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I- INTRODUGCAO

A esquistossomose estd entre as ma i & importantes
endemias parasitdrias mundiais. Estimava-se em 1984 que a
prevaléncia desta parasitose atingia 500 milhtGes de pessoas, em 73
paises, a despeito de grande nudmero de programas nacionais de
controle (BAILEY ¢ cols., 1?86). Esaes programas davam maior
Enfase ao controle da doenga no homem, em detrimento da
erradicaclo da doenéa ou da interrupgioc da transmisslo (LIESE,
1986)

Muitos trabalhos da literatura mundial nas dltimas
décadas, tem contribuido para o conhetcimento dessa verminose do
ponto de vista dos hospedeiros intermedidrios (moluscos do género
Biomphalarla), dos hospedeiros definitivos (homem, alguns roedores
e marsuplais), da distribul¢fo geogréfica 2 do agente parasitirio
(Schilstpsoma), (SMITHER e cols., 1982).

No ﬁraail milhGes de individuos afo acometidos pela
esquistossomose mansdnica, originando graves problemas médicos,
socliais € econimicos.

O ciclo dessa parasitose no homem, consiste em uma
sucessio de estdgios do Schitosoma mansonl,. com & eliminagio de
ovos pelas feresy; estes ovos rompem-—-se no melo 1iquido liberando
miracidlos, larvas infectantes do caramijo, ‘haﬁpedeira
intermedidrio. No molusco por um processo de poliembrionia,

numerosas cercarias sio produzidas e eliminadas na dgua, onde

permanecem por tempo limitado em estado livre atée que, entrando em.



cuntato com © homem ou outro hospedeiro definitivo, penetra
através da pele. Apde a penetracBo as cercdrias transformam-se em
esquistosasdmulos. A eviolugio para a2 forma adulta, com
diferenciac8o senual, ocorre nos vasos da circulagio portal intra
e extrahepatica. Com o acasalaménto, o par de vermes migra para as
velas mesentéricas inferiores, onde ocorre a postura de ovos.
Parte desses ovos retorna pela circulacfo depositando~se no figado
e em outros locais do organismo. Outros ovos, rompem as pequenas
vénulas da parede intestinal, ganhando a luz do intestino, sendo
eliminados pelas fezes (ARAUIO, 1984).

Trabalhos cldssicos de PELLON & TEIXEIRA (195Q¢ e 41953),
reglstraram a distribui¢Bo da esquistossomose mansdnica e asua
elevada incidén:la Nordeste e Oeste, Centro-Oeste ¢ Sul, do nosso
paia.

RUIZ (1957), PIZA (1959,1960 e 1967) e RAMOS e cols.
(1961), demonstraram que o principal vetor da endemia nas regiles

Sudeste e Sul do pals era o planorbideo Blompphalaria tenacophila,

exceto em Minas Gerais, Parand e reglfes do Sul de 8%o Paulo onde
tem esse pape} a Blomphalaria alabrata.

A especie B. tenagoehila distribui~se da 8ahia ae Chui,
extremo sul do Brasily populagbes isoladas foram encontradas no
Distrito Federal e Minas Gerais (PARAENSE, 1984).

Em 1943, PARAENSE e cols., postularam a existéncia de
duas “racas” de H. mansoni, uma de Belo Horizonte (MB)Y e outra do
Vale do Paraiba do Sul (8P), parasitas respectivamente de B.
alabrata e 8. tenasophila. Demonstraram haver um ajuste

fisioldgico entre o molusco € © parasita. Assim & que B °



tenagoehila, do Vale do Paraiba, mostrava-se suscept {vel a
linbhagem local de $H. manseni e praticamente refratdria &4 linhagen
mineira. Fenimeno semelhante ocorria em Ba alabrata de Belo
Hor izonte, aue apresentava-se susceptivel & 1inhagem mineira e
resistente & linhagem paulluta do trematddeo.

DIAS e cols. (4987) verificaram aque populacbes de B.
alabrata, B. straminea ¢ Ba. tenasoehila, estavam ajustadas =a
diferentes cepas de S. mansanl. demonstrando experimentalmente a
susceptilidade dos moluscos, que podem 11} nio apresentar
suscept ilidade & outra cepa, que nio a simpdtrica.

NEWTON (41952, 4953)3; RICHARDS (L9700, 1973 e 4197%) @
RICHARDS E MERRITT (1972) confirmaram que a sﬁﬁcaptibiiidade CEera
caracter hereaitérla e envolvia fatires genédticos do hospedeiro
intermediario.

A grande maioria das  investigacies - sobre a
esquistossomose mansinica utiliza B, slabrata ‘vomo modélo do
agente transmissor, pois esse molusco ajustou-pe muito bem an
condigcdes ﬁe }abmratdrlo. Poucas Investigactes tem sido feitas
utilizando-se Ba. strasinga ou B. tenaaophila.

Em laboratério Ba tennaophila, mostrou-se pouco
suscept ivel & infec¢do esquistossomdética (RUIZ, L9473  COELHO,
179627 MAGALHAES, 1969y DIAS 1984), produzindo ndimero menor de
cercarias, provavelmente devido a mecanismos de imunidade naturais
(COELHO 1957, 1942).

» Além de ter de vencer a resisténcia natural & infecg&o
oferecida pelo molusco, as larvas de Se nansonl pocdem enfrentar

outros fatbres que ge interpiem ao seuy desenvolvimento., LIM &



HEYNEMAM, 1972, publicaram um artigo de revisio dos conhecimentos
sobre o processo de competicHio entre larvas de diferentes espécien
tde trematddeos, observados no interior de moluscos planorbideos.
O0s autores ressaltam que estes fenimenos competitivos poderiam
auxiliar no controle de certos parasitos come por  exemplo 8o
pansoni. Para isto seriam utilizadas larvas de trematodeos rivais,
que predariam ou destruiriam os esporocistos ou cercarias de S
mansanl. A competicio entre larvas de diferentes trematddeos,
seria resultante de um'antasnnismo direto (poder predatdrio das
rédias) ou indireto (substéncias téxicas, luta por espago vital,
compet icdo alimentar, mecanismos imunoldgicos e pertuba¢cles do
equilibrio hospedeiro~parasita),

Os trabalhos de LIE (4975, 1976a, 1976b, 1980 e i98z),
evidenciaram que mecanismos Imunoldgicos comot encapsulagho,
fagocitose e morte dos esporocistosn, esto envolvidos nog
processos competitivos entre larvas de trematddeos no interior de
moluscos.

RATCLIFF e cols. (198%), em publicacio de trabalho de
revigio da imunologia de invertebrados, mostraram que os insetos e
moluscos desenvolveram mecanismos de defesa bastante eficiente. A
“primeira linha de defesa”, contra a invasiio de paranitas ¢
representada pela espessa cuticula externa dos insetos e Fela
concha nos moluscos. Caso o invasor penetre, sera ‘cnmbatidn por
mecanismos de defesa celulares e humorais. As defesas celulares
afo0 med}adaa por células da hemolinfa e incluem processos de

fagocitose, formag8o de nddulos ou cdpsulas, coagulaghiio da

hemolinfa e cicatrizac8o de feridas. As defesas humorais incluem



lisinas, aglutininas, fatdres antimicrobiais e substancias
semelhantes a iinFocinas. '

Em gastrdpodes as respostas celulares tem sido
demonstradas por STAUBER (1961), CHENG e cols. (4979, TRIPP
(197@), MICHELSON (4975), JEONG e cols. (1976) e ABDUL SHALAM e
cols. (1980).

TRIPP (1964, 1970) mostrou em B. glabrata, a capacidade
dos amebdcitos de distinguirem entre material “priprio” &
“nfo-priprio”. Esses 'mcluﬁcms aceitaram implante de tecido
homdiogo, porém destruiram tecido heterdlogo.

Os mecanismos humorals estudados por MACKIN (1944),
TRIPP (41961), FENG (1962) e MICHELSON (Li963), revelaram fatdres
blologicamente ativos da hemolinfa, que funclonalmente simulavam
ant icorpos. Virios fatires ativos da hemolinfa foram identificados
como opsoninas, que iniciariam ou facilitariam o processo de
fagocitose (TRIPP, 19668).

A resiaténcia adquirida em caramujos foi estudada por
LIE e cols. (1983), em trabalho sobre =a resisténcia i infecglo
relo H. mansoni em B. alabrata.

BAYNE e cols. (4984), publicaram dados sobre a
existéncia de receptores gspecificos, para espormgistoﬂ primarios
de S. mangoni em hemdcitos de B, glabrata.

Multas questSes na imunologia de invertebrados estio
ainda sem resposta. Como se dd o reconhecimento de corpos
estranhos? Quais 380 os mecanismos de destrui¢lo e digest80 de
invasores? Hd algum paraleliemo com 08 mecanismos que ocorrem nos

vertebrados’?



Dentro do estudﬁ da imunologia nos mwmoluscos, nOsso0
quest ionamento comporta indaga¢fes comot

a) os moluscos infectados por trematddeos, apresentariam
resist@ncia cruzada & infeccies por outras espécies do grupo, em
e¢special ao f. mansoni?

b)Y a atividade fagocitdria estaria aument ada nos
moluscos parasitados?

¢) o perfil eletroforético da hemolinfa seria alterado
duranta_ a Iinfecglo? Se alterado, E59aR alteragies teriam
caracteriat icas émpeci?icms?

) as reactes amebocitdrias em torno das larvas, seriam

influenciadas por Infeccies prévias ou concomitantes?




II~ MATERIAL E METODOS

i- PROCEDENCIA DOS MOLUSCOS

O exemplares de . tenagnehila utilizados nos
experimentos, foram capturados na cidade de Louveira, no Estado de
880 Paulo, em criadouro localizado em tanques de piscicultura.

Este local ‘de conformidade com as investigagtes da
“Superintendéncia do Controle de Endemian” (SUCEN), nunca foi foco
de ssquistossomose.

As capturas réal{zaram~se no periodo de marco de 1986 &
novembro de 1988, sempre pela manh%, em dias de 01, com
temperatura média didria de 20 & 3¢ C.

‘ Também Fforam wutilizadas P tenanephila, nascidas e
criadas em laboratdrio, procedentes do Vale do Rio Paralbm do Sul,

Estado de S8%c Paulo.

2~ VERIFICAGXO DA TAXA DE INFECCAO NATURAL

Adotou-se a técnica de PELLEGRINO (195%), onde apés a

captura, todos os caramujos eram expostos a um foco de luz, por 2
# 3 horas, para promover a eliminagdo de cercdrias e wverificar a

infeccdo por trematddens digendticos em condi¢Bo natural. Tal
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exposicio foi repitida a cada 4 dias, num periodo de 6@ dias. Os
exemplares que nesse intervalio Anﬁo eliminaram nenhum tipo de
cerciaria, fofam considerados 1livres de infecgio.

As cercirias foram ldentificadas, (MACHADO e cols.,
1967, sendo os moluscos separados em grupos, conforme o tire de

cercaria eliminada.

3= MANUTENCAO DOS MOLUSCOS

Og caramujos parasitados, separados de acorde com os
tipos de cercdrias oriundas da infeccBo natural, e os nio
parasitados, foram mantidos em wquarios no Departamento de
Parasitologia da UNICAMP,
Diariamente eram alimentados com alface.
Foram constituidos durante o trabalho os seguintes
grupos de moluscoss
Grupo A~ moluscos capturados em Louveirasl
1A~ Ba Lenacaoehila de campo livre de infecgfo por trematddeos.
(contrdle).

20~ B tepagophila infectadas por furcocercdrias laongifurcadas sem
ocelos.

dA- Ba Lenagophila infectadas por furcocercdrias longifurcadas com

ocelos.

AA- Ba Lenasgphila infectadas por equinostomocercdrias.

+

UA- B tenaaaehila infectadas por xifidiocercdrias.



6A- Ha Lenagophila de campo infectadas experimentalmente com &,

NARSQN.L«

Grupo B— moluscos nascidos e criados em laboratério, p}ocedentem
do Vale do Rio Para;pa do Sul
1B~ Ba tenaagehila de laboratério 1livres de infecgio por
trematddeos. (contrile).
2B~ Ba tenagoehila de laboratério infectadas experimentalmente com

S. nARSON..

4- INFECCAO DE B. tenasophila com S. mansont DA LINHABEM SJ

A infeccBo de planorbideos realizou-se pela técnl&n de
STQNDEN (1952), sendo a linhagem SJ de &, manseni. empregada,
mant ida no laboratdrio. Esta 1linhagem foi. isolada de moluscos
naturalmente infectados em SRo José dos Campos, FEstado de S80
Paulo.

Os miracidios foram obtidos de ovos colhidos nan  Fesewn
de camundongos Mus pusculus albinos (Swils), nascidos e criados no
biotério do Departamento de Parasitologia.

Os caramujos destinados & observacio histoldgica foram
expostos isoladamente, a 100 miracidios, recém eclodidos.

Para obtermos a eliminag8o de cercarias, os caramud,jos

foram expostos isoladamente, a 10 miracidios.

Si= EXAME HISTOPATOLAOGICO DOS MOLUSECOS
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Exemplaresg de B.a Lenaaophila infectadas pot
furcocercarias longifurcadas sem ocelos, por  equinostomocercarias
e por Xifidiocercdrias, foram submetidas = super infecgio com 109
miracidios SJ de $. mansani e sacrificados por imersio em fixador
BOUIN alcodlico, 24, 48 € 72 horas apds a super infecgfo.

uiilizamoa 4 exenplares de cada tipo de infecgio. As
pecas foram submetidas a cortes seriados com ﬂpm de espessura & o
coloracio féz-we pelo Tricrémico de GOMORI.

Os cortes foram observados ao microscépio dptico e
analisadasg an reacies teciduais encontradas, anotando—se a

pregenca de larvas (esporocistos, rédias e tercariasg).

G- OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DA HEMOLINFA

A hemolinfa foi colhida da regi%o céfalo-podal do
molusco, por rompimento do tegumento com gat ilete, recolhendo-se
com pipeta PASTEUR o material extravasado (comunicacido pessoal de
SANTANA, 1986).

Foram utilizados moluscos de 8 a 18 mm de didmetro e o
volume médio obtido foi de 20 a 30 ul de hemolinfa por individuo,

]

verificando-se nas contagens A fresco a média aproximada de 200
cels/mm®.

& hemolinfa livre de ceélulag foi obtida por



11

centrifugacio a 80@Q g, por 1@ minutos.

Colhemos hemolinfa de B. tenaseerhila de campe (Brupos A)
e de B. benagophila de laboratdrio (Grupos B).

A hemolinfa colhida foi utilizada para dosagem de

proteinas, contagem de amebdcitos e ensaios de fagocitose.

7- TEOR PROTEICO DA HEMOLINFA

Ae concentractes proteicas da hemolinfa foram estudadags

PoOr#t

1) Dosagem de proteina pelo método do BIURETO segundo WEIGCHSELBAUM
(4944 ,

A hemolinfa fresca de um “pool” de 30 moluscos com 9 a
12 mm de diﬁmgtro e perteﬁcia aos seguintes grupost

Ba tenasophilas de laboratério livres de infecgio
(contrile), B. tenacaphila de campo livres de infecefo (cmhtrﬁle),

@ Ba Lenagophila de laboratdrio infectadas por S. mansoni.

2) Dosagem de proteina pelo método de LOWRY (i951), modificado.

Esaa dosagem renxl izou-se COm hemolinfa fresca

individualmente, em exemplares de 9 a 42 mm de didmetro, Jid gue
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este método exige quantidade minima de material.

08 grupos anal isados forams

Be tenagsophbila de campo livres de infecgio, B.a.
tenasgorphlla infectadas por furcocercarias, Ba tenasaephila
infectadas por xifidiocercdrias e B. Lﬁnﬁag&nLla de campo

infectadas experimentalmente com 8. MANAON i -

8- OBTENGCAO DE SORO IMUNE DE COELHO, anti-B. Lenaspehila de campo

livres de Infecgfo por trematddens.

O esquema de imunizagio adotado foi o de CLIVEIRA
(1973), modificado.

Fol injetada, em um coelho cedido pelo Biotério da
UNICAMP, hemolinfa de moluscos do campo livréa de infecclo por
trematddens, centrifugada a 17.000 g, por 2 minutos.

As duas pfémeiras inoculactes foram feltas nos ganglios
popliteons do coelho, com intervalo de 30 dias. A hemolinfa em
concentraclo proteica de 10 mg/ml, foi emulsionada com adjuvante
completo de FREUND, utilizando-se um volume total de 41 ml dessa
concentracio, em cada Inoculaglo. Apds 45 dias da segunda
inoculaglo, féz-se uma série de aquatro indecies subcutdneas, no
dorso do animal, em intervalos semanais. Nessas inoculacdes a
hemol infa nfo foi emulsionada com adjuvante compieto de FREUND e a

concentracio proteica foi de S5 mg/ml.

Faoram realizadas sangrias no coelho, nos intervalos dag
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injecfes, para verificacfo por imunodifusio radial, do titulo de

ant icorpoe praoduzidos.

- IMUNODIFUSA0 RADIAL DUPLA

Cs experimentos de imunod!fusio foram realizados em gel
de dgar a 1%, em soluglo salina O,15M, segundo indicagies de
QUCHTERLONY (19%8).

A difuslo ocorreu em temperatura ambiente, por 3¢ a 40
horas. Por meio da precipitacio de agregados Ant igeno~Ant lcorpo,
analisamos o perfil da hemolinfa (Ag) Ffrente ao s0ro  inune de
coelho (Ac) anti~ hemolinfa.

A coloracio das 18minas f@z-se pelo COOMASIE-BLUE.

Foram utilizadas nas preparacies, somente hemolinfa dow

grupos de B, tenaseehila capturadas no campo, em Louvelira, SP.

10— ELETROFORESE E IMUNOELETROFORESE

Foi empregada a teécnica de eletroforese e
imunoeletroforese unidimensionais, segundo as indicagties de GRABAR
¢ cols. (1944), em l3minas de vidro 10 i 0 cm, utilizando-se como
suporte gel de agarose a 1X em tampfo Barbital (0,05M; pH 8.4) e

um gradiente de potencial de 4V/cm, em geladeira por 2 horas.
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Logo apds a corrida eletroforética, efetuou-gse ﬁ
imunodifusio dos componentes separados, frente a #m sOro imune de
coelho, em clmara dmida, a temperatura ambiente, por 30 a 49
horas. A coloragfo féz-se por COOMASIE-BLUE,

Foi estudada a hemolinfa de moluscos capturados no

campo, parasitados e nEo parasitados por trematddeos.
14~ CONTABEM DE ﬂMEBdCfTOS DA HEMOLINFA
A dgtarminacﬁa fol realizada pela técnica empregacda para

contagem de leucdcitoss

cel/mm® = céls contadas x 10

4

Algumas contagens foram feitas em hemol infa colhida de
um “pool” de cinco moluscos, e em outras ocasies as determinagden
foram individuais. Foi utilizada hemolinfa coletada na regifo
céfalp;Pndal de moluscos, com 10 a 412 mm de didmetro, sendo
tolocada imediatamente em cimara de Neubauer, sem dilui¢lo.

O0s exemplares destlinados a esse estudo foramt

Ba Lenaagohila de campo livres de Infecclos
B. tenagnehila infectadas por furcocercdrias sem ocelos

B~ benasoehlla infectadas por xifldiocercdrias e
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B Lenageenila de campo infectadas experimentalmente com

"B pAansoni.

12~ AVALIACHO QUANTITATIVA DA FABOCITOSE

A capacidade de fagocitose dos amebdcitos da hemolinfa
freaca dos moluscos, foi avaliada frente a eritrdcitos de carneiro
formolizados.

Para a realizacio dos ensaios de fagocitose “in vitro”,
tomou—~se aomo_basa a técnica de ABDUL-5ALAM & colw. (19680), com

algumas adaptagbea.

12.4~ Preparo de Eritrdcitos de Carneiro Formol izados

A formolizaclo de eritricitos de CArneiro, suspensos em
ALBSEVER, féz-se apds lavagens com PHS PH7,9, adicionando-se a
seguir 10 volumes de formol 3% 4 “papa” de eritrécitos.

Deixou-se a mistura por 24 horas em agitacio vagarasa na
geladelira. Novas lavagens em PBS e M.E.M. (melo de Eagle), +foram

executadas.

A suspensdo foi ajustada para 7 x 10° céls/mm®.
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12.2~ Preparo de Monocamadas de Amebdcitos

A hemolinfa de um “pool” de 10 moluscos, com $ a 42 mm
de didmetro foi acondicionada em tubo de pldstico & mantida em
banho-de~gelo até gua utilizacKo.

| Colocou~se 25 ul1 de hemolinfa sobre laminulas de vidro e
incubou-se as preparagies eﬁ cdmara dmida, por ée minutos & 22 °c.
Com uma simpléﬁ inclinagio nas laminulas, a hemolinfa foi

removida, obtendo-se uma camada de amebhdcitos firmemente aderida i

laminula.

12.3- Fagocitose de Eritrdcitos de Carneiro Formolizados

As monocamadas foram cobertas com 2% Fl de suspensfio de
Eritrdcitos de carneiro formolizados. Fér-gue incubag¢io em clmara
imida, por i hora, a 22°C. Ao final os eritrdcitos em excesso,
foram removidos por lavagem com M.E.M. pH7.5.

As laminulas foram fixadas com dlcool metilico por %
minutos, coradas com GIEMSA 115 e montadas em l&minas de
microscopia, com bdlsamo do Canadd.

C grau de fagocitose foi determinado pela contagem ao
acaso ée um minimo de 200 amebdcitos em cada monocamada,
utilizando~se para tanto microscdpio dptico com lente de imersio,

Para a determinagio da porcentagem de fagocitose (F),
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utilizou-ne a seguinte fFomulal

F = n2 de amebdcitos fagocitando x 400

ng total de amebidcitos

contadows

A capacidade de fagocitose dos amebdcitos da hamalinfa;
foi #valiada nos grupos de Ba. tenagophila de campo livres de
infeceBo, B. Lenasorhila infectadas Por furcocercédrias sem ocelo,
Ba tenaanehila infectadas por xifidiocercdrias, B. tenagsaphlla de

campo infectadas experimentalmente com He MmADGOOL .

13~ ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos estudos estatisticos para os valores obt idog
nas dosagens proteicas da hemolinfa, nas .contagena de “células
spreading” na hemolinfa fresca e na avaliac8o gquantitativa da
fagocitose.

A andlise desses valores +oi efetuada atrdves do Teste
de Student e da andlise de varlfincia (Teste de Bartlet, Teste de
Cochran e Teste de Tukey).

Para algumas situagies optou-se por testes
ndo-paramétricos, como o Teste de Kruskal-Wallis e Teste de

Maun-Withney (U Test), (ROSCOE, 1975).

Muitos valores exigiram transformagées matemit icas, ou




seja foram normalizados, para serem usados no Teste

(CAMPOS, 1979).

Nos cdlculos estatisticos, consideramos os

valores representat ivos?

Nafla

o

* %%

nio $ighi€icativo

valor significativo ao nivel de 5%
valor significativo ao nivel de 1%
valor significativo ao nivel de 0, 1%,

altamente significative

18

tde Tukey

seguintes
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I1I- RESULTADOS

i- TAXA DE INFECCAO NATURAL POR TREMADGDEOS

[y

Para formarmos os grupos de experimento, fizemos vidrias
capturas em criadouro naturﬁi situado nro municipio de Louveira,
SP. |

No total foram coletados 2.243 exemplares de B
rtgnnggghilm. sendo que 2.044% Individuos néo apresentaram
eliminac8o de qualquer tipo de cercaria, sendo considerados livres
de Infeccfo por trematddeos.

A TABELA i, mostra as taxas de infecgfo natural, segundo
o tipo de cercdria eliminada.

Verificamos que o maior percentual de infzcglio nas Ba
tenaqophila, fol para furcocercdrias longifurcadas sem ocelos
(3,3%), seguindo~se a infeceHo por %ifidiocercdrias (3,9%).

Gs ﬁoluscos infectados por furcocercdrias longifurcadas
com ocelos € os infectados por equinostomocercdriag foram em
niimero muito reduzido, nfo sendo estudados na maioria dos ensaios.

Nio constatamos infec¢Bes naturais concomitantes por
mais de um tipo de cercdria. Moluscos que nHo apresentaram
infeccgn por trematddeos, foram usados como grupo contrble dos

experiméntos deste trabalho.
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- DETERMINAGCAO DAS REAUHES TECIDUAIS E DA PRESENCA DE LARVAS NOS

MOLUSCOS OBSERVADOS EM CORTES HISTOLOGICOS

Nos cortes histoldglcos observamos a PrESEnga de
esporocistos, rédias ou cercdrias que parasitavam o3 exenplares
examinados.

Nos casos de superinfec¢lo com miracidios da linhagem SJ
de S. mansoni, observamos a ocorréncia de esporocistos primirios
de 8. mansoni, miracidios ji desprovidos de cf]inﬁ, presentes no
~tegumento do molusco hd pelo menos 24 horas.

fis microfotos de cortes de moluscos mostram que a
superlnfeccﬁoi com 8. mansonl. nio determinou perda da
integralidade nos esporocistos das infec¢fes precedentes (FIGURAS
L, 2, 3, 4. Encontramos os  esporocistos integros  de
furcocercdrias, de equinostomocercirias e de xifidiocercdrias.

A FIGURA i, mostra esporocistos integros de
furcocercdrias. No tegumento desses wmoluscos infectados povr
furcocercdrias e superinfectados com . _manﬁmﬁiJ encontramos
csporocistos de 5. mansoni degenerados, assemelhando-se @& uma
massa amorfa onde as células praticamente desapareceram. Nio foram
notadas reagfes amebocitdrias em torno dessas larvas.

Na FIGURA 2, aparecem esporacistos integros de

wifidiocercdrias.
¢ notdvel na FIGURA 3, a presenca de uma xifidiocercaria
no tecido do hepatopincreas. Nos exemplares infectados por

wifidiocercarias e superinfectados Com S mansonis foram
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encontrados eaperocistes degenerados de S. nansoni. As células
apresentaram—se 9€m Suas caracteristicas NOrmais, nao se
observando contudo, reagHo amebocitdria em torno dessas larvas.

Temos na FIGGRQ 4, a presenga de equinostomocercdrias no
tecido pulmonar.

Nos exemplares Infectados por equinostomocercarias,
foram observadas rédias, que apresentavam—se cono Organismos
alongados com eshogo de aparelho digestive € nRUmMErosas cédlnlias
germinat lvas.

08 exemplares Infectados por equlnoatomocercérias,
quando submetidos & super infecelo por miracldios de (. mansonl.s
apreﬁentaraﬁ em ®meu tegumento esporocistos degenerados de S
managni sem reaclio amebocitaria aparente.

0s esporocistos de furcocercdrias, ifldiocercdrias e
equinostomocercdrias, eram constituidos de células somdticas e
céiulas germinativas (geralmente uma Jdnica fileira Junto a

membrana externa da larva)l.

3~ ESTUDOS DA HEMOLINFA

6 hemol infa dos planorbideos fol coletada e utillizada
imediatamente para o8 ensaios de fagocitose e contagem de
amebéciéos.

Para a dosagem de proteinas, obtengfo do soro imune de

coelho € para imnunodifusfo e eletroforese a hemolinfa foi
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centr ifugada removendo-se as células.

Frequentemente, apdés determinado o teor de proteina
total a hemolinfa fol estocada a 4°C, por 2 a 3 dias ou mesmo
congelada a -17°C.

Obsevou-se entic uma mudanga de cmlnfacﬁo. Essa mudanga
foi de um vermelho vivo e transparente, Ppara um marrom Escuro
qUASE NEYr D

Os experimentos de imunodifusio mostrafam gque ndao houve
perda de antigenicidade apds essa mudan¢a de cor, sendo que 0%
t ftulos de reacBo conseguidos foram os mesmos da hemalinfa fresca.

Quando a quantidade de hemolinfa colhida foi maior que 4
ml procedeu“sg A sua liofilizagRo e estocagem A ~47°C, mantendo-se
sua reatividade, incluindo a capacidade de induzir uma resposta
imune .

Na dosagem prote}ca, nossos resultados aprsentados na
TABELA 2, mostraram diferenca a!tameﬁte significativa entre o
grupo de moluscos livres de Infec¢fo capturados no campo & 0 grupo
mant ido e criado pelo laboratdrio do Departamento = de
Parasitologia, da UNICAMP.

0Os valores maiores para proteina total foram encontrados
nos moluscos do laboratdrio.

Na TABELA 3, onde ambos os grupos livres de infecgio e
infectados por S. mansonl, foram formados por moluscos de
laboratdrio, nio observou-se diferenga significativa nos valores

4

das amostras.

Mediante os resultados da TABELA 4, onde a dosagem foi

L4

realizada pelo método de LOWRY, ficou demonstrado que nio ha
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difterenga significativa entre os valores obtidos para a proteina

total, gquando comparados os varios grupos do campo.

4- DESEMPENHO DO SORO IMUNE DE COELHO

A hemolinfa de B. fenaggehila mostrou-se 11 bom
ant igeno, para a preparagio de soro imune em coelhos.

Logo apds terem sido Iniciadas as inoculacbes no dorso
do animal, (40 dias apds a 12 inoculagio nos ginglios popliteos),
um titulo de reag8o 134 jd aparecia na imunodifusio.

No final do esquema de inuniza¢io, onde seguiram—ses

2 InoculacBes de 1@ ma/ml de protei{nas da hemolinfa nos

ginglios popliteos € 4 inoculagfes de S mg/ml no dorso do animal,
o resultado da imnunodifusio do soro imune de coelho em diluigbes
ser iadas, frente a hemnlinfa fresca de B. Lenasoehila de campo
livre de inféﬁcgo (6 mg/ml), forneceu um titulo de reacao 1:32

(FIGURA 5). Este titulo foi considerado excelente.
" - DESCRICAO DA IMUNODIFUSAO RADIAL DUPLA E DA ELETROFORESE

Testes de precipitacio em gel de dgar foram realizados

com a finalidade de conhecer-mos as caracteristicas antigénicas da
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hemolinfa. Analisamos ; hemolinfa dos varios grupos do campo ém
estudo e sua interacio com o soro inune de coelho anti~Bt de canpo
llvre de infecclo por tkematddeas.

Em todos os testes tivemos wum padr3o de identidade
total, ou seja, o gantfgenms de todas as amostras SE0

relacionados.

A solugBo de antigeno (hemolinfa) foi colocada em PpoOCoS
do gel opostos a um iinico pogo contendo o antisoro (FIGURA & e 7).

Notamos de Fﬁrma muito Interessante, que ao reagiren
ﬁé—ﬁc formam ao menos 3 bandas muito nitidas de precipitagio
(FIGURA 6.

Ndo houve diferengas antigénicas detectdveis entre os
grupos do campo infectados por diferentes trematddeos, ou 1livres
de infec¢lo (FIGURA 7). As linhas de precipitacfo ou bandas
formadas, fundiram-se em total identidade.

Aparecem 4 bandas nitidas na FIBURA 7.

Estes{ sistemas representam diferentes agregados e
aparecem mesmo ans amostras hais diluidas.

Tal padrio, bastante complexo, mostrou-nos que estes
agregados Ag-Ac, difundiram-se diferentemente no dAgar ateé
atingirem condigBes de equilibrio.

& FIGURA 8, apresenta-nos claramente 4 linhas de
precipitag8o em I.A. NBo tHo nitidas existem 5 linhas em I.B.

 Na meama FIGURA B, as bandas no Teste II (Bt S. mansoni)
80 nitidas e largas, podendo-se notar 4 - 5 linhas em II.4 e 4

delas em 11.8B.

Esta FIGURA representa ainda, no Teste III, 3 1linhas-
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nitidas em IIX.A. ¢ 95 linhas em III.B.
08 Testes I, II, III da FIGURA 8, foram deixados
difundir por 49 horas.

Esse tempo permitiu melhor separagfo e visualizagio, dos
agregados Ag-Ac formados. |

A n&turezg bioguimica das bandas encontradas no gel, com
coloragSo pelo Coomassiz Blue exibem natureza proteica, Indicada
por esse tipo de corante.

fis caracteristicas da hemolinfa, foram testadas por
eletroforese, seguida de imunodifusfo.

. Amostras de hémolinfa (25 mg/ml) foram aplicadas em
potos centrais na agarose € submetidas a eletroforese por 2 horas.

A imunodifus8o durou 48 horas, sendo feita frente ao
soro imune de coelho anti-Bt livre de infec¢B8o por trematddeos,
colocado em canaletas no gel.

O perfll imunoceletroforético da hemolinfa dos vdrios
grupos em experimento, esta ilustrado na FIGURA 7.

A m}gracﬁo das proteinas, mostrou ser em diregldo ao pdlo
positivo (catddico).

Nas preparagoes a fresco, nas amostras de Bt livres de
tnfecefo fol encontrada uma banda ténue, prixima ao poen central
que migra em direc8o ao pdlo negativo (anddico).

Esta banda, contudo, ¢ removida facilmente pela lavagem
do gel em sallina, antes da secagem € coloraglo.

. A FIGURA ? é uma fote da preparagio, apds =a lavagem,

necagen ¢ coloragio.

Encontramos para a hemolinfa de Bt livre de infecclo, 5.
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linhas de precipitacfo, sendo uma deslocada para o pdlo anddico,
uma junto ao priéprio pogo de depdsito da amostra de hemolinfa, 2
préiximas ao pogo em direcio ao pdlo catddico e uma wltima muito
densa e deslocando-se rapidamente, sendo a que migrouw maior

distancia em dire¢B8o0 ao pdlo positivo (FIGURA 9.2)

@uando submetemos A eletrﬁ?orese a hemolinfa de Bt
infectada por furcocercdrias, obtivemos 4 linhas deslocando-se em
direcfo ao pdlo positivo. Entre elas uma linha forte e densa fol a
que se deslocou mals rapidamente (FIGURA 9.1).

Também visualizamos 4 linhas de preciﬁitacao, na
hemolinfa de Bt infectada por 5. mansoni (FIGURA ?2.3). Uma delas
apresentou-se multo densa e migrou rapidamentes

Né FIGURA 9.4, na imunpeletroforese de Bt infectadas por
xifidiocercdrias, notamos 3 linhas em dire¢fo ao pdlo positivo e a
mals densa delas caminhouy mais velozmente que as outras.

Em todos os Testes esta banda mais densa deve abrigar

vir los agregados Ag—Ac sobrepoastos.

6— CONTAGEM DE AMEBOCITOS E AVALIACAC QUANTITATIVA DA FAGOCITOSE

As contagens celulares Fforam feitas individualmente
molusco por mnolusco (TABELA %) e também em “ppol” de % moluscos
{TABELA'é). 0s exemplares examinados sfo molﬁsceﬁ captﬁradqs no
CAMPO .«

08 dados da TABELA S, nio revelaram diferenca,
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significativa no ndmero:de células da hemolinfa por caranuios
infectados por S. manﬁnQL ¢ caramujos livres de infecclo por
trematddeos (em tempo, iembramnﬁ que uma amostragem maior poderia
inferir outro resultadoi. JA nos eumperimentos raferidﬁs na TABELA
6, na contagem realizada em ”pau}”r.de hemolinfa dos moluscos,
foram constatados comportamentos diferenciados. 0s resultados
demonstraram aumento - no nitmero de célunlas (amebdcitos
circulantes), em todos os grupos infectados por trematddeos, em
comparac8o com o contréle livre de infecgRo.

Slmllarmante,ffoi significante a diferenga do nimero de
amebdcitos quando comparamos 431 grupos infectados por
furcocercdrias ¢ xifidiocercdrias entre si, sendo o dltimo grupo o
que demanstrﬁu maior ndmero de amebdcitos em sua hemolinfa.

A TABELA 7, mostra o teste estat (stico das contagens que
realizamos nos vdrlos grupos.

0s resultados obtidos nos ensaios de fagocitose estio
apresentados nas TABELAS B e 9.

A andllise das TABELAS, indicam que a capacidade de
fagocitose dos amebdcitos ¢ malor nos grupos infectados por
trematddeos digendticos em relagfo ao grupo contrdle livre de
infecgBo. Na comparacBo entre o grupo infectado por 8. mansoni e o
grupo contrile livre de infecefSo, n8o foram encontradas diferencas
significativas.

Os amebdcitos nos grupos de moluscos infectados por
Furcuce;cérias longifurcadas sem ocelos ou por wifidiocercarias,

apresentaram malor capacidade de fagocitose quando comparados com

o grupo infectado por S* mansanl. Por outro lado foi significativa-
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a diferenga entre os moluscos infectados por furcocerciarias ¢ o8

infectados por Mifidiocercarias.

O valor encmﬁtrado para taxa de fagocitose Ffoi maior
neste dltimo grupo.

A FIGURA 10 mostra uma vis3o0 geral da monocamada de
amebdcitos, preparadé PAra a fagocitose de eritrocitos

fornolizados de carneiro.

fis FIGURAS 11 e 12 fornecem a Iimagem de amebdcitos

fagocitando eritrdcitos.
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TABELA {4 - Taxa de infec¢Ro natural por trematddeos digenédticos,
por tipo de cercirias, em moluscos Biomehalaria
Lﬁ&aggghila_capturadas no criadouro de Louveira, 8P,

tipo de cercdria n? de exemplares percentual
infectados de infec¢io
furcocercarias longi— 122 5,5

furcadas sem ocelos

furcocercdrias longi~ 14 2,5
furcadas com ocelos

equlnostomocercdrias 7 ' 0,5

wifidiocercdrias %] 3,0

Obss: o ndmero total de moluscos examinados fol igual a 2.243.
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TABELA 2 - Dosagem de proteina total da hemolinfa de Blomnphalaria
tenaaggphila, pelo método do Biureto. "

A Tkt A b g AL ey IR A AR M Bl ) S DAL SO S B R ek e e T (BN MO MY s WU Y $904 Pt Wb iy et e bt i Ve iy e i b i Y (e T et S S P W e O AW et P S DR OB S St Heve S S P

hemol infa dogagem (mg/ml) var iagfo
Bt de campo livres 34,32 L 2,72¢%
de Infecgio
0,001i{p{0,04i°?
*AR

Bt de laboratdrio 48,56t 7,36
livres de infecglo

iy i . " (i M DO T ol Y Ty iy oy T W TS B e St Sl ol Pkl S A bl b by ke e A . i iy b oy mmpe e ok it i et el B WA WL b S B AR LS b SRS SR e W 4

{(a) o resultado expressa a média aritmética I & D.P (desvio
padrio) para n = 7 (n = nQ de dosagens)

(b} o resultdo expressa a média aritmética * & D.P (desvio padrio)
para n = &

(c) analisado pelo “teste de student”, teve valor t = 3,895 para if
grdus de liberdade, considerado altamente significativo
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TABELA 3 —-Doszagem de proteina total, da hemolinfa de HBiomphalarcia
tenagaehila, nascidas e criadas no laboratdrio do Dep.
de Parasitologia da UNICAMP, pelo método do biureto.

e et e e iy b e el s ALY W Gk L LS U it B AL AL i iy il ek} him e Ser RRen e AP RS THE TR P fRr b e T ek iy el dpm iy i ek arpe e e i e i by e ed f bt bk i it e e ot e e e

hemol Infa dogagem (mg/mli)d

e men aren brre b ke Bk S T A ek A SO S VAl el b S B b o (L Gl el et o e T T T T P P ol iy e e e b by bl ik bl ot b el b b P A R BAGS Sl SOV PRES BRNG MU A Sie S H4S St e B

Bt de laboratdrio 48,56i 7,36°"?
livres de infecelo

8t de laboratdrio . 44,971 5,778
infectadas pobr
f. mansaonl

p)o,05"
NaSw

e v wne e e v ikl i el A A WS A AL AP AR LA GRS SR A AR Y TR T S SPU S EEE ETE TE T YR B T S e S0 Yok W T TR IS TS Py TRt ey e ol i A R it il i o o b b o ol gty ok s

(a) o resultado expressa =a media aritmética
padrio), para n = 6 (n = nR de dosagens)

(b)) o resultado expressa a3 meédia aritmética
padr8n), para n = 4

I+

*

i D.P {(desvio

1 D.P (desvio

(c) analisado pelo “teste de student”, teve valor t = 0,84, para B
grdus de liberdade, nfo mostrando diferenga significativa.
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TABELA A4 -Dosagem de proteina total da hemolinfa de Biomphalaria
tenaanphila, capturadas no criadouro de Louveira, SP.,
pelo método_de LOWRY.

TRE o e UL TS TR S U S BT P MUy RS BUA B GBS WUUS AN W Tk VS St W Sbrk oebd . ey MY IR PSS P el e e e e R Wmd Fel 4 s AR man AR Rl S e WAL AR RMR B b LR MR R M A4 Y G Y HAE s e

hemolinfa dosagem {h
Bt do campo livre 27,86 T 4,44
de infec¢Ho
Bt do campo o 33,90+ 2,40
S. mansoni‘*’
Bt furcocercdrias 25,09 1 4,63
Bt xifidiocercdr las a7,.88 F 4,24

NS o e e AR . G W T S S A RSN MU SO W USSR M A SO SHR A R L O AR AL Ankd AR el Tk b b e e v ek T ek T b S b S ol ) i Bl i i B W b it by el by e ekl s it S0 s 0

(a) Estes exemplares foram infectados em laboratdério, com cepa 8J

de 8. mansoni.

{b) O resultado expressa a média aritmética f i D.P (desvio
padrRo) para n = 4. : :

NOTA: A andlise estatistica (contida no ANEX0O I), por testes
paramétricos e nio-paramndtricos, considera as wvariagies de
valores esntre os tratamentos n.s. = nSo significativas.
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TABELA 9 -~ Contagem de amebdcitos na hemolinfa fresca sem

—

— . —

diluiglo, Ffeita Individualmente nos exsmplares de

Biomphalaria btenagorhlla.

Y YN WS YR YT TET M P e e T i T L 1404, £ RO 3t s S 304 Rl by e g Sl g v Pl b b e e e i wor e by Y T S o PYSY e bl dagm e Prmb Tt o iy o Sy S o b may

hemolinfa n® de céls. variagio®=?

“spreading”

A —— —" —— —— —— T b o WAL WA VAT 10D UAS URLAL L AAD UBO kbt by b e bl g bt Ml YA b e ik et S Holh AL DS SASR SASS RIS SIOE GASS LR BAAL ST BASA SRS NALR WA AU VRS Sam. SEN ST e

Bt do campo livres 17t B,60¢>*
de infec¢io ‘
pe,es
NeBa
Bt do campo 22t 12, 40>
8. nansenl
(a) o resulitado expressa a media aritmética i D.P (desvio

(b?

(c}

A+

padrfo) para n = &6,

o resultadeo expressa a média aritmdtica
padr8o) para n = 5.

e 2

i D.P {(desvio

analisado pelo "teste de student”, teve valor t = 0,372 para 9

grdus de liberdade, considerado nSe significativo <(valores
normalizados pela fdrmula ® o+ 50, -

Obst Bt do campo 8. mansoni. sHo moluscos infectados
experimentalmente.
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TABELA & -~ Contagem de amebdcitos na hemolinfa fresca, em “pool”
: - de muluscos. Biomehalarla tenagophila.

SR L N s e A T . St OAr YO WP AP SR RS SOVM FR Se S A i St Vi iy e R iy e S iy St vt

R i R R SRS SRS G B S B b Y P TN S FORY et L ) i e S Py Gt i S A ol Nt Mt Wont T

Bt do campo livres
de infec¢lo

Bt do campo
S~ mansoni

Bt furcocercarias

Bt wifidiocercdrias

(a) o resultado expressa
padrio) para n = 4,

Obat Bt - de campo - H. napaenl.-
experimnentalmente.

aritmética

" Lo o oV S T SN P T SO PR RP UTY TAat TR tar A By et Myap Tt it mmas Ses mamy b iy i

ng de céls.
‘apreading” {(a)

L L ]

21t 2,08

2¢t 0,95

20t 0,95

t 4 D.P (desvio

molusicos infectados .
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TABELA 7 -~ Teste de TUKEY para a contagem de amebdécitos na

hemolinfa fresca de B. benasoehila, em “pool” de
moluscos. :

et e e st Do e e o A i Sl B AR BaMS D P i B W P FV bR P et Sl o S48 B P Bk S0 WP PO Lo T e bl S A e S S g o e AL P S S G ey R ST g S S8 R v

hemolinfa Xem? var iagBop®?
Bt do campo livres _ 16,96 * % "
de infec¢lo ‘ %3
. L.X 1.3
Bt do campo i 18,735
S. mansond.
Bt furcocerciérias 18,44
® %
Bt xifidiccercdrias : ig,87

——-mwm.—.———--—-mmmmmwm—m——-———-‘nm«-mu——-—-—_..--.m.-uu.—.-—--—..-..-.—-.-,.-..—-..u—.—....-..-....—-.--a———-—

(a) médla dos valores transformados pela fdérmula V w + 0,5 (vide
ANEXO I1). '

(b) os tratamentos unidos por barras sfo significativos, a sabers

#*% ~ significativo a nivel de 1%
#ax ~ significativo a nivel de ©,1%

Obs -~ A austncla de barras ligantes, mostra que os tratamentos
comportam-se como iguais.
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TABELA 8 ~ Tawxa de fagocitose dos amebdécitos da hemolinfa de
Blomphalaria Lenacophila do campo, frente a eritrdcitos
de carneiro formol izados. .

Wohb b et i S B PR ROV W S e LR e A k. W s P Vel Laiy S BNC AS LWL MM ANRY S Pem A s S et S S AL SR SR ST R AR HEY Shet MR AR AW Ty e e Ry Hekd U W S G B N S S B SR B Sl Al e

amebdcitos : ' percentual de (a)
de ' fagocitose %
Bt livre de infec¢So - : .. H59,4% 5,98
Bt S. mansani ‘ 60 T 4,58
Bt furcocercdrias : 76,4 14,77
Bt xifidiocercdrias 83,213,144

iy ok s 4 L WA U SR iy Al L b MR o i A YA i S AL I LBNS AL USL AR BA SSNS MU BSSS SES Se SSST e Sl S i i M M SOY WVIL FRVS MRS VIO PN Aar T bl i et ik il sl dmt S0 it SUaA R Sasa SRS ey

(a) o resultado expressa a média aritmética T 1 D.P (desvio
padrie), para n = 5,

Obst Bt S. mansonl, s8o moluscos do camnpo infectados
experimentalmente.
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TABELA 9 ~ Teste de TUKEY para a tamxa de fagocitose dos amebdcitos

da hemolinfa de Blomehalaria teoasophila, frente =
eritricitos de carneivro formolizados.

TR AR N o SUUT SO0 SNE DRSS B MUK AL St GAAS GANR MM AR TAOE UOLE MM Lot Mekd ik fmmk Fren ek P P ST VTR T SMOE SV SRR B FORE P PROR LT WOE TAAY BT STINS AN St M ke e AU A RPE Seee dry R e Tpb bty gebe o reas ey Snt s mn pare e

amebdcitos de X (a) var i acio (h?
Bt tivre de infec¢lo 50,452 e
LR )
Bt H. mansonli 50,768 NHX  HHH
Bt furcocercdrias 65,874 * 3
Bt xifidiocercarias 61,024 ’

SABY Saidy . e k. . AR B e o ety S e Ty ek k. PR PR DO WYY M S M0% s T P R TR VA BV S P BAJS S 44 AU S S SR S bl b A Sid Rkt R4 B A Uk S ER S R e AR LA i S A ST I SE0F Sl

{(a) a média representa ovs valores transformados pela fdmulas
of = arcysen P {ANEXC IXI)

(b) os tratamentos ligados por barras sfo significativos, a saber?

%% - algnificativo a nivel de 1%
*xm -~ significativo a nivel de ©,1%

Oba - A aus@ncia de barras ligantes, mostra gque o0s tratamentos
comportamn—se como iguals.



FIGURA i~ B. tenaaophila (coloragfo Tricromico de Gomori, 200 X),
material trabalhado 48 horas apds superinfeccfo por
miracidios de $. mansonl. Mostra esporocistos integros e
uma cercdria longifurcada sem ocelos, no hepatopincreas.
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B. tenaaophlla (Tricrdémico de Gomori, 375 X), material
trabalhado 48 horas apds superinfec¢fo por miracidios de
S. mAnSOonL. Mostra varios esporocistos secunddrios que
darfo orligem a xifldiocercdarias, no hepatoplncreas.
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FIGURA 3 B. tenaaoehila (Tricromico de Gomori, 378% X)), material
trabalhado 72 horas apds superinfec¢lo por miracidios de
Sa mansond. Mostra Hifidiocercaria, localizada

no
hepatop@ncreas.
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FIGURA 4-RB. Lenagophila
trabalhado 48 horas ap
nansonl. Mostra uma e
nota-se a presenga de um
da cercdria.

1

(Tricromico de Gomori, 37% X)), material
d8 superinfec¢io por miracidios de Sa
quinostomocercdria, no tecido pulmonars
a coroa de ganchos na extremidade sinestra
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FIGURA 6~ Imunodifusio radial da hemolinfa de B. tenaaoehila do

campo, frente a soro imune de coelho (24 horas de
difusio).

{- soro, Imune de coelho anti-Bt (total)

2~ 3~ hemolinfa de Bt livre de infecglo (46 mg/ml)
4~ 5~ hemolinfa de Bt livre de infec¢lo (3 mg/ml)
6- hemolinfa de Bt livre de infecgfo (1 mg/ml)

7— soro normal de coelho (total)



FIGURA 7- Imunodifusio

campo,

frente

difus8o).

A~ i—- soro imune de coe

2~ hemolinfa de Bt
3- hemolinfa de Bt
4~ 5- &~ hemolinfa
7~ hemolinfa de Bt

-0 -

B~ i—- soro imune de coe
2= 5= hemolinfa de B

3~ hemolinfa de Bt 1

4~ 7- hemolinfa de B

&- hemolinfa de Bt

Oba:- o soro foi

P

utiliz

lho anti-Bt ‘
ifidiocercdrias

ivre de infec¢io

g Bt 8. nansaoni
drcocercarias

lho anti-Bt
t furcocercdrias
ivre de infecg¢lo
t S mansoni
ifidiocercarians

ado total, € a henmolinfa 6 mg/ml.

radial da hemolinfa de B. tenagophila
a0 soro imune de coelho (48 horas
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8~ Padrio de imunodifusio para hemolinfa de exemplares do

campo (46 mg/ml) e soro imune de coelho (total,
de difusiol.
pogo centrals hemolinfa de Bt furcocercdrias
pogos laterais: soro imune de coelho ant i-Bt

pogo central? soro imune de coelho anti-Bt
pocos laterais: hemolinfa de Bt furcucercarias

pogco central: hemolinfa de Bt H. MANSONL.
pogos laterais: soro imune de coelho ant i ~Bt
o imune de coelho ant i-Bt

pogco central r
hemolinfa de Bt S. mansani

pocos latera

Q

[ 13
s {0

]

po¢co centrals® hemolinfa de Bt wifidiocercarias
PoOGcOs laterais= soro imune de coelho antith

poco central? soro Imune de coelho anti-Bt . .
pocos laterais: hemolinfa de Bt wifidiocercdrias

&0 horas

P
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FIGURA 9- PadrBo de imunoeletroforese da hemolinfa de Ba
tenagophlla do campo.

8-~ soro Imune de coelho anti-Bt

i~ hemolinfa de Bt furcocercdrias

2- hemolinfa de Bt livre de infecgio
3~ hemolinfa de Bt 5. mansonlkl

4~ hemolinfa de Bt xifldlocercdrias

Obst—- o soro foi utilizado total € a hemolinfa 6 mg/ml.
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FIGURA 10—~ Monocamada de amebdcitos da hemolinfa de B. tenaacphila
livres de infecglo. (Giemsa, 375 X)
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FIGURA 14—~ Fagocitose
formolizados,

tenagoehlila,
600 X)

“in vitro”

infectadas por

de

eritricitos de
por amebdcitos da hemolinfa

wifidiocercarias.

carneiro
de B
(Giemsa,
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FIGURA 12~ Detalhe do processamento dos eritrdcitos de carneiro
formolizados, no interior dos amebdcitos da hemolinfa de

B tenaaophila infectada por furcocercarias. (Giemsa,
H00 X)
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IV- DISCUSSAQ

Nossos reaultédca referentes aos moluscos B. tenagophila
capturados no campo, guanto a taxa de infec¢80 natural por
trematddeos digenéticog; bem como a identificacfo das cercdrias
eliminadas estSo em contordﬁncia com os dados assinalados por
MACHADO e cola. (41985, i?B?. 1988). Esses trabalhos reassinalaram
a capacidade desae ; molusco albergar, como hospedeiro
intermedidrio, dlvergaa:espécles de trematddeos digenédticos.

Védrios autore% verificaram “resisténcia & infecg8o” em
moluscos “sensibilizados” ‘por infecgoes pfévias. SULLLIVAN (1982),
indicou indugBo de r?sisténcia adquirida, em B. alabrata
sensibilizada por miracidios irradiados de Ribeiroia mar.ine, tendo
esgesd moluscos adquiridb resisténcla a relnfecelo, gquando expostos
a mirac{dios nSo Irradiados. Estas larvas foram destruidas por
amebdcitos, tendo havido aumento do numero dessas células.

Jourdane & céis. (1986) descreveram  competi¢io
intraespecifica entre os esporocistos primdrios de S. manseni e de
Echinostoma caekoni, quando cohabitavam, em B. pfeiffgri. Houve
degeneragdo de uma fra¢lo significativa de esporocistos primdrios
de 8. maaﬁnaL.'ﬁendm que a fragio restante migrou para fora de
agus microbidtopos phefaridos, provavelmnentes para locaigs nio
imunologicamente ativos. |

Nasg superlnfeccﬁes verificamos, £m NOSS08 Hames

histopatoldgicos, total degeneracfio dos esporocistos primdrios de

Ge pansonl tendo os esporocistos de todas rs outras espécies de-
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trematddeba permanecido i{ntegros. Houve evidentemente “proteglo” &
super infecci0 pelo S. mansoni.

LIE & cols. (1980Q) descreveram as reagoes tecidua{s
induziqas'ﬂor $a mansoni em Ba. alabrata susceptiveis, expostas
previamente a miracidios irradiados de E. paraensej e notaram
csporocistos de S. mansoni degenerados sem reacio amebocitdria ou
com numero muito reduzido dessas células presas aos esporocistos.

Constatamos a auséncia de reacfo amebocitdria aparente
em torno dos eﬁporocistﬁﬁ destruidos de S5. nangoni &m todas as
super infecegies realizadas, o que pode significar a aglo de fatires
na destruicio do parasﬁta.

BAYNE (i980a, 1980b) relatou que -Fatarea na hemolinfa
(excluindo-se as células), de B. alabhrata estariam envolvidos na
destruicSo dos parasitas pelo hopedeiro intermedidrio.

LLOKER e cols. (1982), demonstraram em estudos “in vitro”
com B. alabrata, componentes da hemolinfa (fatbres humorais ou
fatfres do pilasma) de gxemnplares resiﬁfentes, detruindo
espor&cistas de H. mansoni em incubacBes conjuntas.

BAYNE e colas. (1984), demonstraram aglutininas na
resposta de defesa de moluscos, com papel opsdnico na fagocitose
“in vitro”.

BAYNE & cola. (1985), postularam gue os componentes do
plasma que medeiam a defesa celular em B alabrata, 580
agiutinjinas com conformacio molecular especf?}ca e que
reconheceram diferencas entre espécies distihtas de caramujos.

LOKER e cols. (1%987) evidenciaram diferengas na

quant idade de proteina total na hemolinfa de B alabrata’



52

parasitada por E. paraensei, sendo que case valor aumenta muito
nos caramujos susceptivels. Nos exemplares resistentes, o wvalar
proteico ¢ fracamente elevado nos parasitados, sendo que no 600
dia de infec¢lo era aprdximadamente metade do valor encontrado no
arupo contriéle sem infeccSo.

Guando comparamos com moluscos capturados no campo, os
moluscos nascidos e mant idos em laboratdrio apresentaram valores
malores de proteina na hemolinfa. Tal situacio, talvezr deva-se a
fatfres como alimeptécﬁa e confinamento. Entre 0s gruposg
capturados no campo, verificamos nZo haver diferenga significativa
entre eles, no que se refere ao teor proteico da hemolinfa, quer
estejam ou n8o parasitados por trematddeos digenédticos.

Acredltamnos qué em B. Lenagpphila os valores de proteina
na hemolinfa, podem variar em raz8%o0 da linhagem dos caramujos e da
dpoca de infec¢lo. Estudos complementares, poder8o confirmar o
n8o esse nosso crédito.

A origem dos amebdcitos foi discutida Ppor LIE e cols.
(1973) em B. galabrata.

A participacio dos amebdcitos nas reagfes celulares a
infecgdo por S. mansoni, tem sido largamente investigada.

Foram assinaladas as atividades “in vitro” dessas
células no reconhecimento de agentes estranhos e na sua fagocitose
Por JEONG & HEYNEMAM (1976) e também por ARBDUL-SALAM & MICHELSON
{1980),‘€m Ba. alabrata. |

Nossos resultados na contagem de amebdcitos na hemolinfa
(amebdcitos clrculantes), nostraram-se concordantes com [ ¥:3

assinalados por STUMPE & GILBERTSON (1980). Esses autores
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definiram gque granuléﬁltoa {células Ffagociticamente ativas),
expressaram aumnento em Admerm nos moluscos B. alabrata parasitados
por S. mansoni em relacgo aog controles sem infecgho.

Vertficamos # atividade de fagocitose “in vitro”
aumentada nos grupos In%ectados.

Hipotétlcamenie admitimos que o parasitismo atlva as
células fagociticas, Jé;que sabemos por CHENG & SCHOEMBERG (198@),
que essas celulas slo d%pendentes de fatlres quimiotdxicos ou de
fatbres  de recanheciméntc, e que o ndnero dessas célulay
participantes da !ngestgo de particulas € de 30 até 108X (ANDERSON
& GOOD, i974). |

Os Frahalhos ﬂe YOSHINO (1982), ABDUL-SALAM & MICHELSON
(19833, Bavng & cols. (i984), KNAAP & SMINIA (4987), assinalaram
que 3 gsporocistns s8o encapsulados e mortos por células
semelhantes a macrdfagﬁa; oas determinantes da superficie dos
amebdcitos sRo modulados por lectinasy antigenos de S. mananoi
reagindo com amebdcitosgde B.. alabrata e receptores especificos
para 8. mansoni nos amebdcitos de B glahnata.A

Todos esses  achados, brevemente, nos permitirao
esclarecer aspectos dos:mecanismos de fagocitose & destruiglo dos

parasitas, em moluscos parasitados por trematddeos.

Através da imunodifusio e da imunoeletroforese, viarios
trabalhos contribuiram para a diferenciagio taxonomica em
caramujos ~ de jamportancia médica (BAYLEY & cols., 1984);

+

determinaram glicoprate?nas aglutinantes em B. alabrata para o
sistema ABO humano (STANISLAWSKY & cols., 1976) e detectaram

var ledades de peptideos em exemplares susceptiveis e resistentes’
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de B. alabrata (8AYNE &Scnls., 1984).

BAYNE & cols. (1987), verificaram em B. alabrata ce
multas macrocélulas com%cnentea da hemolinfa s8o glicoproteinas e
a ampla maioria dos determinantes antigénicos sfo carboidratos.

LOKER &'HERTEL (1987), verificaram gue componentes da
hemolinfa de B gl@hgaha 2ibiam alteragtes moleculares
quantitativas e qualitafivas reveladas por SDS-PAGE.

Atraves do perfil eletroforético obtido na hemolinfa dos
moluscos infectados pelbs diferentes trematddeos, nds encontramos
alteracdoes que mostraram caracteriticas especificas de cada
diferente tipo de inPec%ﬁo. A coloragio efetuada, indica natureza
proteica das bandas encontradas no gel.

Nossas tm@nmdi?usﬁes e imunoeletroforeses,
permitiram—-nos afirmar  que hd diferengas gualitativas e
auantitativas na hemolinfa de B. tenadophila do campo parasitadas
quando comparadas com c@ntrﬁle livre de infecgRo.

N30 fizemos andl ise bioqﬁfmica detalhada dos sistemas
precipitantes & com cerﬁaza testes mais refinados, permitam—-nos
Futuramente, diﬁcrimina} sobre a naturera dessas diferengas.

Tendo o nnsao:grupm de trabalho o objetive de fazer
Investigagdes imunoldgiéaﬁ em moluscos, sabemos que muitos pontos
deverio ainda ser exploﬁados. Um importante € interessante teste
seria a distingfo por perfil eletroforético da hemollnfa de B

tenagophila de diferentes regifes.
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V- RESUMO E CONCLUSHES

Considerando-se oS resultados que obt ivemos na
invest igagfo de alguns aspectos inunoldgicos e parasitoldgicos em

Blomohalaria tenagoehila infectadas por trematddeos digendticos,

admitimos quesl

~ Ba tenaagphila capturados no campo, em tanques de piscicultura,
foram encontradas parasitadas, sempre em infecgBo nica, por
furcocercdrias longifurcadas S&m ocelo, furcocercarias

longlfurcadas com ocelo, equinostomocercarias ou wifidiocercarias.

-~ Nos moluscos supekinfactados com Sa. mansonis nfo foram
encontradas reacdes ?mebocitérias em torno dos easporocistos
degenerados de thl&inﬁﬁma mansocni. Sugerimos que isso  pode
indicar que nHo huuvé participacR0 direta dos amebdcitos na
destricSo da .larva do S. mansonl e que possivelmente fatbres da
hemolinfa (excluindo-se as células), estariam envolvidos na

destrul¢fo ao parasita.

- 05 valores de proteina total da hemolinfa, mostraram-se maiores
nos moluscos B. hﬁnaﬂéahila sem infecgio mantidos em laboratdrio,
quando comparados com os capturados no campo livres de infec¢l3o
por trematddeos. Esﬁeé valores nEo estfo aumentados nos caramujos
de CARNpO naturalmenﬁe parasitados, ou  measno ans caramujos

exper imentalnente infectados com Ha. mAanseni..
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~ O mimero de amebdcitos da hemolinfa, estava elevados em todos os
grupos de moluscos infectados, em comparagdo com os moluscos deo

grupo contrdle sem infecco.

- Obtivemos maior atividade fagocitdrla dos amebdcitos doas
caramujos parasitados,  principalmente naqueles parasitados por
wifidiocercarias. Admitﬁmoa que o parasitismos peoderia funcionar

ativando as células fagociticas.

-~ Na hemolinfa dos vdrios grupos estudados, demonstramos que houve

tdent idade antigénica total.

= As  imunodifustes mostraram sempre ao menos 3 linhas de

precipitagio no gel, formando 3 sistemas precipitantes diferentes.

=~ 08 resultados obtides na imunoeletrcforese. permitiram—-nos
afirmar que existem dlferéncas" qualitativas e gquantitativas n=a
hemoiin?a dos moluscos péraﬁitados 2 nHo parasitados. As difrencas
parecem ter caracteristicas especificas, dependente do tipo de

infecgHo apresentada.

o
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VI- APENDICE

finexo 1

A andlise de varifincia para as dosagens de protefnas,
dos exemplares capturados no campo, pelo método HARTREE, TaBELA 4,
fol realizada por testes paramétricos?

1) Teste de Bartlet, ondes
Xt = 9.58585 para 3 grdus de liberdade > 7,815
seria significativo

2) Teste de Cochran, ondeR
C = 0,527 paraK=4en=26¢ 0,090
nio significativo
K = tratamentos
n = amostras

Pelo apontado anterjormente, considerou-se conveniente
aoptar por teste nfoc-~ paramétrico, escolhendo-se o Teste de
 KRUSKAL-WALLIS, por via de ddvidas. ( CAMPOS, 1979).

Temos s :

Hoore = 6,411 nfo significativo para
: ‘% grius de liberdade ¢ 7,819

Assim H distribul-ssg como X', quando K 3 e n = o4 & ou
ambos, com K - 4 grdus de liberdade.
Conflrma~se os dados obtidos com a andlise de varignuia.
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Anexo IX

A andlise estatistica da contagem de células “gpreading”

na hemolinfa fresca de Biomephalaria tenagpphila, em “pool” de 5
moluscos, féz-se pelo Teste de Tukew (ROSCOE, 1975).

Os valores foram normalizados pela fdérmula ¥+ 0,5
onde o coeficiente de variacio encontrado & C.V. = 3,34%.

Azﬂh@
| v

7

Am = 9,32 N ix = 0,44

Ordenando-se os valores temos: 4 tratamentos, 3 e (R
grdus de liberdade (tratamento e residuos).

Acsim:
Bt Bt Bt X
A S. mansani Ffurcocercaria xiflidiocercdria L
Bt livre de 17 Pmmee L R 3 - FOR R4, PO 16,96
infec¢lio
Bt )
8. mansonl 2,34 n.s. 9,12 n.s. i8,75
’ Bt
furcocercdria D,43 cn 18,44

\ Bt
mifidiocercdrial 18,87

n.s. = n3o significativo
¥ = gignificativo a nivel de 5%
* % = sijgnificativo a nivel de %
¥ ¥ ¥ m

altamente significativo (nivel de @,04%) d
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Anexon III

Para a andlise estatistica dos resultados da avaliagfo
quantitativa da fagocitose, dos amnebdcitos de Ba SbLenaaophila,
utilizamos o Teste de Tukey (RASCOE, i975).

: Oa valores foram transformados, pois que percentuais nio
tém distribuicfo normal, utilizando~se a fdrmulal

¥
”~,
X = arc sen V p

Para os tratamentos, 3 ¢ 1é graus de liberdade =2 4
médias corrigidas temost

A wx = 4,88 A ax 6,24
Assim, ordenando-se os valores encontramost

Bt Bt Bt X
S. mansoni fFucocerciria wifidiocercaria

Bt livre de\
infecglo Q,116 N.s. | 15,420 %%x 10,574 %%% 50,452
gi manscni | 15,106 #xx 10,258 xx* H@,748
Agzrcocercér%a 4,848 x» 45,874
\ zﬁfidlocercéria 61,026

n.8. = n8o significatlivo
¥ = gignificativoe a nfvel de 5%
* % = gignificativo a nivel de 1% r
* # % = significativo a nivel de 9,1%
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