar ainda, a presenca de um componente em concentra

¢ao muito acentuada, com migragao eletroforetica anodica, para ambas as es -
pecies de moluscos livres de infeccao ou infectados. Possivelmente, este com

ponente, corresponde a hemoglobina.

Observam-se tambem, componentes protéicos em concentragoes mais
baixas, com mobilidade catodica, estando nelo menos, um deles, presente em

ambos os moluscos.

Pelo perfil da Figura 17, poderiamos sugerir que varios componen-

tes da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila, apresentam uma mobilidade

eletroforetica semelhante a da gama globulina dos mamiferos {Figura17), como
pode ser verificado comparando-se com os perfis eletroforéticos do soro de

coelhe e hemolinfa.
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3.5 - Indugao de resistencia em B. glabrata suscetivel ac $. mansoni

Na Tabela XII encontram-~se os resultados referentes a porcenta-
gem de infeccao e mortalidade de moluscos da especie B. glabrata, apds inc-
culagao com extrato antigenico de cercarias da linhagem BH do S. mansoni,so

ro albumina bovina (BSA} e hemolinfa de B. tenagophila 1ivre de infeccas.

Na Tabela XIII encontram-se os resultados da analise estatTsti-
ca comparativa dois-a-dois realizado pelo teste "t" de Student. Ffoi encon-
trado 29% e 36% de infecg2o para os grupos I e III respectivamente, apos
sete dias de infecgao, enquanto, os grupos controles, variaram de 66,7% a

80,0% de infeccao. Estes dados apresentaram-se altamente significativos.

0 grupo II que foi inoculado com extrato de cercarias BH, 24 ho
ras apos infecgao, mostrou-se também altamente significativo em relacdo aos

grupos controles.

Estes resultados, indicam que, o extrato antigenico de cercari-
as BH, conferiu aproximadamente 50% de resistencia para os moluscos da es -
pecie B. glabrata, independentemente da exposicao aos miracidios ser reali-

zada no primeiro ou no setimo dia apos inoculacao do antigens.

A hemolinfa de B. tenagophila {Grupc IV), nao conferiu qualquer
protecao aos moluscos B. glabrata suscetiveis. 0 grupo experimental e con-
troles, apresentaram valores muito proximoes, ou seja: 68,5% de infeccao
contra 66,7%, 68,3% e 80,0%. Dados que quando comparados dois-a-dois, re -

velaram-se nao significativos {Tabela XIII).

0 soro albumina bovina (BSA), serviu apenas como controle do ex
perimento.
A mortalidade dos animais, variou de 12,5% a 37,5% para os gqru-

pos experimentais e de 18,5% a 35,3% para os grupos controles (Tabela XII).
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0 grupo VII, com indice de infecgao de 68,8%, teve como objetivo,
descartar a influencia da anestesia no indice de infeccao dos animais  sem

qualquer tratamento previo.

3.6 - Porcentagem de infeccao em B. glabrata e em B. tenagophila expos-

tos as linhagens BH e SJ do S. mansoni.

Moluscos B. glabrata das geracoes P e Fy e B. tenagophila da ge -
ragao P, apresentaram indices de infeccao de 80%, 83,3%7 e 70,8% respectiva -

mente {Tabela XIV).

Foi considerado para efeito de calculos, apenas os moluscos que

eliminaram cercarias e/ou agueles que permaneceram vivos até o final do ex -

perimento. .

3.7 - Testes de hemaglutinacao com eritrocitos sensibilizados com extra

to de cercarias de S. mansoni.

Encontrou-se tTtulo correspondente a 1/16 para antissoro de camun

dongos esquistossomotivos. As reagGes controles apresentaram-se negativas.

3.8 - Teor protico da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila normais

e infectados

Na Tabela XV acham-se os dados referentes a dosagem de proteinas
da hemolinfa dos moluscos das especies estudadas. Conforme os dados da tabe-
la, os moluscos infectados B. glabrata ou B. tenagophila, sofrem uma signifi-
cativa redugao na concentracao de proteinas da hemolinfa. Enquanto nos molus
cos normais B. glabrata encontrou-se 4,27 + 1,54 g% de proteinas, nos animais
infectados verificou-se 1,30 + 0,56 g%. Em B. tenagophila, passa-se de 6,06
+ 1,32 g% de proteinas nos animais normais, para 3,39 g% nos moluscos infecta

dos.
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3.9 - Teor prot@ico do extrato antigenico obtido de cercarias de 5. man-

soni da linhagem BH.

Na Tabela XVI, estio os dados referentes ao teor de proteinas do

sobrenadante obtido do extrato bruto de um liofilizado de cercarias.

Conforme os resultados, a segunda extragao apresentou maior concen

tracao proteica, com 1623 ug/mt, enquanto, as outras fragoes forneceram 1319

e 440 u g/mL, respectivamente.



TABELA

Ii

Numero de granulocitos na hemolinfa de B. glabrata das

geracdes P, Fy e F, durante o curso da infecgao

S. mansoni { n = 15 moluscos/ensaio)

por

33

GERACOES DIA POS-INFECCAD CELULAS/mm® DE
_ HEMOLINFA
X SD
P(N) - 173,4 + 56,3
P 1 376,4 + 144,2
P 7 114,6 + 49,3
P 28 139,2 + 59,2
p 42 148,5 + 30,9
F1(N) = }8?55 i 59,9
F.l 7 224,7 + 101,5
Fy 14 135,7 + 49,5
Fi 28 163,2 + 55,6
Fi 42 212,5 + 68,6
FZ(N) - 164,0 + 52,9
F2 1 146,3 + 32,8
N = Grupo controle {(normal)

P

= Geragao parental.
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TABELA

v

Numero de granulocitos na hemolinfa de B. tenagophila

da geragao parental durante o curso da infecgao

{(n = 15 moluscos/ensaio)

DIAS POS-INFECCAD

CELULAS/mm? DF HEMOLINFA

X 5D

~ {(controle) 288,0 + 66,8
] 940,0 + 280,4
7 468,5 + 182,3
14 400,3 + 86,5
28 369,0 + 123,0
42 470,1 + 115,6
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Atividade fagocitaria de granulocites de B. glabrata
frente a eritrocites formolizados de carneiro durante

TABELA VI

o curso da infeccdo esquistossomotica

{ n = 10 moluscos/ensaic )

37

MOLUSCOS DIAS POS- FAGOCITOSE (%)
(tratamento) GERACOES INFECCAQ ; D
Normais P - 52,6 + 4,15
Infectados P 1 66,5 4+ 1,47
Infectados P 7 49,0 + 2,86
Infectados P 28 62,2 + 4,00
Infectados P 42 56,6 + 3,75
Normais Fy - 32,2 + 1,64
Infectados Fi 7 42,2 + 2,46
Infectados F 42 37,9 + 3,28
Normais F2 - 33,5 + 3,00

P = geragas parental.



TABELA VII

Atividade Fagocitaria de granulocitos de B. tenagophila

da geracao parental “P" frente a eritrocitos formeliza-

dos de carneiro durante a infeccao esquistossomotica
{n = 10 moluscos/ensaio)

MOLUSCOS DIAS POS- FAGOCITOSE (%)
{tratamento) INFECCAD _
X SD
Normais - 60,5 + 3,24
Infectados 1 35,0 + 4,60
Infectados 14 49,8 + 4,55
infectados 28 41,2 * 4,84

Infectados Az 44.5 1.1

|+
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TABELA VIII

Atividade fagocitaria de granulocitos de B, tenagophila da
geracac parental “P" frenre a eritrocitos sensibilizados
de carneiro durante a infeccdo esquistossomotica

{n = 10 moluscos/ensaic)

MOLUSCOS DIAS POS- FAGOCITOSE (%)
{tratamento) INFECGEQ ” D
Normais - 51,7 + 1,31
Infectados 7 33,2 + 7,1




TABELA I

40

Analise comparativa pelo teste (t) da atividade fogocitiria
de granulocitos de B. glabrata durante a infeccao esquistossomotica

MOLUSCOS DIAS POS- FOGOCITOSE (%)
(tratamento) GERACOES INFECGAO -
SD p
Normais P - 52,6 + 4,15 ore
Normais Fi - 32,2 + 1,64 0,005
Infectados P 43,0 + 2,86 .
Infectados F, 82,2 + 2,46 02005
Infectados P 47 56,6 + 3,75 e
Infectados Fl 42 37,9 + 3,28 0005
Normais P - 52,6 + 4,15 .
- *
Normais F, - 33,5 + 3,00 00005
Normais Fy - 3,2 + 1,64 0 50N
Normais Fo - 33,5 + 3,00 7

NS

hkk

nao significativo

it

altamente significativo



TABELA X

41

Analise comparativa pelo teste (t} da atividade fagocitaria

de granulocitos de B. tenagophila da geracao parental duran

te a infeccao esquistossomotica

MOLUSCOS DIAS POS- FAGOCITOSE (%)
{ tratamento) INFECCAD -
X SD p
Normais - 60,5 + 3,24
- ki
Infectados 1 35,0 + 4,60 0,005
Normais - 60,5 + 3,24
- 0,005%%*
Infectados 14 43,8  + 4,55
Normais - £0,5 + 3,24
- Q,005%**
Infectados 28 1,2 + 4,84
Normais - 60,5 + 3,24 0 005 %
Infectados 42 44,5 + 1,1 005

*%% = altamente

significativo
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TABELA X1

Porcentagem de infeccao e mortalidade em B. glabrata suscetivel
infectada com S. mansoni da linhagem BH apos inoculagdo com di-

ferentes antigenos (observagoes ate o 609 dia pos- infeccao

)

b2 234

mortalidade

GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTO
(N9) ANTIGENO DIAS ANTES INFECCAD  MORTALIDADE
INOCULADO DA EXPOSICAQ (%) (%)
I 24740 Extrato de 7 29,0 37,5
cercarias BH
11 32/40 Extrato de i 31,0 12,5
cercarias BH
111 25/40 Extrato de 7 36,0 20,0
cercarias BH
Iv 35/40 Hemolinfa
BTN (Cel-) 1 68,5 23,0
Yy 22/40 BSA 1 59,0 23,0
CONTROLES
vi* 17720 - - 68,8 35,3
Vii**  30/30 - - 80,0 -
VIII*** 27/30 - - 66,7 18,5
IX**ex  20/20 - - - 30,0
* = anestesia/infeccao
ok = infeccao
*hck = infecgao
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TABELA XIII

Porcentagem de infecgao em B. glabrata suscetivel apds inoculagao
com diferentes antigenos (analise comparativa entre os  grupos
experimentais e controles pelo teste “t")

TRATAMENTO
GRUPOS ANTTGENC DIAS ANTES INFECCAD
INGCULADO DA EXPOSICN) {%} n 1]
1 Extrato de 7 29,0 24
cercarias 0,005%**
(28 Controle - 80,0 30
v BSA 1 59,0 22
11 Extrato de 09236NS
cercarias ] 31,0 2
VI Controle - 68,8 17 NS
0,601
yil Controle - 80,0 30
V1 Controle - 68,8 17
11 Extrato de 0,006%*
cercarias ] 31,0 32
0,254
VIII Controle - 66,7 27
¥ill Controle - 66,7 27
11 Extrato de 0,005%**
cercarias 1 31,0 32
VIl Controle - 80,0 K
11! Extrato de 0,005%%=

cercarias 7 36,0 25
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TABELA XIII - continuacao

TRATAMENTO
GRUPOS ANTTGEND DIAS ANTES INFECCAD
INOCULADO DA EXPOSICEQ {%) n p
I11 Extrato de 7 36,0 25
cercarias 0,020*
VIII Controle - 66,7 27
Il Extrato de 1 31,0 32
cercarias 0,005%**
VII Controle - 80,0 30
Vili Controle - 66,7 27
1 Extrato de 0,005%**
cercarias 7 29.0 24
¥ Hemolinfa 1 68,5 35
{BTN) 0,005%%*
I1 Extrato de 1 1,0 32
cercarias
NS = nao significativo
* = significativo
hulad = muito significativo
*** = altamente significative
BTN = B. tenagophila normal
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TABELAKXIV

Porcentagem de infeccao das geracoes P e F1 de B. glabrata e da
geracao P de B. tenagophila ateé o 600 dia apos exposigao a mira-
cidios das linhagens simpatricas (BH e SJ)

H

GERACOES MOLUSCOS EXPOSTOS | MOLUSCOS ELIMINANDO CERCARIAS
(especie) (n?) no y

P (BG) 30 24 20,0
F1(BG) 30 25 83,3

P (BT) 24 17 70,8

P (BG) # B. glabrata da geragao parental

F(BG) = B. glabrata da geracao F,
P (BT) = B. tenagophila da geragao parental
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TABELA XV

Dosagem de proteinas da hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila

da geracac parental ("pool" de 10 animais/grupo)

MOLUSCOD TAMANHO INFECCAD PROTETNAS
(especie) (rm) | (cepa) g%

BGPN 14,4 - 4,27 + 1,5
BGPI 16,0 BH 1,30 + 0,56
BTPN 14,6 - 6,06 + 1,3
BYPI* - SJ 3,39 -

* Resultados obtidos por BALAN, D. {1990)

BGPN = B. glabrata normal da geracac parental

BGP! = B. glabrata infectado da geragao parental
BTPN = B. tenagophila normal da geracao parental
BTPI = B. tenagophila infectado da geracac parental



TABE LA Xyl

Concentragao proteica do extrato antigenico de cercarias da

Tinhagem BH de S. mansoni

CONCENTRAGAO PROTEICA

EXTRAC%O
i ( !lgme)
a
17 (Ag-A) 1.319
a
2% (Ag-8) 1.623
a
3% (Ag-C) 440
Ag = antigenc
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Fig. 3 - Fotomicrografia de amebocitos: granulocitos (G)
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e

hialinocitos (H) de B. glabrata normais. Material

fresco observado em microscopia de fase.

X 130
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Fig. 6 - Fotomicrografia de amebocitos: granulocitos (G) e

hialinocitos (H) de B. tenagophila normais. Mate-
rial fresco observado em microscopia de fase.

X 130
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Fig. 7 - Fotomicrografia de monocamada de granulocitos de B.

tenagophila livres de infeccao. X 330

n = nucleo; v = vacuolo; p = pseudopodos.
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Fig. 9 - Atividade fagocitaria de granulocitos da hemolinfa de
B. glabrata das geragoes parental e Fy durante a in-

feccao esquistossomotica.
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Fig. 10 - Fotomicrografia de granulocitos de B. tenagophila 1i -
vres de infeccao, fagocitando eritrocitos formolizados
de carneiro. X 330
E
e

eritrocitos fagocitados

eritrocitos livres

Fig. 11 - Fotomicrografia de granulocitos de B. tenagophila na
6a.semana de infeccao, fagocitando eritrocitos formo -
1izados de carneiro.

X 330



Fig. 12 - Fotomicrografia de granulocitos de B. glabrata 1i
vres de infeccio, fagocitando eritrocitos de car-
neiro.

X 130

Fotomicrografia de granulocitos de B. glabrata in
fectada (62 semana), fagocitando eritrocitos for-
molizados de carneiro.

X 330
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Analise de hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophi-
la nao infectadas e infectadas com o S. mansoni .
frente a antissoro produzido em coelhos.

1. HBGI; 2. HBGN; 3. HBGI; 4. HBGN; 5. HBTN

A. imunessoro anti HBGN absorvido com HBGI

B. imunessoro anti HBGN absorvido com HBGN

C,D. imunessoro anti HBGN (nao absorvido)
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Fig. 16 - Analise de hemolinfa de B. tenagophila e B. gla-

brata nao infectadas e infectadas com o S. man -
soni frente a antissorc produzido em coelhos.

1. HBTI; 2. HBTN; 3. HBTI; 4. HBTN; 5. HBGN
A. imunessorp anti HBTN absorvido com HBTI

B. imunessoro anti HBTN absorvido com HBTN

C.D. imunessoro anti HBTN (nao absorvido)
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Fig. 17 - Analise de hemolinfa de B. tenagophila e B.glabra-
ta nao infectadas e infectadas com o S. mans oni

frente ao imunessoro nao absorvido.

Comparacao com soro normal de coeiho.

1. HBGN (total); 2 HBGI (total); 3. HBTN (total);
4. HBTI (total); 5. SNC; A, B, C - imunessoro anti
HBGN (antissoro ib).
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4 - DISCUSS)

No presente trabalho, analisamos os mecanismos de defesa em molus -

cos planorbideos Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila frente ao

Schistosoma mansoni. B. tenagophila até o momento tem sido pouco estudada em

relacdo a analise fagocitadria das celulas e a outros aspectos do seu mecanis-
mo de defesa por ser de dificil manutencac em laboratoric e apresentar eleva

da resistencia a infeccao pelo Schistosoma, tanto na natureza como em condi -

cBes experimentais. Entretanto, & possivel aumentar o indice de infecgao nes
tes moluscos, através da selecao genstica, utilizando o criterio da autofecun

dagao (SANTANA, 1976).

0 trabalho foi subdividido em guatro partes. Inicialmente, procura
mos quantificar os amebocitos da hemolinfa das duas especies de moluscos es -
tudadas, durante a infeccao esquistossomotica ate o 420 dia, fazendo observa-

coes morfologicas e descrevendo os tipos de celulas circulantes.

Em sequida, passamos a uma avaiiagao quantitativa da atividade fago
citaria dos granulocitos em B. glabrata das geragoes P, Fy e Fp, livres de in
fecgdo e infectados com a linhagem simpatrica do trematodec. Repetimos o ex-
perimento para B. tenagophila utilizando apenas moluscos da geracac parental
{(P), devido as dificuldades encontradas na ocasiac para se obter populagoes
selecionadas destes moluscos. Estfes caramujos, foram expostos a linhagem sim

patrica do parasito.

Procuramos fazer uma caracterizacao dos antigenos destes planorbi-
deos, atraves de analise da hemolinfa livre de c&lulas, antes e apos infecgao,
por meio da técnica de imunoeletroforese, utilizando soro anti-hemolinfa pro-

duzido em coelhos.

Finalmente, observamos a perda parcial de suscetibilidade em B. gla-
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brata apos inoculacao de extrato antigenico de cercarias da linhagem BH do

trematodeo.

Fm moluscos da especie B. glabrata, existem dois tipos morfologi-
camente distintos de celulas circulantes na hemolinfa, denominadas de gra-
nuldcitos e hialinocitos. Estas celulas foram anaiisadas pela wmicroscopia

de fase.

0 tipo celular mais comum, denominado granulocito, e aderente ac
substrato vitreo e apresenta tamanho tres a guatro vezes superior aos hia -
iinécitos. Quando espraiado, varia de 16,10 + 3,70 1 a 44,50 + 4,40 ude dia
metro, quando nac espraiado, apresenta diametro entre 9,45u + 1,78 ya 14,10

+ 2,80 u.

0s granulocitos emitem pseudopodos e apresentam capacidade fagoci-
taria, existindo na hemolinfa em concentragoes que variam de 86,6 + 12,80% a
93,32 + 4,04%. Representam o principal mecanismo de defesa apresentado pe-

Jos moluscos planorbideos (CHENG & AULD, 1977; JEONG & HEYNEMAN, 1876).

Em nossos experimentos, confirmamos a existencia destes tipos ce -

Julares, nao apenas em B. glabrata, como em B. tenagophila.

Com relagao ao numero de celulas circulantes em B. giabrata, nos -
sos achzdos estao compativeis com agueles encontrados por STEWART & Cols. ,
(1985) que, utilizaram em suas pesquisas moiuscos medindo 16 a 18 mm de dia-
metro maximo de concha, exatamente a mesma variacao de tamanho por nos esco-

Thida para coleta de hemolinfa para contagem de celulas.

Qutros autores, tem relacionado numero de celulas um pouco acima

daquele por nos encontrade (JEONG & HEYNEMAN, 1976; CHENG & AULD, 1977).

Realizamos tambem a contagem de celulas da hemolinfa de B.glabrata

e B. tenagophila ne cursoc de infeccao esquistossomotica. 0s experimentos fo

ram sempre feitos utilizando as linhagens simpatricas do parasito.
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Nossos estudos demonstraram que a exposigao de B, glabrata a linha-
gem BH e B. tenagophila a linhagem SJ e seguida de significativo aumento do
nimero de amebocitos, durante as primeiras 72 horas apos infeccao, estando o
"nico" maximo destas celulas em torno de 24 horas para ambas especies de mo-
Tuscos. FEstes resultados confirmam as ohservacoes de JOKY & MATRICON-GONDRAN
(1985) que, demonstraram intensa atividade mitotica nas primeiras quarenta e

oito horas apos infeccao, quando estimulavam caramujos B. glabrata com Echi -

nostoma caproni.

Em experimento com B. glabrata, sTyMpr & GILBERTSON (1978), verifica-
ram que o numero de hemocitos duplica dentro de duas horas apo0s exposigao a
miracidios de S. mansoni. Estes mesmos autores, observaram que o aumento da

temperatura induz a um aumento do numerc de celulas da hemolinfa.

Anteriormente, havia sido observado um aumento de tamanho do orgao
produtor de amebocitos, associado com a destruicac de esporocistos em B. gla-
brata. 0 orgac mostrava-se em intensa atividade mitotica (SULLIVAN et alli ,

1982).

Em nossos resultados, podemos observar que, enquanto em B. tenago -

phila exposto a miracTdios da Tinhagem simpatrica, encontramos aproximadamen-
te 1000 células/mm® de hemolinfa nos primeiros dias pos-exposigac, em B. gla-
brata nas mesmas condicoes, o numerc de células/mm® de hemolinfa estava em

torno de 400.

E facil entender estes achados, pois, sabe-se que moluscos B. tena -
gophila sao menos suscetIveis a infeccdo esquistossomotica. A intensa proli-

feracao celular ocorre apos estimulo, provavelmente para neutralizar o mira -
* p

cidio nestes animais.

0s resultados relacionados ao numero de celulas circulantes, pode -

riam parecer estar em contradicac com os dados obtidos para a atividade fago-~
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citaria "in vitro®. Conforme as tabelas VI e YII, o indice de fagocitose das

células da hemolinfa de B. tenagophila apos exposigao ao parasita, sao signi-

ficativamente inferiores aqueles apresentados por B. glabrata (Tabela XI).

Poderiamos tentar explicar esta acentuada diminuicao da atividade fa-
gocitaria das celulas dos moluscos menos suscetiveis, peia precocidade com
que ocorre a reagao granulomatosa nestes hospedeiros do S. mansoni. As celu-
las estariam em piena atividade, procurando encapsular o corpo estranho a ni-

vel do tecido, poucas horas apos exposicac (GUARALDD et alii, 1981).

Pelos dados disponiveis na literatura e peios nossos resultados, con-
firma-se mais uma vez que, um dos processos de defesa em moluscos do  genero

Biomphalaria, e de natureza celular, ou seja, celulas da hemolinfa reconhecem

e reagem a invasac de materiais estranhos, mediante fagocitose ou encapsula -
mento. Estas celulas, a principio, parecem representar populacoes homogeneas,
contudo, resultados de estudos mostrando a existéncia de receptores de super -
ficie em B. glabrata e em outros invertebrados, sugerem que estas populagoes de
celulas devem ser compostas de subpopulacoes molecularmente distintas, capazes
de algum grau de compartimentalizacao funcional {REMWRANTZ & CHENG, 1977 a e
b); SCHOENBERG & CHENG, 1980; YOSHINO, 1981; JOKY e alii.. 1983).

A aplicacao de anticorpos monocionais produzidos contra hemocitos, tem
revelado que estas celulas circulantes e aderentes a substrato de vidro, exis-
tentes na hemolinfa de B. glabrata, constituem uma populacao antigenicamente

hetercgénea, confirmando a existencia de varias subpopulagoes de celulas (YOS-

HINO & GRANATH, 1983).

Outra investigacao foi realizada com B. glabrata, no sentido de veri -
ficar se subpopulacoes de hemocitos antigenicamente distintos, estariam asso -
ciados com diferencas observadas na funcao celular. Para isso, foram utiliza-

dos anticorpos monoclonais derivados de tres clones. 0s autores identificaram
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marcadores de superficie de membrana especificos para celulas da hemolinfa de

moluscos suscetiveis PR-albino (M-~line), que foram denominados BGH?. Este
epitopo estava presente em 40% das celulas circulantes destes animais. Enguan
to, em moluscos resistentes da cepa 10-R», o epitopo BGH; estava presente em
apenas 10% das células (YOSHINO & GRANATH, 1985).

]e
concentracao mais baixa de celulas circulantes do que o 10-R,. Moluscos PR-

Populacdes PR-ALBINO possuem uma proporgdo maior de hemocitos BGH

albino, tem portanto, potencialmente reduzida sua capacidade de reagir contra

corpos estranhos (YOSHINO & GRANATH, 1985).

Estes resultados, foram confirmados no presente trabalho, utilizando

outra especie de molusco, B. tenagophila que apresenta menor suscetibilidade

a linhagem simpatrica e alopatrica do S. mansoni.

Analisando nossos resultados, verifica-se um aumento significativo

no nimero de celulas circulantes, nas primeiras 24 horas ap0ds exposicao ao

S. mansoni, para ambas especies de moluscos.

Mais recentemente, tem-se demonstrado que a tensao de oxigenio na
3gua € muito importante na hemocitose. K medida que a concentracao de oxige-
nio aumenta, o nimero de amebdcitos cresce significativemente. Apos 120 miny
tos, contidos em recipiente com apenas 1 mi de agua, o numero de  amebocitos

em B. glabrata passa a ser muito mais elevado, em relacao aos controles {WOL-

MARANS & YSSEL, 1988).

Em nossas pesquisas, nao levamos em consideracao estas observacgoes,
por termos realizado leituras do numero de celulas, utilizando pequenos gru -
pos de moluscos que permaneciam fora d'agua durante o periodo de tempo antes
da sangria. Procedemos de maneira similar para 0s grupos controles e experi-
mentais. Alem disso, outros parametros, coms tamanho de molusco e temperatu-

ra da agua foram padronizados.
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Pelas caracteristicas morfo-fisiologicas apresentadas, poderiamos pen
sar que, as celulas da hemolinfa de invertebrados, principalmente, as chama -
das granulocitos, tenham sido precursoras das celulas de defesa dos organismos

vertebrados (os macrofagos).

Quanto aos hialinocites, devido a baixa concentracao na hemolinfa,

suas funcoes permanecem pouco esclarecidas.

Desde as observagoes de TRIPP (1961) e conhecida a habilidade de ame-
bocitos de B. glabrata para fagocitar ou encapsular particulas estranhas, in -
clusive, distinguir entre "self" & "non self”, na medida que os enxertos de te
cido homologo eram aceitos e 0s heterologos nao tinham sucesso. Estes resul -

tados foram confirmados mais recentemente em B. glabrata (CHENG & JOURDANE,

1987; JOURDANE & CHENG, 1987}.

Qutros trabathos estudaram o comportamentc e a morfologia dos granu -
locitos isolados da hemoiinfa de B. glabrata, confirmande a capacidade fagoci-
tica destas celulas, quer seja atraves do englobamento ou encapsulamento do

corpo estranho.

Avaliamos a capacidade fagocitaria de granulocitos isolados da hemo -

linfa de B. glabrata das geracoes P, F} e F2 e B. tenagophila da geragio P,
no decurso da infeccac pelo S. mansoni. Os controles eram constituidos  por

moluscos normais (nao infectados) de ambas as especies.

Pelos resultados obtidos, pode-se afirmar que houve maior variacao de

resposta em B. glabrata da geracao parental.

Comparando-se os indices de fagocitose entre a geracao P, F1 e Fo, ve
rifica-se reducao significativa da capacidade fagocitaria dos granulocitos das
geracoes Fj e Fp. Estes resultados estac dentro da resposta esperada, Dpois,
as populacgoes de moluscos foram selecionadas para ¢ carater suscetibilidade. E

como ja citado neste trabalhs, em planorbideos adaptados zo trematodeo, a res-
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posta por encapsulamento e fagocitose e praticamente inexistente (GUARALDO et

alii, 1981 e BENEX & JACOBELLI, 1930).

ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980 b), estudaram varios aspectos relacio-
nados com a atividade de fagocitose "in vitro" dos granulocitos de B. glabra~
ta de populacoes suscetiveis ao S. mansoni da linhagem NIH, isolada por NEW-

TON (1955), portanto, moluscos muito bem adaptados ao trematodeo.

0s autores acima, nao cohbservaram diferenca significativa nos Tndices
de fagncitose nos periodos de 24 horas e duas semanas pos-infeccao, em rela -
cao as taxas de fagocitose apresentadas pelos moluscos normais. Enquanto, nas

4a. e 6a. semanas, estes indices eram reduzidos de 30% e 50% respectivamente.

Em nossos experimentos, pudemos confirmar em parte, os dados observa
dos acima, quando comparamos os indices de fagocitose encontrados em B. gla -
brata da geracao parental normal e moluscos da geragac Fy infectados. O mes
mo nac pode ser confirmado dentro das geracoes P ou Fy. Porem, os resultados
discordantes daqueles descritos por ABDUL~SALAM & MICHELSON (1980 b), sao per
feitamente logices, pois, nossa populagdo parental e Fy, ainda & bastante he-

terogenea, apresentands indices de infeccaoc em torno de 80U% apenas.

Em B. tenagophila, praticamente nac verificamos variacac de respos-
ta fagocitaria entre 05 grupns infectados. Apenas no 19 dia pGs-exposicao a
miracidios, obtivemos indice: defagocitose mais reduzido:. A partir do 79
dia, estes indices mantiveram-se dentro de um patamar. Como observado pelos
dados do presente trabalho, B. tenagophiia apresentaram comportamento diferen
te de B. glabrata com relacao a capacidade fagocitaria de celulzs de hemolin-
fa.

Na tentativa de aproximar nossos experimentos de um modele mais na -
tural, ja que os modelos descritos na literatura, utilizam scempre eritrocitos

formolizados de carneiro como particula fagocitavel, passamos a trabalhar tam
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bem, com eritrocitos sensibilizados com extrato antigenico de cercarias. Pe -
los resultados obtidos, nao houve diferenca quando comparamos a capacidade fa-
gocitiriaentre celulas da hemolinfa de B. glabrata incubada com  eritrocitos
formolizados e celulas da hemolinfa de 3. tenagophila incubadas com eritroci-
tos sensibilizados. Isto poderia significar que estamos diante de uma respos-
ta inespecifica, apesar da capacidade que possuem os moluscos para rejeitar en

xertos heterologos.

Alem dos mecanismos de defesa celular em invertebrados do  genero

Biomphalaria, outros sistemas de reconhecimento "non self" estariam presentes

nestes animais. Evidencias para estas suspeitas, estao descritas em experi -
mentos "in vivo" e "in vitro" (BAYNE et alii1,,1980 2 e b e GRANATH & YOSHINO,
1984).

Entre os mecanismos celuiares, pode-se sugerir que receptoras de
membrana em celulas circulantes da hemolinfa de B. glabrata, poderia ter um im
portante papel na mediacao da reatividade celular contra o reconhecimento  de
materiais estranhos e/ou processos de ativacao celular {CHORNEY & CHENG, 1980;

LACKIE, 1980 e YOSHINO & GRANATH, 1985).

Entre os fatores opscnicos, poderiam ser citados as lectinas { REN-
WRANTZ & STAHMER, 1983; VAN DER KNAAP et alii., 710983; BAYNL, 1883} e  fatores

semelhantes ao complemento como visto em Helix pomatia {KOCH & NIELSEN, 1984).

GRANATH & YOSHINO (1984}, foram capazes de transferir resistencia
em B. glabrata suscetivel por inoculacao de hemolinfa isolada de moluscos resis
tentes. FEstes autores mostraram que o fator de transferencia era termolabil.
Porem, como foi executado o experimento, onde a hemolinfa foi submetida a tempe
ratura de 70 C durante 30 minutos, nao pudemos confirmar este resultado, desde

que, foi impossivel repetir estes experimentos nas condicoes prepostas. Em

temperatura tao alta, a hemolinfa coaqula completamente, sendo impossivel tor -
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na-la soluvel para inocular.

T possivel que fatores "humorais" envolvidos nos mecanismos de de -
fesa dos invertebrados, estimulem os granulocitos, aumentando sua capacidade de
fagocitose, pois, conseguimos reduzir a 50% Tndices de infeccao em B. glabrata
suscetTvel, pela inoculacao de extrato antigenico de cercarias, ou talvez, este

antTgeno tenha desencadeado alguma reacao por nos desconhecida.

H3 necessidade de aprofundar estes estudos, visando analise de ati-

vidade mitotica pelo orgao produtor de amebocitos, apds inoculagao de diferen -

tes antigenos.

No que se refere a dosagem de proteinas da hemolinfa de B. glabrata
e de B. tenagophila, encontramos valores significativamente mais elevados para
moluscos normais <c ambas especies estudadas. Sendo que, a hemolinfa de B. te-
nagophila apresenta um nivel muito elevado de proteinas, tanto para os animais
livres de infeccao, como para aqueles infectados com a 1inhagem simpatrica do

S. mansoni,

Os dados acima, nao nos surpreende, pois, trabalhamos com B. tena -
gophila melanicos, que possuem possivelmente, maior quantidade de hemoglobi-
na na sua hemolinfa. Sabe-se dos trabalhos de RICHARDS (1970}, que moluscos
albinos possuem niveis mais baixns de homoglobina e, os moluscos jovens, prati-
camente nao apresentam esta proteina. Apesar de baixa concentracao em molus -
cos albinos jovens, a hemoglobina & a principal proteina nestes animais (LEE
& CHENG,1972; FIGUEIREDO et alii, 1973; TARGELL, 1963 e BAILEY et alii, 1986).
A hemaglobina constitui em muitas especies de moluscos, 40 a 65% da concentra -

cao proteica total (MICHELSON & DUBOIS, 1975).

Confirmamos em nosso experimento, a presenca marcante da hemoglebi-
na, apresentando migragao anodica, estando presente em ambos os moluscoes estuda

dos.
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Nossos resultados estao compativeis com aqueles descritos na litera
tura, em experimentos com 8. glabrata, onde tem-se constatado niveis de pro -
teTnas no plasma, significativamente reduzidos em moluscos infectados (LEE
& CHENG, 1972; GRESS & CHENG, 1972; MICHELSON % DUBDIS, 1975 e  STANISLAWSKI
& BECKER, 1979). A reducao da concentracao de proteinas totais em moluscos
infectados, pode ocorrer por perda dessas moleculas no ambiente pela eclosao
de cercarias ou, podem simpiesmente ser utilizadas pelas redias envolvidas na

produgdo destas larvas (LOKER & HERTEL, 1987}).

A an3lise da hemolinfa frente ao antissoro anti-hemolinfa de B.
glabrata e B. tenagophila normais e infectados, foi feita através da tecni -
ca de imunoeletroforese. Como pode-se abservar pelos resul tados obtidos, en-
contramos praticamente ¢ mesmo numero de sistemas precipitantes, tanto para
B. glabrata normais como para os infectados. Tendo-se absorvido totalmente
os anticorpos apos tratamento com hemolinfa de moluscos normais ou infectados

{Fig. 15}.

para os B. tenagophila, dos seis sistemas precipitantes recenheci-
dos pelo antissoro anti-hemolinfa normal frente a hemolinfa de moluscos  in -

factados, dois componentes nao foram absorvidos. Fstas fracoes, poderiam re -

1

presentar produtos metabolicos do parasita, presentes na hemolinfa de molus

cos infectados. Estes achados, poderiam ser compativeis com aqueles descri

tos por LOKER & HERTEL (1987) que analisando hemolinfa de B. glabrata infec

tado com Echinostoma paraensei, confirmaram a presenca de dois polipeptideos

principais: um de 190 a 200 KDa e outro de 80 a 120 KDa. FEstas moleculas es-

tavam ausentes em animais controles {normais).

NGs nao realizamos estudos Bioguimicos dos componentes que perma -

neceram apos absor¢ao do antissoro anti-hemolinfa de B. tenagophila.




Pelas Figuras 15 e 16, pode-se afirmar que alem da hemoglobina, ou-

tros dois componentes sao comuns na hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila.

Outro dado que chama atencao, esta relacionado com a migragao eletro
forética mais rapida da hemolinfa de meluscos infectados de ambas especies.
Provavelmente, este fato seja devido a reducao da concentracao proteica nes -

tes animais.
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5 ~ CONCLUSOES

a)

b}

c)

d)

f)

0 numero de granulocitos em B. tenagophila foi tres vezes maior
nas primeiras 24 horas apos exposicao a miracidios em relacao ao
controle {constituido por moluscos nao expostos). Esta diferencga

diminuiu a partir do 70 dia, mantendo-se constante.

Em B. glabrata, o numerc de granulocitos aumentou em 50% nas pri-
meiras 24 horas, mantendo-se constante a partir do 70 dia de ex -

posigao.

A atividade fagocitaria dos granulocitos diminuiu em B. glabrata

relacionada para o carater suscetibilidade das geragoes Fy e F,.

Em B, tenaqophila da geragao parental a atividade fagocitaria dos
granulocitos mostrou-se mais baixa do que em moluscos B. glabrata

da geracao parental {P).

0 extratc protéico de cercarias BH conferiu uma protegao parcial
{aproximadamente igual a 50%), quando inoculado em B. glabrata sus

cetivel.

Hemolinfa sem células de B. tenagoohila nao induziu resistencia

quando inoculado em 8. glabrata.
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g) Na hemolinfa de moluscos infectados B. glabrata e B. tenagophila,

encontramos maior numero de linhas de precipitagac em relagio a

hemolinfa dos moluscos nao infectados.

h) Apos absor¢an, o soro anti-hemolinfa de B. tenagophila apresentou

duas linhas de precipitacao.
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