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RESUMOG

Este trabalho teve por objetivo verificar a a¢fio da inoculagiio de hemolinfa total,
hemolinfa livre de células ¢ suspensiio de amebécitos no desenvolvimento do S. mansoni
da linhagem BH em B. glabrata melanica. Os parmetros avaliados foram: taxa de
infecgdo, taxa de mortalidade, periodo pré-patente, reagiio tecidual em torno das larvas de
S, mansoni, atividade fagocitaria dos amebocitos ¢ nimero de amebocitos na hemolinfa,
Para a determinagdo da taxa de infeccio, taxa de mortalidade, periodo pré-patente,
atividade fagocitaria ¢ nimero de amebocitos circulantes 0s moluscos foram infectados
com 10 miracidios do trematodeo. A reagdio tecidual foi observada em moluscos expostos
a 100 miracidios.

Os resultados indicaram que, a inoculacio de hemolinfa total provocou a
facilitaglo da infecgio observando-se diminuigio do periodo pré-patente, aumento da taxa
de mortalidade, pequena atividade fagocitaria dos amebocitos ¢ discreta reagio
amebocitaria em torno do esporocisto de S, mansoni. A inoculagio de hemolinfa livre de
células provocou um retardamento do desenvolvimento do parasita com o aumento do
periodo pré-patente, e reagiio tecidual mais intensa em torno do esporocisto de S,
HICRISON,

A inoculagiio de suspensio de amebocitos produziu uma reagio mais efetiva
contra o parasita com aumento do periodo pré-patente, diminuigio da mortalidade dos
moluscos, aumento da atividade fagocitaria, aumento das células estreladas na hemolinfa
circulante e aumento das reagdies amebocitarias no tecido em torno dos CSPOFOCIStOs.

A moculagio de suspensio de  células produziu  maior resisténeia  ao

desenvolvimento do S, mansoni.




ABSTRACT

The main purpose of this work was to verify the effects from the inoculation of
difterent kinds of hemolymph on the development of Schistosonia mansons in prgmented
Biomphalaria glabrata. The 8. mansoni belongs to the BI strain The types of
hemolymph  were:  complete  hemolymph, cells-free  hemolymph  and amoebocyte
suspension.

In order to achieve our purpose the following variables were considered: infection
rate, death rate, pre-patent period, tissue reactions around S. mansoni larval, phagocytosis
activity and number of amoebocytes in the circulation hemolymph B. ¢lubrara snail were
infected with 10 miracidia tfrom the trematodes. The tissue reaction was observed on the
snails that were exposed to 100 miracidia.

The results have indicated that the inoculation of the complete hemolymph
facilitated the infection with decrease on the pre-patent period as well as the increase on
the death rate little phagocytosis activity on the amoebocytes and slight reaction around
sporocyst of the S. mansoni. The inoculation of cells-free hemolymph postponed the
parasite development with the increase of the pre-patent period and more intense tissue
reaction around sporocyst of 8. mansoni.

The inoculation of the amoebocytes suspension caused a more effective reaction
against the parasite with the increase the pre-patent period, the decrease snails mortality,
the increase phagocytosis activity the increase ol granulocytes in the circulating
hemolymph and the increase of amoebocytes reactions around sporocysts of N mansons .

The noculation of the amoebocytes suspension produced greater resistance to the

S. mansoni development,




1) INTRODUCAO

H4 alguns anos ndo se acreditava qgue os invertebrados
possuissem um sistema imune. Com mais forte razdo, nio se
admitia que este sistema tivesse caracteristicas semelhantes
aquelas verificadas nos vertebrados. Hoje sabe-se que o
sistema imune dos invertebrados, tal como ocorre nos
vertebrados, desempenha diversas fungdes: apresenta células
de defesa, reconhece corpos estranhos, possui resposta

encapsuladora, toma parte no reparo tecidual, fagocita,

possul reagbes citotdéxicas, assim como também possui fatores
humorais (Wagge, 1955; Cheng, 1975; Babior, 1978 e
Ratcliffe, 1985).

Entre as diferengas observadas estd a auséncia das
imunoglobulinas, que tém um importante papel no sistema
imune dos vertebrados e que ndo foram encontradas nos
invertebrados. Entretanto, nesmno sem a pPresenca de
imunoglobulinas, o sistema imune dos invertebrados é muito
eficiente. 1Isto porque existem substdncias que atuam
semelhantemente a  imunoglobulinas. Ha na  literatura
observagbes de transferéncia de resisténcia através da
hemolinfa ou fatores humorais que ampliam a resposta celular

(Mc Kay & Jenkin, 1969; Loker & Bayne, 1982; Granath &

Yoshino, 1984).

Entre os tipos de defesa registrados em invertebrados,

0 gque ¢é patrocinado por células é considerado como sendo a



principal linha de defesa dos moluscos. Estas células estao
presentes na hemolinfa e fluidos do corpo dos noluscos e
atuam como defensoras, fagocitando e encapsulando materiais
estranhos gque entram no organismo do molusco. A fagocitose
de materiais estranhos é facilitada pela movimentagdo destas
células, gque exercem importante papel na relagdo parasita-
hospedeiro (Abdul Salam & Michelson, 1980ab).

Os amebdécitos, como sdo conhecidas estas células,
originam-se do POrgao Produtor de Amebdécitos™ (APQ),

localizado na regifo reno-pericardica do molusco. O APO

apresenta diferentes reacgdes dependendo do estimulo a que é
submetido. Quando o estimulo ¢ produzido por substéncia
particulada ou soluvel, o APO ndc apresenta alteragles;
guando o molusco é submetido a infeccéo por parasitas hda um
aumento deste orgdo devido & maior producdo dos amebdcitos
(Sullivan et al., 1984; Joky et al., 1985).

Os amebdcitos séo divididos em duas categorias:
hialinécitos e granuldcitos (Cheng, 1975). A primeira
categoria possul um contorno circular ou ovalado, tem grande
nucleo em relagdo ao ralo citoplasmatico e poucas estruturas
lisossomais, ndo emite pseuddépodes e nem ¢é considerada
portadora de fungdo fagocitaria, sendo o seu papel de defesa
desconhecido. A segunda categoria apresenta grdnulos no seu

interior, tem  relativamente  mais citoplasnma, mais
lisossomos, emite pseuddpodes e fagocita corpos estranhos.

Os granuldcitos s&o muito parecidos con os mnacréfagos

humanos (Cheng, 1975).



Neste trabalho os amebécitos foram classificados em
estrelados (granulocitos) e ndo estrelados (hialindcitos).
Esta denominagdo foi adotada devido a grande controvérsia
que existe na literatura sobre a classificacdo destas
celulas. George, em 1941 (apud Wagge, 1955), classificou os
amebocitos em 3 tipos. A  denominacao dada por este
pesquisador foi: tipo 1 ~ células ndo diferenciadas que témnm
a capacidade de se diferenciar em outros tipos de células.
Tipo 2 -~ células que possuem a capacidade de fagocitar. Tipo

3 - ceélulas que possuem grdnulos, vacuolos e parecem fazer

transporte de material nutritivo. Pan, em 1958, classificou-
os em um 56 tipo de c¢élula, denominando-os de amebdécitos.
Sminia, em 1972, também admitiu tratar-se de um unico tipo
de ceélula com diferentes funcdes. Cheng, am 1975,
cléssificou~as em duas categorias, como 4 mencionado, e
Noda & Loker, em 1989, classificaram-nas em 4 categorias de
ceélulas: granuldcitos com grande espraiamento, granuldcitos
com pouco espraiamento, células redondas e hialindcitos. A
classificagdo destas células, portanto, ndo estd definida
até os dias de hoje. Existe a possibilidade de tratar-se de
um Gnico tipo de célula que, dependendo do estinulo, se
transforme em outro tipo. Cheng & Garrabrant (1977)
observaram que os hialinécitos poden representar um tipo
primdrio de célula qgue reage contra antigenos soltveis. Os
hialinécitos de Mercenaria mercenaria (Mollusca, Pelecypoda,

Bivalvia) tém a capacidade de fagocitar bactérias (Foley &

Cheng, 1974 e 1975). Entretanto, isto ndo acontece em



Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni
(Foley & Cheng, 1975). Ottaviani (1983) demonstrou gue em
Planorbarius corneus hd uwm Unico tipo de célula, mas com
estagios de maturacdo diferentes e que dependendo do estdgio
de maturagdo a célula poderia exercer uma determinada
fungdo. Ottaviani & Franchini (1988) sugerem que ha dois
tipos de células em P. corneus, porgue existem marcadores
de superficie especificos para cada tipo de célula. van der
Knaap & Loker, 1990, verificaram que existem 4 tipos de
células, que atuam no sistema de defesa interno do molusco.
Entre estes 4 tipos de células 3 sdo consideradas fixas, que
ndo circulam, nos tecidos. As células consideradas fixas
foram classificadas em células endoteliais, células
reticulares e células porosas.

Os amebocitos, além da fungdo fagocitdria, fazen
transporte de cdlcio guando hd necessidade de reparar a
concha. Desempenham papel semelhante ao fibrinogénioc, gquando
atuam como "tampéo" em casos de ferimentos dos moluscos
impedinde, assim, extravasamento de hemolinfa (Wagge, 1955;
Ratcliffe, 1985).

A resisténcia dos moluscos planorbideos a infecgao é
determinada por fatores genéticos. Segundo Richards {(1973),
Richards & Merritt (1975) e Richards {1984) a
susceptibilidade dos moluscos & infecgdo por Schistosoma
mansoni € determinada geneticamente e constitui carater
hereditdrio. As variagbes da infectividade sdo devidas a unm

inico gene dominante, podendo estar presente o cardter da



susceptibilidade em moluscos refratdrios.

A fisioclogia, a dieta e a idade dos  moluscos
influenciam e caracterizam o comportamento ¢ o grau de
infecgéo pelo Schistosoma mansoni. Existe a necessidade da
interagido fisioldgica do molusco com o trematodeo. A dieta
do molusco € importante para o estabelecimento da infeccéo,
porgue o Dparasita consome boa parte dos nutrientes
existentes em seu organismo, principalmente o glicogénio
(Liebsch & Becker, 1990). A idade ¢é importante porgque o0s
moluscos jovens sdo mais susceptiveis a infécgéo em relacéao
aos mais velhos (Richards, 1973 e 1984; Richards & Merritt,
1975; Niemann & Lewis, 1990).

A natureza do parasitismo é influenciada por aspectos
fisioldgicos, imunoldégicos e de adaptagao do molusco em
relagdo ao parasita (Jourdane & Théron, 1987). 0s moluscos
que servem de hospedeirc ao Schistosoma mansoni sao mais
susceptiveis as linhagens simpdtricas do parasita, ou seja,
moluscos de uma determinada regido sdo mais susceptiveis a
parasitas da mesma regidc geografica. Esta observagio foi
confirmada por diversos autores {(Newton, 1953; Paraense &
Correa, 1963; Magalhaes, 1966; Paraense & Correa, 1978;
Santana et al.,1978 e wvan der Knaap & Loker, 1990). As
infecgbes alopdtricas sio possivels quando o wmolusco &
geneticamente selecionado ou quando o molusco é submetido
a uma grande carga parasitdria {(Paraense, 1963, Santana et
al., 1978; Dias et al., 1987).

A presencga de infecgdes concomitantes, ou seja, aguelas



que ocorrem guando um molusco € parasitado por uma ou mais
espécies de trematddeos digenéticos, também altera a relacéo
parasita-hospedeiro pela competigdo de nutrientes, luta por
espagco no corpo do hospedeiro, alteragdes fisiolégicas e
imunoldgicas (Lie et al.,1977ab; 1981; Loker & Hertel, 1987:
Noda & Loker, 1989). As alteracgbes poderiam aumentar ou
diminuir a susceptibilidade do molusco gquando uma segunda
espécie de trematddeo entra em contato com o caramujo (Lie
et al., 1977b). Foi verificado por Machado (1990) que B.

tenagophila submetida a inoculacdo de hemolinfa total de

moluscos infectados por S. mansoni apresentou resisténcia a
infecgdo guando exposto posteriormente ao S. mansoni.

A fagocitose nos invertebrados inferiores teria apenas
como fungdao a alimentacdo através da ingestdo de particulas
estranhas que sdo digeridas no seu interior. Hoje em dia
reconhece-se que ela tem como fungdo principal a defesa dos
moluscos e dos vertebrados. A fagocitose, juntamente com
fatores humorais, ¢ responsdvel pela eficiéncia do sistema
de defesa dos moluscos, Jjunto com a concha e o nuco,
evitando a entrada de corpos estranhos (Ratcliffe, 1985;
Bayne, 1990). O processo fagocitdrio, tanto nos vertebrados
como nos invertebrados, reconhece primeiramente o material
estranho que penetrou no organismo e somente depois ha o
englobamento da particula que fol reconhecida como estranha
(LoVerde et al., 1982). Este processo acontece também nos
enxertos feitos em moluscos, onde h& reconhecimento e

aceitagdo de tecidos do seu préprio corpo e reconhecimento e



rejeigdo daquele que foi implantado ( Tripp, 1961; Chernin,
1966; Cheng & Jourdane, 1987; Jourdane & Cheng, 1987;
Ottavianni & Vergine, 1990). as células fagocitdrias
produzem peroxido de hidrogénio, oxigénio simples e radicais
hidroxila, formando um sistema que se chama "burst
respiratério™. Este sistema é altamente téxico e atua na
destruigdo dos microorganismos (Babior, 1978; Dikkeboom et
al., 1987 e 1988; sSminia & van der Knaap, 1987).

Um outro aspecto que vem sendo paulatinamente

desenvolvido e relatado na literatura diz respeito ao

mecanismo da imunidade. Falava-se que a imunidade dos
moluscos era efetuada por interagdes néo especificas das
células fagocitdrias com os parasitas invasores, juntamente
com um numero de fatores humorais n&o relatados. Hoje sabe-
se gque os moluscos tém reagdes celulares imunes especificas
com um curto periodo de memdria (Ratclife, 1985; Tripp,
1970).

Hd ainda trabalhos que relatam a existéncia em moluscos
de vdrios fatores humorais que estdo presentes no soro como
lectinas, aglutininas, linfoquinas (Bird, 1974; Renwrantz,
1977; Sminia, et al., 1979; Lie et al., 1980; Vasta, et al.,
1982; Vasta, et al., 1984; Boswell & Bayne, 1984;
Mullainadhan & Renwrantz, 1986 e Renwrantz & Stahmer, 1983;

van der Knaap & Loker, 1990; Hertel et al., 1994).

As lectinas séo proteinas com habilidade a unir-se a
carboidratos especificamente e s&o sintetizadas pelos

amebécitos e sdo liberadas no soro, onde atuam como



opsoninas ligando-se ao material estranho (van der Knaap et
al., 1981; Ottaviani & Franchini, 1988; Zelck & Becker,
1990;Richards & Renwrantz, 1991; Monroy & Loker, 1993).

Nos trabalhos de Lodes & Yoshino (1993); Coustau &
Yoshino, (1994ab) foi verificado que amebdécitos de cepas de
B. glabrata, resistentes e susceptivels, emnbora possuam
polipeptideos semelhantes que se ligam ao esporocisto de S.
mansoni estido em quantidades diferentes. Aglutininas também
sdo encontradas em maior quantidade na hemolinfa de moluscos
resistentes apdés a exposicdo ao trematédeb (Couch et al.
1990).

Fryer & Bayne (1990) verificaram gque amebdécitos de
moluscos susceptiveis tinham uma capacidade menor em
fagocitar em relacdo aos resistentes.

No trabalho de Balan et al. (1993) foi observado gue
moluscos superinfectados por S. mansoni néo possuiam reacgdo
amebocitdria em torno da larva degenerada, sugerindo que néo
houve participagdo direta das c¢élulas da hemolinfa do
molusco na destruigdo da larva de Schistosoma mansoni e que,
possivelmente, fatores da hemolinfa atuariam na destruicio
do parasita.

Foram feitos trabalhos com a inoculacdo de varias
particulas estranhas (grfos de pdlem, esferas de poliésters,

bactérias, tecidos heter6logos transplantados, tecidos

homélogos fixados em formalina, miracidios, esporocistos e
cercarias que n&o conseguiram sair dos tecidos dos moluscos)

e notou-se que existe reconhecimento por parte de moléculas



receptoras que podem estar presentes no &oro ou na
superficie das c¢élulas da hemolinfa (Feng, 1966; Bayne,
1982; van der Knaap et al., 1981). Esta especificidade pode
ndo estar presente na fagocitose na auséncia do soro ou
fatores do soro (Prowse & Tait, 1969). A destruicdo de
organismos estranhos pode ocorrer com ou sem a presenga de
amebécitos, sugerindo a participacgdo de componentes humorais
com liberacdo de substdncias citotéxicas (Cheng & Yoshino,
1976; Foley & Cheng, 1977).

Seta (1990) verificou que os moluscos B. glabrata e B.

tenagophila apresentaram comportamento amebocitédrio
diferente frente a diversos estimulos. Parece ainda, ter
havido mobilizacdo dos amebdcitos estrelados (granuldécitos)
quando o estimulo era a infecgdo por §. mansoni, sugerindo
uma resposta especifica ao parasita.

Existe ainda a constatacdo do fendémeno de resisténcia
adquirida, quando se transfere soro de um molusco refratdrio
a infecgdo por 8. mansoni a um molusco susceptivel,
observando-se, neste caso, tranferéncia de resisténcia
(Granath & Yoshino, 1984).

No trabalho anterior (Allegretti, 1991) constatamos
diferengas de comportamento entre as variantes albina e
meldnica de B. glabrata em relagdo ao §. mansoni, linhagem
BH. Observamos um malor nuimero de moluscos meldnicos
eliminando cercarias e por um periodo mais longo do que nos

moluscos albinos. Foi observado que houve interrupcéo

precoce da eliminagdo de cercarias, com cura da infeccdc em



alguns moluscos albinos. A taxa de mortalidade também foi
maior nos moluscos meldnicos, por terem se infectado mais. A
contagem das c¢élulas da hemolinfa nos mostrou um maior
nimero de células estreladas para a variante albina. Foi
também verificado gue existem picos do nimero de células em
diferentes hordrios para as duas variantes, sendo de 12
horas para a variante albina e de 24 horas para a variante
melanica. 0 estudo histolégico mostrou um maior numero de
esporocistos integros para a variante melédnica e um maior

numero de esporocistos degenerados para a variante albina.

Estes resultados, que indicaram maior susceptibilidade
para a variante melédnica, estimularam a continuidade do
estudo com a variante gue se mostrou mais susceptivel e estd

presente em maior densidade na natureza.
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2.) OBJETIVOS

Com a intengédo de estudarmos alguns aspectos dos
necanismos de defesa dos moluscos expostos ao S. mansoni
formulamos algumas questdes:

1. Quais seriam as reagbes produzidas com a
inoculagao de hemolinfa total, hemolinfa sem células e com
apenas suspensdoc de células, em relacdo a taxa de infeccéo

dos moluscos, na variagdo do numero de amebdcitos

circulantes, na capacidade fagocitdria das células
estreladas e na reagdo tecidual nos moluscos infectados por
S. mansoni?

2. Sera que poderiamos atribuir apenas as células a
responsabilidade no processo de morte das larvas de S.
mansoni ou fatores humorais também estariam envolvidos?

3. Qual seria a reagdo do molusco frente a infeccéo por S.
mansoni quando inoculado com suspensdc de amebécitos
colhidos no periodo em gue estas células foram observadas em

maior nimero na hemolinfa dos moluscos melédnicos?

11



3.) MATERIAL E METODOS

3.1.) Planejamento experimental

Os moluscos utilizados foram da espécie Biomphalaria
glabrata meléanica, nascidos e criados no Laboratério do
Departamento de Parasitologia da Unicamp e descendentes de
exemplares coletados em Belo Horizonte MG, cedidos pelo
professor Wladimir Lobato Paraense. A linhagem do &S.
mansoni utilizada foi a BH (Paraense & Corréa, 1963).

A avaliagdo do comportamento dos moluscos frente a

inoculacdo dos 3 tipos de inéculo (hemolinfa total,
hemolinfa sem células e suspensio de células) foi feito
através das seguintes observacdes:

1. Taxa de infecgdo (n=100 moluscos para cada subgrupo) e
mortalidade {(n=50 moluscos para cada subgrupo)

2. Identificagcdo e contagem de amebdécitos na hemolinfa
circulante (n=10 moluscos para cada horario para cada
subgrupo)

3. Avaliagdo da capacidade fagocitdria (n=10 moluscos para
cada hordrio para cada subgrupo).

4. Reagdo tecidual ao §. mansoni (n=3 moluscos para cada

hordrio para cada subgrupo).

12



3.2.) Foram constituidos os seguintes grupos:

Grupo 1 -~ Inoculacao de hemolinfa total

subgrupo 1 (s81) - Moluscos inoculados com hemolinfa total de
moluscos infectados por Schistosoma mansoni e posteriormente

infectados por §. mansoni.

subgrupo 2 (s2) - Moluscos inoculados com hemolinfa total de

moluscos sadios e posteriormente infectados por S. mansoni.

subgrupo 3 (s83) - Moluscos inoculados com hemolinfa total de

moluscos infectados por §. mansoni.

subgrupo 4 (s4) - Moluscos inoculados com hemolinfa de

moluscos sadios.
Grupo 2 - Inoculagido de hemolinfa livre de células

subgrupo 1 (sl) - Moluscos inoculados com hemolinfa livre de
células de moluscos infectados e posteriormente infectado

por S. mansoni.

subgrupo 2 (s2) - Moluscos inoculados com hemolinfa livre de

células de moluscos sadios e posteriormente infectado por 5.

mansoni.
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subgrupo 3 (s3) - Moluscos inoculados com hemolinfa livre de

células de moluscos infectado por S. mansoni.

subgrupo 4 (s4) - Moluscos inoculados com hemolinfa livre de

ceélulas de moluscos sadios.
Grupo 3 -~ Inoculag¢do de suspensac de amebdécitos

subgrupo 1 (sl) -~ Moluscos inoculados conm suspensao de

amebécitos de moluscos infectados e posteriormente infectado

por S. mansoni.

subgrupc 2 (s2) - Moluscos inoculados com suspensdo de

amebécitos de moluscos sadios e posteriormente infectado por

S. mansoni.

Subgrupo 3 (s3) - Moluscos inoculados conm suspensdo de

amebdcitos de moluscos infectados por S. mansoni.

subgrupo 4 (s4) -~ Moluscos inoculados conm suspensao de

amebécitos de moluscos sadios.

Grupo 4 — Controles

subgrupo 1 (sl) - Moluscos infectados por S. mansoni.

subgrupo 2 (s2) - Moluscos nao infectados por S. mansoni.
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3.3.) Manutencdo dos moluscos:

Os moluscos foram criados a uma temperatura média de
22° a 25° ¢ em tanques com &dgua declorada e alimentados
diariamente com folhas de alface fresca. Uma vez por semana

foi adicionado carbonato de cdlcio a dgqua.

3.4.) Infecgdo de moluscos:

A linhagem de S. mansoni utilizada para a infeccdo foi

a de Belo Horizonte, MG, (BH) mantida em B. glabrata
simpatrica e em camundongos fémeos, Swiss, SPF.

Os miracidios foram obtidos das fezes de camundongos 60
dias apés a infecg&o por S. mansoni.

As fezes foram homogeneizadas em dgua declorada e
colocadas em cdlice de sedimentacdo. 0 sedimento foi lavado
e depois de limpo foi exposto & 1luz para eclosdo dos
miracidios (Standen, 1951). Gz moluscos foram expostos
individualmente em frascos de vidro, com 3 ml de agua, onde
foram colocados 10 miracidios. Os moluscos ficaram expostos
por 2 horas & luz para propiciar a entrada dos miracidios
ativados pelo calor e pela luz (Standen, 1951). Os caramujos
utilizados tinham de 7 a 9 mm de diametro. O grupo controle
sem infecgdo deste experimento teve o mesmo tipo de

tratamento dos infectados.



3.5.) Obtencdo da hemolinfa para inoculagdo

3.5.1.) Obtengdo da hemolinfa total para inoculacdo

A hemolinfa foi obtida da regido céfalo-podal de
moluscos de 7 a 9mm de didmetro através da puncdo da regido
céfalo~-podal com uma pipeta Pasteur (Michelson, 1966). Apds
a coleta a hemolinfa foi mantida em tubo plastico e logo enm

seguida inoculada.

3.5.2.) Obtengdo da suspensdo de ameb6citos e hemolinfa

livre de células para inoculagio.

Para obtermos a suspensfo de células colhemos hemolinfa

de 10 moluscos e centrifugamos durante 10 minutos a 1173g a

40

C com 3 repetigdes. A primeira centrifugacédo foi feita
com hemolinfa total e nas duas sequintes adicionamos ao
sedimento MME (meio minimo essencial PH 7.4). A suspenséo
de células obtida e inoculada nos moluscos possuia
aproximadamente 24 células por 0,5 ul (mesma guantidade de
células da hemolinfa total). A cada inoculacgédo foi
verificado a quantidade de células existentes na hemolinfa
com o auxilio da cémara de Neubauer.

Para obtermos hemolinfa livre de células colhenos

hemolinfa de 10 moluscos e centrifugamos durante 10 ninutos

a 11739 a 4o C com 3 repetigdes. Apds a primeira
centrifugagao as células foram encontradas depositadas no

funde do tubo e na camada superficial. Apdés a retirada das
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células da parte superficial e do fundo por pipeta, a
hemolinfa fol novamente centrifugada na mesna rotacao e

temperatura.
3.6) Processo de inoculacio:

Os moluscos foram previamente anestesiados com mentol
0,025% por 3 horas. A inoculacdo, de 0,5 ml de hemolinfa em
cada exemplar foi feita na regido ceéfalo-podal com auxilio

de uma seringa odontoldégica (com tubo de pldstico). Para se

evitar contaminagdo do inéculo, o manuseio foi realizado
perto da chama.

A inoculagdo da suspensfo de amebécitos em MME foi

feita da mesma maneira.
3.7.) Determinagio da taxa de infeccdo e mortalidade:

Cinquenta caramujos submetidos a infeccdo por 5.
mansoni foram expostos a luz e calor durante 2 horas para
estimular a eliminagdo de cercdrias. Esta observagio comecgou
a ser feita apés 20 dias da exposigdo do molusco ao S.
mansoni e apGs este periodo foi feita semanalmente. A taxa
de mortalidade dos moluscos foi observada diariamente até o

final do experimento em todos os subgrupos.

No caso da determinagdoc da taxa de infeccdo utilizamos

100 moluscos (réplica) para a andlise estatistica.



3.8) Obtencdo de hemolinfa e contagem dos amebdcitos:

A hemolinfa coletada foi depositada em camara de
Neubauer e a contagemn de amebdécitos foi feita
individualmente para cada molusco em microscépio de contrate
e fase, com aumento de 400 vezes. As coletas foram feitas
nos periodos de 30 minutos de infeccdo, as 2, 4, 6, 8, 10,
12, 24, 48 e 72 horas. Com isto foram formados 10 grupos de
observagao com 10 caramujos cada, totalizando 100 caramijos

para este experimento para cada subgrupo.

3.9.) Preparagao de eritrécitos de carneiro para o estudo da

fagocitose:

Os eritrdécitos de carneiro foram colhidos em solucao de
Alsever. Os eritrdcitos foram lavados 5 vezes en tampéo
salino fosfatado (PBS), pH 7.4. Em seguida fol adicionado a
1 volume de "papa" de eritrécitos, 10 volumes de formol a 3%
em PBS, pH 7,4. A mistura foi levemente agitada e deixada
por 24 horas em geladeira, acrescentando-se 2 volumes de
formol neutro. Incubou-se por 24 horas em geladeira conm
agitagdo leve, seguindo-se 8 lavagens com PBS, pH 7,4.

A suspensdo de eritrécitos de carneiro foi ajustada
para a concentracdo final de 3 x 10° células/mm3 com auxilio

da cédmara de Neubauer.
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3.10.) Verificagdo da tazxa de fagocitose através de

preparacidc de monocamadas de amebocitos.

A hemolinfa na preparacdc de monocamadas de amebdcitos
foli proveniente de moluscos com 7 a 9 mm de didmetro
infectados ou ndo com 10 miracidios de Schistosoma mansoni
da linhagem BH.

Antes da retirada da hemolinfa, estes moluscos foram
lavados em &dgua destilada e ligeiramente secos en papel

absorvente. A hemolinfa fol retirada pela puncdo da regido

céfalo-podal, com auxilio de uma pipeta Pasteur de pldstico
(Michelson, 1966).

Retiramos hemolinfa de 10 moluscos, para cada periodo
de infecgédo, obtendo-se um "pool". Duas gotas de 25 ul de
hemolinfa foram colocados sobre lémina lavada com Extran
(Ma 02). Duas léminas assim preparadas para cada hordrio de
coleta de hemolinfa foram incubadas por 60 minutos a 25° ¢
em estufa BOD. Ao final do periodo de incubac@o, o excesso
de hemolinfa foli dispensado, ficando uma camada de
ameb6citos firmemente aderida as laminas. A monocamada de
células fol coberta com 50 ul de eritrécitos de carneiro
formolizados na concentracdo de 3xi06 células/mm3. As
preparagoes foram novamente incubadas em iguais condicgdes.
No final do periodo de incubacgido a monocamada foi lavada com
MME pH 7,4 para remogao do excesso de eritrécitos e depois

foi fixada em metanol e corada com May~Griinwald (diluido a

1/2 em PBS a 2% por 5 minutos) e posteriormente com Giemsa
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(diluido a 1/2 em PBS a 2% por 20 minutos), sendo montada en

balsamo do Canadd (Abdul-Salam & Michelson, 1980; Santana,

1990).

3.11.) Avaliagdo do indice de fagocitose

Para avaliagdo do indice de fagocitose, contamos (con
auxilio de microscopia &ptica) até 200 células em 2
preparagbes para cada experimento, sendo o valor final

determinade pela média aritmética conforme Abdul-Salam &

Michelson (1980).

ndmero de células fagocitando pelo menos 1 eritrécito

numero total de células contadas (200)

O indice de fagocitose foi analizado nos intervalos de
tempo correspondentes a 30‘, 12, 24, 48 e 72 horas para cada

subgrupo.

3.12.) Obtencgdo de cortes histolégicos:

Utilizamos 3 moluscos para cada hordrio para cada
subgrupo.
Cada molusco fol exposto a 100 miracidios Os moluscos

foram sacrificados ap6és 30/, 12, 24, 48 e 72 horas depois da
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infeccao.

Os moluscos foram fixados em Bouin aquoso por 48 horas
e apos este periodo a concha do molusco foi removida.

Apés a fixagdo, os moluscos foram desidratados,
diafanizados incluidos em parafina e cortados em micrétomo.
Cs cortes da regifio céfalo-podal foram feitos com a
espessura de 5 micra foram corados com Hematoxilina-Eosina e

Tricrémico de Gomori.

3.13.) Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita no Laboratério de

Estatistica da Unicamp. 0Os cdlculos estatisticos Fforanm

feitos com o SASR

(Statistical Analysis System) e todo o
procedimento estd apresentado no anexo-II deste trabalho. Na
andlise avaliamos o comportamento dos moluscos gque receberam
hemolinfa total (T), hemolinfa 1livre de células (8) e
suspensao de células (C). Em toda a andlise considerou-se a
procedéncia do indculo, (molusco infectade (I) ou sadio
(I#%)).

Para a andlise de sobrevivéncia ajustou-se um modelo
paramétrico, por maxima-verossimilhanca (Cox, D.R. e Oakes,
D. (1984). O nmodelo ajustado é do tipo linear, com erros
distribuidos segundo uma Weibul.

As taxas de infecgdo foram estudadas através de modelos

logisticos, apropriados para respostas bindrias.
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A andlise estatistica do nimero de amebdcitos na
hemolinfa circulante foi feita através da MANOVA, andlise de

a

variancia multivariada. Devido & grande variabilidade dentro
dos conjuntos de 10 replicacdes, a andlise foli dividida enm
duas fases. A primeira tem o objetivo de identificar que
combinagdo dos 4 fatores proporciona um maior numerc de
amebdécitos. A segunda verifica se os fatores estudados
interferem na variabilidade citada e, caso isso ocorra,
procura as combinagbes dos niveis desses fatores gque

fornegcam a menor variabilidade entre as replicagdes. Para

isso, usa-se 0 desvio padrdo amostral de cada conjunto de 10
replicagdes como resposta.

Para analisar o indice fagocitico dos amebdcitos foi
utilizade o teste Tukey para comparar as proporcdes dos
grupos de hemolinfa, origem e infeccgéo.

A andlise dos cortes histoldgicos foram feitas através

da andlise de varidncia (ANOVA).
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4.) RESULTADOS

4.1) - Susceptibilidade e mortalidade de moluscos B.
glabrata inoculadas com hemolinfa total, hemolinfa livre de
células e suspensdo de células e posteriormente infectadas

ou ndc com 5. mansoni

o

4.1.1.) Infeccdo

Os dados referentes a taxa de infectividade dos

moluscos estdo nas tabelas de 1 a 37 e figuras 1 e 2. As
tabelas de 2 a 37 estdo no anexo I.

As taxas de infecgdo acumulativas mais elevadas foran
as dos grupos inoculados com hemolinfa livre de células e
suspensdao de células (Tabela 1 e figura 1).

Os moluscos que receberam hemolinfa total de molusco
infectado (G1, s1) tiveram uma baixa taxa de infectividade,
com 28% dos moluscos infectados (tabela 1 e figura 1).

Os moluscos inoculados com hemolinfa total de molusco
sadio (G1l, s2) apresentaram uma taxa de infeccdo maior, com
54% dos moluscos infectados (tabela 1 e figura 1).

A maior taxa de infectividade no grupo inoculado com
hemolinfa livre de células foi vista no subgrupo inoculado
com hemolinfa de molusco infectado (G2, s1), com 64% dos
moluscos infectados (tabela 1 e figura 1).

Os moluscos que receberam hemolinfa livre de células de

molusco sadio (G2, s2) tiveram um percentual menor de
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infeccdo, com 53% dos moluscos infectados, tendo sido
verificado que alguns moluscos que eliminavam cercdrias
deixaram de fazé-lo, assim permanecendo até o final do
experimento (Tabela 1 e figura 1).

No grupo inoculado com suspensdo de células a maior
taxa de infectividade fol para o subgrupo que recebeu
hemolinfa de molusco infectado (G3, sl), com 51% dos
moluscos parasitados. Os moluscos que receberam suspenséo de
ceélulas de moluscos sadios (G3, s2) tiveram 43% de taxa de

infecgdo (tabela 1 e figura 1).

0 grupo controle (moluscos apenas infectados G4, s1)
teve uma alta taxa de infectividade (63%) quando comparada
com os grupos inoculados com hemolinfa total e suspensido de
amebécitos (tabela 1 e figura 1). O grupo controle
(infectado apenas) teve uma menor taxa de infeccgdo, apenas
quando comparado com o subgrupo 1 do grupo 2 (inoculado com
hemolinfa livre de células de molusco infectado e infectado
posteriormente), com 64% de moluscos infectados {tabela 1 e
figura 1).

A analise estatistica da taxa de infecgdo verificou gue
¢ tipo de inéculo (hemolinfa total, hemolinfa livre de
células e suspensdo de células) foi fator significante
(p<0.0015). A mesma andlise considerou significativa a
interagdo tipo de inéculo e origem do inéculo; p<0.0002)
(molusces infectados, moluscos sadios; os dados estdo no

anexo II).
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4.2.) Periodo pré-patente

0 inicfo da eliminagédo de cercdrias (periodo pré-—
patente) variou nos diferentes grupos (tabelas 2 a 37, anexo
I, e figura 2).

A andlise semanal das taxas de infeccdo no periodo pré—
patente considerou a mortalidade dos moluscos para efeito de
calculo da taxa de infeccdo (tabelas 2 a 37, anexo I, e
figura 2).

O periodo pré-patente foi menor para o grupo inoculado

com hemolinfa total de molusco infectado (3 semanas) em
relagdo aos grupos inoculados com hemolinfa livre de células
de molusco infectado (6 semanas) e suspensao de células de
molusco infectado (8 semanas) (tabelas 4, 19 e 33, anexo I,
e figura 2).

O grupo controle (moluscos apenas infectados-G4, s81)
teve um periodo pré-patente maior (4 semanas) do gque O grupo
inoculado com hemolinfa total e menor do que os grupos
inoculados com hemolinfa livre de células e suspensao de
células (tabela 5, anexo I e figura 2).

A taxa de infecgdo mais elevada, considerando a
mortalidade dos moluscos, foi a do grupo inoculado com
hemolinfa total proveniente de molusco sadio e infectado
posteriormente (Gl, s2), com 90% dos moluscos infectados

(tabela 6, anexo I e figura 2).

Os moluscos que receberam hemolinfa total de molusco

infectado e que foram infectados posteriormente (Gi1, s1)
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também tiveram uma alta taxa de infectividade, com 87,5% dos
moluscos infectados (tabela 6, anexo T e figura 2}.

A maior taxa de infectividade no grupo inoculado com
hemolinfa livre de células foi vista no subgrupo inoculado
com hemolinfa de molusco infectado e infectado
posteriormente (G2, sl1), com 88,2% dos moluscos infectados
(tabela 20, anexo I e figura 2). Os moluscos gque receberam
hemolinfa livre de células de molusco sadio e que foran
infectados posteriormente (G2, $2) tiveram um percentual

menor de infecgdo (70,2%), tendo sido verificado que alguns

moluscos que eliminavam cercdrias deixaram posterirmente de
fazé-lo, como j& foi relatado, assim permanecendo até o
final do experimento (tabela 21, anexo I e figura 2).

No grupo inoculado com suspensdo de células a maior
taxa de infectividade fol para o subgrupo que recebeu
in6éculo de molusco infectado e foi infectado posteriormente
(G3, sl1) com 84,6% dos moluscos infectados (tabela 33, anexo
I e figura 2). Os moluscos gue receberam suspensio de
células de moluscos sadios e que foram infectados
posteriormente (G3, s2) tiveram 66,63 de taxa de infeccgéo
(tabela 35, anexo I e figura 2).

0 grupo controle (moluscos infectados apenas) teve uma
taxa de infectividade maior (78,5%) quando comparado com o

grupo inoculado com suspensdo de células.
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4.3.) Mortalidade

Os resultados da mortalidade dos moluscos durante 12
semanas de observagdo estdo expressos nas tabelas de 2 a 37,
anexo I, e figuras de 3 a 5. 0s resultados da andlise
estatistica encontram-se no anexo II.

A mortalidade foi mais alta no grupo inoculado com
hemolinfa total, (em relacdo aos grupos inoculados com
hemolinfa livre de células e com suspensdo de células).

Entre os grupos existe uma caracteristica comum que € a

maior mortalidade nos subgrupos 1 e 2 (gue receberam indculo
e foram infectados) e menor mortalidade nos subgrupos 3 e 4
(que receberam indculc e ndo foram expostos ao S. mansoni).

No grupo inoculado com hemolinfa total (Gl1) a
mortalidade foi alta para os subgrupos 1 e 2 (inoculados com
hemolinfa de molusco infectado e sadioc e que foram
infectados posteriormente), onde observamos as malores taxas
de mortalidade de todos os subgrupos: 100% dos moluscos
mortos na 10% e 11% semanas, respectivamente (tabelas 11 e
12, anexo I, e figura 3). Neste grupo, as taxas de
mortalidade dos demais subgrupos (3 e 4) foram muito mais
baixas, apenas 20% e 28% dos moluscos morreram até o final
do periodo de observacdo (tabelas 12 e 13, anexo I, e figura
3).

A mortalidade no grupo inoculado com hemolinfa livre de

células (G2) fol grande para os subgrupos 1 e 2 (inoculados

com hemolinfa proveniente de moluscos infectados e sadios e
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que foram infectados posteriormente), sendo,
respectivamente, de 88% e 86% até o final do periodo de
observacao (tabelas 24 e 25, anexo I, e figura 4). As
mortalidades mais baixas foram as dos subgrupos 3 e 4
(inoculados com hemolinfa infectada ou sadia, porém nédo
expostos posteriormente ao S. mansoni), com taxas de 12% e
22% até o final do periodo de observagdoc (tabelas 24 e 25,
anexo I, e figura 4).

No grupo inoculade com suspensdo de células a

mortalidade foi mais alta para os subgrupos 1 e 2, com 50% e

36% de moluscos mortos respectivamente até o final do
periodo de observagdo (tabela 36 e 37, anexo I, e figura 5).
As mortalidades mais baixas foram verificadas nos subgrupos
3 e 4, com 16% e 2% de moluscos mortos respectivamente até o
final do experimento (tabela 36 e 37, anexo I, e figura 5).

Como jd mencionado, a mortalidade foi mais alta para o
grupo inoculado com hemolinfa total em relagio aos grupos
inoculados com hemolinfa livre de células e com suspensdo de
ceélulas. Os subgrupos 3 e 4 de todos 0S grupos apresentaran
& caracteristica comum de baixa mortalidade.

Os subgrupos 3 (gue receberam indéculos de moluscos
infectados) tiveram as menores taxas de mortalidade (em
relagdo aos demais subgrupos) tanto para o grupo inoculado

com hemolinfa total como para o grupo inoculado com
hemolinfa livre de ceélulas. J4 para o grupo inoculado com

suspensdo de células a taxa de mortalidade foi menor para o

subgrupo 4 (inoculado com hemolinfa de molusco sadio).
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Estas observagbdes foram confirmadas pela analise
estatistica, que nos mostrou que o tipo do indculo foi um
fator importante na morte dos moluscos e revelou 3 grupos
distintos significativamente (p<0.0001): grande mortalidade
em moluscos inoculados com hemolinfa total, independente de
sua origem; mortalidade média em moluscos inoculados conm
hemolinfa sem células, também independentemente de sua

origem; e baixa mortalidade para o grupe inoculado com

suspensio de células.

4.4.) Mortalidade ao longo do tempo

Em moluscos inoculados com hemolinfa total a
mortalidade foi alta desde a 2% semana de observagdo para
todos os subgrupos, exceto para o subgrupo 3 que, como 3j&
mencionado, teve uma taxa de mortalidade baixa (figura 3).
Para os moluscos inoculados com hemolinfa livre de células a
taxa de mortalidade foi alta (porém mais baixa do que a do
grupo 1), e comegou a se acentuar na 72 semana {figura 4). A
inoculagdo de suspensdo de células resultou como j& citado,
na menor taxa de mortalidade entre os grupos e num

retardamento da mortalidade, como no grupo 2 (figura 5).
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Tabela | - Taxa de infecefio de B. plabrata melanica inoculada com hemolinfa total,
hemolinfa livee de células e suspensio de células de moluscos infectados ou nio por .
mansoni e posteriormente expostas ou nfio ao trematddeo.

Grupos Namero total de Taxa de inlecedo
experimentais moluscos
micctados
Gl.osl 1060 28
Glos2 100 54
(2, sl 100 o4
G252 100 53
G351 to0 51
(3, 82 100 43
4, sl HM) 063
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Figura 1 - Taxa de infeccdo cumulativa de 8. glabrata inoculadas com hemolinfa total
(G 1), hemolinfa livre de células (G2) ¢ suspensio de células (G3) de moluscos infectados
OU NEO por 5. mansoni ¢ posteriormente expostos 4o trematédeo. G4 sl corresponde ao

grupo controle infectado, que néo recebeu indeulo (n=100).
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Figura 3 - Taxa de Mortalidade de B. glabrara melanica inoculadas ou niio com hemolinfa
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4.5.) -~ Reagao Tecidual nos moluscos B. ¢glabrata inoculados
com hemolinfa total, hemolinfa livre de células e suspenséo

de células.

Os resultados referentes a viabilidade das larvas de
S.mansoni nos tecidos de B. glabrata estdo nas tabelas 38 a
40, anexo I e figuras 6 a 13

A andlise estatistica revelou gue ndco houve nenhuma
interagdo ou fator principal significativo, com excecao do

periodo de observagdo. Nao foi considerado significativo o

numero de esporocistos degenerados as 72 horas (figura 7).

Os grupos due apresentaram diferencga significativa no
nimero de esporocistos integros foram os inoculados com
suspensdc de ceélulas e o grupo controle (moluscos apenas
infectados). O grupo inoculado com suspensdo de células de
molusco infectado (G3 sl1) teve uma maior guantidade de
esporocistos integros as 12 horas em relagdo aos demais
horarios de observacdo (tabela 40, anexo I e figura 6),
enquanto o subgrupo 2 (inoculado com suspensdo de células de
molusco sadio) do mesmo grupo (G3 s2) teve dois hordrios em
que as quantidades de esporocitos eram significativamente
diferentes dos outros hordrios (12 e 24 horas: figura 6). O
grupo controle (G4, 51} apresentou uma guantidade
significativamente maior de larvas integras aos 30 wminutos
de infec¢do (tabela 38, anexo I, e figura 6).

Em moluscos inoculados com suspensdo de células

(figuras 8 e 9) e com hemolinfa livre de células (figuras 10
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e 11) verificamos maior reacdo amebocitdria em torno das
larvas de S. mansoni, enquanto em moluscos inoculados com
hemolinfa total (figuras 12 e 13) as reagdes em torno das

larvas foram discretas.
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Figura 6 - Niamero médio de larvas integras de S. mansoni observadas em B. glabrata
meldnica inoculadas ou ndo com hemolinfa total (G1), hemolinfa livre de células (G2) e
suspensdo de células (G3) de moluscos infectados ou niio por S mansoni e posteriormente
infectadas com 100 miracidios.
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Figura 7 - Nimero médio de larvas degeneradas de S. mansoni observadas em B, glabrata
melamca inoculadas ou ndo com hemolinfa total (G1), hemolinfa livee de células (G2) ¢
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Figura 8. Corte histoldgico da regido cétato-padal de Biomphaluria glabrata woculada com suspensio de

<éhulas oriundas de molusco infectado apos 12 horas de infecgo por S mansoni. Observa-se 3 larvas

integras do parasita,
(X 37

Figura 9. Corte histoldgico da regifio eélafo-podal de Biomphalario glabrata inoculada com suspensiio de
celulas griundas de molusco sadio apts 24 horas de infeccdo por S mansoni. Obscrva-se a presenga do
esporocisto am degeneraciio,

(X 370)




Figura 10. Corte histoldgico da regido cdlalo-podal de Biomphalaria glabrata inoculada com hemolinfa
livee de células oriundas de molusco sadio apos 30 horas de infeecio por S mansoni. Observa-se rec cao
em ormo da larva,

(X 37

Figara 1 Corte histofogico da regifio céfalo-podat de Biomphalaria glabrata inocslada com hemotinf
livre de cclulas oriundas de molusco sadia apés 12 horas de infecglio por S mansoni. ODSCrva-se g
et torno da farva.

(X 340
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Figura 12, Corte histologico da regiiio olalo-podal de Biomphedaria globrate inoculada com hemolinfu
total ortundas de molusco infectado apos 24 horas de infecclio por S mansoni. Observa-se reagiio discreta
torno da larva.

(X 340

Figura 3. Corte histologico da regifio cclilo-podal de Binmphalaria glabvaty noculada com bemolinfa
total oriwndas de molusco sadio apds 12 boras de mleegdo por S maasoni. Observa-se discreta reacido em
torno da larva.

(X 34




4.6.) - Avaliacdo da atividade de fagocitose em moluscos
Biomphalaria glabrata melédnica inoculados com hemolinfa

total, hemolinfa livre de células e suspensao de células

Os resultados referentes a atividade fagocitdria dos
amebocitos frente a hemdceas de carneiro estio apresentados
nas tabelas 41 a 53, anexo I e figuras 14 a 21.

A andlise estatistica dos dados apontou o fator tipo de
indéculo (hemolinfa) como significativo (p= 0,08%). Os outros

fatores (origem da hemolinfa e infecgdo) e todas as

interagdes ndo foram significativas (p = 19.5%). No grupo
inoculado com suspensdo de células, o indice fagocitdrio foi
significativamente maior que nos demais grupos.

Em moluscos inoculados com hemolinfa total de moluscos
infectados e ndo expostos ao S$. mansoni (Gl s3) observamos
um alto indice de fagocitose em relagdo aos demais subgrupos
aos 30 minutos e 12 horas (tabela 43 anexo I e figura 14).
Apos este periodo diminuiu progressivamente a atividade
fagocitdaria. Os grupos inoculados com hemolinfa total
(proveniente de moluscos infectados e sadios) e expostos ao
S. mansoni (Gl, sl e Gl, s2) apresentaram indices menores
aos 30 minutos e 12 horas, porém em relagdo ao grupo
controle (moluscos infectados) o indice foi mais elevado

(tabela 41 e 42, anexo I e figura 14).
Nos moluscos inoculados com hemolinfa sem células

procedente de moluscos sadios (G2 s1) o indice de fagocitose

aos 30 minutos foi alto, caindo as 12 horas e voltando a
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crescer até 72 horas (tabela 45, anexo I e figura 15). ©
grupo inoculado com hemolinfa proveniente de molusco sadio e
infectado posteriormente (G2 $2) apresentou um alto indice
de fagocitose aos 30 minutos e 48 horas (tabela 46, anexo I
e figura 15).

No grupo G2,s4 (inoculado com hemolinfa sem células de
molusco sadio) observou-se uma alta taxa de fagocitose aos
30 minutos, comparativamente aos demais subgrupos (tabela
46, anexo I e figura 15).

A atividade fagocitdria no grupo inoculado com

suspensao de amebbcitos foi alta em todos os horirios
estudados (tabelas 49 a 52, anexo I e figura 16). Quando
comparamos © grupo controle (G4 s1), onde os moluscos foram
apenas infectados, com o grupo gque foi inoculado com
suspenséo de células, verificamos que a atividade
fagocitdria foi mais baixa para o grupoc controle em todos os
horarios observados (tabela 53, anexo, I). Os moluscos que
foram inoculados con suspenséo de células provenientes de
moluscos infectados e que foram infectados posteriormente
(63 s1) tiveram dois horarios de pico da atividade
fagocitdria, aos 30 minutos e as 24 horas (tabela 49, anexo
I e figura 16). Este subgrupo teve indice significativamente
maior de fagocitose, tanto em relagdo aos demais subgrupos
deste grupo como en relagdo aos outros dois grupos. Os
subgrupos gue foram somente inoculados com  suspensio de
amebécitos (G3 s3 e G3 54) e 0 grupo controle (G4 sl apenas

infectado) tiveram em todos os periodos observados uma taxa
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de fagocitose menor em relagdo aos subgrupos 1 e 2 do grupo
3 (tabelas 51 e 52, anexo I e figura 16).

Foi feita a analise estatistica para verificar as
diferencas dos indices de fagocitose entre os hordrios
estudados resultando em uma funcdo linear com uma tendéncia
Crescente para o0 grupo inoculado com suspensdo de células de
molusco sadio (G3, s4); uma tendéncia decrescente para o
grupo inoculade com hemolinfa total de molusco infectado
(G1, s3) e uma pardbola para o grupo inoculado com hemolinfa

total de molusco sadioc e infectado posteriormente (Gl1, s2).

0s niveis de significéncia para o teste foram de 5%. Para os
demais grupos néo houve evidéncia estatistica do "efeito
hora" (anexo II).

As microfotografias (figuras 17 a 23) da atividade
fagocitdria dos amebécitos mostram aspectos gque merecem
registro. A fagocitose dos eritrécitos pode ocorrer pela
expansdo multipla de pseuddpodes em vérias diregdes (figura
17}. Em outras ocasibes a atividade fagocitdria se processa
com os amebdcitos formando uma rede (figura 18 a 20).
Amebocitos multinucleados foram frequentes e em alguns

ocoutros aspectos lembravam células gigantes (figura 21).
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Figura 14 - Indice de fagocitose de amebocitos de 5, slabrata meldnica inoculada com
hemolinfa total de motuscos infectado ou sadio e infectado posteriormente, frente a

eritrocitos de carneiro.
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Figura 17, Fotomicrografin de monocamada de granulacitos do Siomphalaria glebrata do grupo G1
{inoculados vom hemolinfa total ¢ infectade por & mansoni posteriormenie) fpocitando eritracitos de
carncirg (X 3440)

Figura 18, Folomicrogralia de mopocamada do gramulcitos de fiomplalaria glabraio do grupo G2
(inoculades com hemolinfa sem eélulas ¢ infectado por S mansons posteriormente) fagocitando eritrécitos

e carnciro (X 3400,
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Figura 19, Fotemicrogralia de monocanuda de granuldcitos de Bicmphalaria glabrata do grape G2
(ingculados com hemolinfa sem cdlulas ¢ infeciade por 5. manseni posteriormente) fagocitando critrdcitos
de carnciro (X 340).

Figuea 20, Fatansierspeatia de monoaamadn do pramuldetion de Biomphalovia plabrata do grapo G3
{inoculados com suspensio de oélulas ¢ infoctado por 8 menson posteriormente) fagocitando erilrocitos
de carnciro (X 340).




Figura 2. Folomicrografia dc monocamada de granulocitos de Biomphalaria glabraia do grupo G3
(inoculados com suspensiio de células e infectado por .S, mansond posteriormente} apresentando 3 nicleos
(X 340)




4.7.) - Avaliacdo do nimero de amebdcitos na hemolinfa de

Biomphalaria glabrata.

Nas tabelas 54 a 59, anexo I e figuras 22 a 34 estdo
apresentados os dados do ndmero de amebdécitos na hemolinfa
dos moluscos.

A quantidade de amebdécitos estrelados (granuldécitos)
foi significativamente superior em relagdo aos néo

estrelados (hialindcitos) em todos os grupos estudados,

exceto em alguns poucos periodos. Nestes, a diferenca ndéo
foi considerada significativa pela andlise estatistica
(anexo II1).

0O grupo inoculado com hemolinfa total apresentou uma
quantidade de células estreladas menor do que os outros dois
grupos inoculados (tabela 54 a 55, anexo I e figuras 22 a
25).

No grupo inoculadoe com hemolinfa total de molusco
infectado e exposto posteriormente ao S§. mansoni (G1, s1),
Observamos um grande numero de células estreladas as 24
horas (tabela 55, anexo I e figura 22).

No subgrupo 2, os dois tipos de células apresentaram-se
em grande numero as 2 horas depois da exposicao ao S.
mansoni. As 24 horas as células estreladas elevaram-se em um
pico ainda maior, (mas ndoc foli considerada significativa a
diferenca dos 2 picos), enguanto as ndo estreladas

permaneceram sem grandes alteragbes até o final do periodo
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de observacao (tabela 55, anexo I e figura 23).

No subgrupo 3 observou-se elevacao acentuada no numero
de amebocitos estrelados aos 30 minutos, 10 horas e 24 horas
apos exposicao ao parasita. Estes picos foram
significativamente diferentes dos demais horarios observados
neste subgrupo, mas nao sdo significativamente diferentes
entre si. As c¢élulas ndo estreladas estiveram em menor
numero em todo o periodo observado (tabela 55, anexo I e
figura 24). No subgrupo 4 o numerc de células estreladas foi

grande no inicio do periodo de observagdo de 30 minutos, 2 e

4 horas. O pico mdximo foi as 4 . horas, mas ndo diferiu
significativamente em relagdo aos dados de 30 minutos e 2
horas, mas foi significativamente diferente dos demais
hordrios deste subgrupo (tabela 55, anexo I e figura 25).

As ceélulas estreladas no subgrupo 4 apresentaram-se em
pequenoc numero. Dentre todos os subgrupos do grupo 1 apenas
no subgrupo 4 nao houve uma elevacdo no ndmero de células

estreladas as 24 horas (figura 25).

A gquantidade de amebdcitos na hemolinfa circulante de
moluscos inoculados com hemolinfa livre de células foi
significativamente maior em relacdo ao grupo inoculado com
hemolinfa total (tabelas 56 a 57, anexo I e figuras 26 a
29).

No subgrupo 1 do grupo 2 foi verificada a ocorréncia de
2 elevagOes no numero de células egstreladas, as 4 horas e as

6 horas, mas nao foi considerada significativa a diferenca
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entre as elevagbes. Apds este periodo houve uma gueda na
quantidade das células circulantes, que voltou a subir as 12
horas. A elevagac do ntmero de células as 12 horas foi
significativamente inferior em relagdo ao pico gue ocorreu
entre 4 e 6 horas (tabela 57, anexo I e figura 26). 0
subgrupo 2 do grupo 2 apresentou varias oscilagdes na
quantidade de células estreladas, mas elas n&o foranm
consideradas significativas (tabela 57, anexo I e figura
27).

No subgrupo 3 do mesmo grupo 2, os anmebdcitos

estrelados apresentaram 2 picos, aos 30 minutos e 6 horas.
Estas elevagdes ndo foram consideradas diferentes entre si,
mas foram significativamente diferentes dos demals horarios
(tabela 57, anexo, I e figura 28). O numero de células no
subgrupo 4 do grupo 2 foi elevado para as células estreladas
no inicio do periodo de contagem, aos 30 minutos, mas o pico
méaximo foi verificado as 12 horas pos infecgdo ao S.mansoni.
As elevagdes do numero de células, gue aconteceram aos 30
minutoes e as 12 horas, ndo foram significativamente
diferentes entre si, mas foram diferentes dos demais
hordrios observados (tabela 57, anexo I e figura 29).

A quantidade de amebdécitos estrelados na hemolinfa
circulante de moluscos inoculados com suspensao de células
foi maior em relacdo aos outros 2 grupos, mas diferiu
significativamente apenas do grupo inoculado com hemolinfa

total.

As celulas do tipo estrelado estiveram presentes na
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hemolinfa circulante em maior numero em relagdo ao tipo néao
estrelado em todos os subgrupos do grupo 3 (tabelas 58 a 59,
anexo I e figuras 30 a 33).

Os moluscos que foram inoculados com suspensdo de
amebdcitos de molusco infectado e posteriormente infectados
(G3, sl1) apresentaram um pico no numero de células as 4 e 12
horas. Os valores observados nao diferiram
significativamente entre Si. As celulas estreladas
permaneceram sem grandes oscilagdes em todo o periodo

observado neste subgrupo (tabela 59, anexo I e figura 30). ©

subgrupo 2 do grupo 3 (inoculado com suspensao de células de
molusco sadio e infectado posteriormente) teve um grande
aumento de celulas as 6 horas e um aumento um pPoUCO Menor Aas
48 horas de observacdo. Estes dois picos ndo foram
considerados significativamente diferentes entre si, mas
foram diferentes dos demais hordrios de contagem (tabela 59,
anexo I e figura 31). No subgfupo 3 do grupo inoculado com
suspenséo de células (de molusco infectado) observou-se um
aumento no nimero de células no periodo de 30 minutos a 4
horas e depois verificou-se uma queda no numero de células
que voltou a elevar-se um pouco as 24 horas. A gquantidade de
células presentes na hemolinfa entre 30 minutos e 4 horas
foi significativamente diferente dos demais hordrios neste
subgrupo (tabela 59, anexo e figura 32). O subgrupo 4 do
grupo 3 apresentou um maior numero médio de células
estreladas as 12 horas entre todos os subgrupos dos demais

grupos (tabela 59, anexo I e figura 33).
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0 grupo controle (moluscos apenas infectados) G4, sl
apresentou uma quantidade de células estreladas menor em
comparacdo com o grupo inoculado com suspensac de células,
mas mostrou uma gquantidade maior de células estreladas em
comparagdo com © grupo inoculado com hemolinfa livre de
células e hemolinfa total (figura 34).

A andlise estatistica mostrou gque o tipo de indculo foi
o fator significante. 0 nivel de significéncia do teste foi
inferior a 1%. Com relacdo aos hordrios de pico ndo existiu

um uUnico valor que se destacasse, mas sim um conjunto de

tempos que podem representar estes picos (anexo II).
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hemolinfa total de molusco sadio e infectado posteriormente por

S. mansoni {G1 52).
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hemolinfa total de molusco sadio (G1 s4).
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hemolinfa livre de células de molusco infectado ¢ infectado posteriormente por S, mansoni

(G2 s1).
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suspensdo de células de molusco infectado e infectado posterirmente por 8. mansoni
(G3 s1).
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suspensgo de células de molusco sadio ¢ infectado posteriormente por 8. mansoni (G3 s2).
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5.) DISCUSSAO

Neste trabalho analisamos a agdo dos componentes
celulares e nao celulares da hemolinfa dos moluscos
planorbideos B. glabrata frente ao §. mansoni.

O trabalho foi subdividido em 4 partes.

1 - Verificar a taxa dé infecgéo ¢ mortalidade dos
moluscos ap6s terem sido inoculados com hemolinfa total,
hemolinfa livre de células e suspensao de células, podendo

terem sido infectados ou nao apdés a inoculacéo.

2 - Avaliar a evolugdo da infeccdo pelo S. mansoni nos
tecidos dos moluscos B. glabrata até 72 horas apés infeccdo.

3 - Avaliar quantitativamente a atividade fagocitdria
das celulas estreladas frente a hemaceas de carneiro.

4 - Quantificar os amebdécitos na hemolinfa circulante.

A resisténcia ou a susceptibilidade dos moluscos é
determinada por diversos fatores. Os fatores genéticos
(Richards 1973 e Richards & Merritt, 1975), os ajustes
fisioldgicos, a idade (Richards, 1973 e Nieman & Lewis,
1990), a linhagem, a carga parasitdria, a temperatura e as
condigOes alimentares sdo fatores importantes para o
estabelecimento da infeccdo. A alteragdo de algum destes
fatores poderia aumentar ou diminuir a susceptibilidade do
molusco. No presente trabalho utilizamos moluscos da mesma
espécie, linhagem do parasita compativel, moluscos do mesmo

tamanho, a mesma carga parasitdria, a mesma temperatura e
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condigbes alimentares semelhantes.

0 fator que variou fol a inoculacdo dos moluscos com
hemolinfa total, hemolinfa livre de células e suspensdo de
amebdcitos.

Inicialmente, verificamos que as taxas de infeccgéo
cumulativas (sem considerar a mortalidade) em B. glabrata
inoculadas com hemolinfa total (G1) de molusco infectado ou
sadio foram baixas quando comparadas aquelas verificadas em
moluscos inoculados com hemolinfa livre de células (G2) e

suspensido de c¢células (G3). Considerando a taxa de

mortalidade verificamos uma grande mortalidade de moluscos
inoculados com hemolinfa total, uma mortalidade média nos
moluscos inoculados com hemolinfa livre de células e uma
baixa mortalidade em moluscos inoculados con suspensdo de
amebécitos (G3). Verificamos que o periodo pré~patente foil
menor no grupo inoculade com hemolinfa total e maior para os
grupos inoculados com hemolinfa livre de células e suspensao
de amebodcitos.

8e aliarmos & taxa de infecgéo a taxa de mortalidade e
o] periodo pré-~patente, verificamos que, embora a
transferéncia de hemolinfa total de molusco infectado tenha
provocado menor nimero de moluscos que apresentaram
eliminagdo de cercarias (o que faz crer hum mecanismo de

resisténcia), a alta taxa de mortalidade e o curto periodo

pré-patente denotam um mecanismo de favorecimento do
parasita no molusco. Neste caso, o "ajuste" do parasita ao

molusce nao pode ser considerado bom, pois determinou grande
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mortalidade dos caramujos inoculados.

A grande mortalidade dos moluscos inoculados com
hemolinfa total de molusco infectado provavelmente foi
devido a infecgao por S. mansoni. No caso dos moluscos
inoculados com suspensdo de c¢élulas a taxa de infecgdo foi
alta, mas a taxa de mortalidade foi inferior a dos moluscos
inoculados com hemolinfa total portanto houve uma relacdo
mais equilibrada entre parasita e hospedeiro intermediario.

Os subgrupos 1 e 2 (infectados apds a inoculacdo),

independentemente do tipo de indculo, apresentaram maior

taxa de mortalidade em relagdo aos subgrupos de moluscos
apenas inoculados (83 e s4).

A inoculagéo de suspenséozdé células provocou o aunento
do periode pré-patente e a diminuigdo da mortalidade dos

noluscos, mas nao conferiu resisténcia completa ao parasita.

Loker et al. (1986), utilizando hemolinfa de B.
glabrata infectada com Echinostoma paraensei, verificaram in
vitro destruicao de esporocistos de §. mansoni.

Bayne et al. (1980), témbém‘ num modelo in vitro,
mostraram que a morte da larva estda associada com o
mecanismo citotéxico mediado por células, ao observarem gue
esporocistos em cultura foram encapsulados e destruidos
quando incubados com hemolinfa total ou apenas amebécitos,

No presente trabalho usamos apenas moluscos de linhagem
susceptivel. Embora tenhamos inoculado hemoclinfa total de

origem infectada, ndo conseguimos transferir resisténcia a
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infecgdo. Ao contrédrio, parece que a hemolinfa total
facilitou o desenvolvimento do S. mansoni.

Machado (1990), empregando B. tenagophila submetidas a
inoculacdo de hemolinfa de molusco infectado por S. mansoni,
observou elevada resisténcia a infecgdo posterior por &.
mansoni. NAo observamos este fato em B. glabrata quando
inoculamos hemolinfa total originada de moluscos infectados.

A inoculacdo de hemolinfa total resultou em grande
mortalidade para os moluscos, porque esta nao conseguiu

proteger os moluscos dos danos causados pelo parasita.

Os moluscos B. glabrata de Belo Horizonte sao
considerados muito susceptiveis ac 5. mansoni, portanto néo
se observam grandes reagdes teciduais em volta da larva
(Pan, 1965; Guaraldo et al, 1981). As reagdes amebocitdrias
em torno dos esporocistos nos moluscos inoculados com
hemolinfa total apresentaram-se discretas. Foi observada uma
reagdo igualmente discreta em torno da larva de <. mansoni
no grupo controle G4, sl (moluscos apenas infectados).

As reagbes amebocitdrias foram mais intensas em torno
da larva de S. mansoni no grupo inoculado com hemolinfa sem
células (G2) e no grupo inoculado com suspensao de células
(G3). Embora ndo tenha havido diferenga significativa entre
a quantidade de esporocistos integros e degenerados entre os
grupos, o grupo inoculado com suspensdoc de células
apresentou uma reagdo mais intensa em torno da larva de S.

mansoni quando comparado com o8 2 grupos dgue sofreram
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inoculagdo e com o grupo controle. A inoculacdo de suspensio
de amebécitos e de hemolinfa livre de células, mesmo sendo
proveniente de B. glabrata meldnica, que €& um molusco
altamente susceptivel ao S. mansoni, gerou uma resposta
imune-celular, mobilizando os amebdcitos para os tecidos em
torno da larva de S. mansoni, engquanto que em moluscos
inoculados com hemolinfa total ndo observamos uma resposta
celular em torno do parasita, parecendo indicar que o
trematdédeo nao foi reconhecido como um corpo estranho dentro

do molusco. Apesar da intensa reacdo amebocitdria em torno

das larvas em moluscos inoculados com hemolinfa livre de
ceélulas, esta reagdao nédo foi suficiente para impedir o
desenvolvimento do trematddeo, conforme a alta taxa de
infecgao observada nestes moluscos.

Balan et al. (1993) sugeriram gue fatores do soro
fossem responsaveis pela destruicado dos esporocistos, por
nao se observarem reagoes celulares en volta dos
esporocistos de §. mansoni. Células fixas presentes nos
tecidos poderiam também estarem envolvidas no processo de
morte do esporocisto (van der Knaap & Loker, 1990). As
reagbdes teciduais em torno do esporocisto, mesmo que

discretas, sempre foram obseradas em nosso trabalho.

A fagocitose de materiais estranhos pelas células da
hemolinfa é um importante aspecto do mecanismo de defesa de
moluscos. Isto tem sido demonstrado através da introducgdo de

particulas estranhas, microorganismos e parasitas (Stauber,
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1950;: Tripp, 1958; 1960; 1961; Feng, 1966; Feng & Stauber,
1968 Feng & Feng, 1974; Cheng & Cali, 1974; Cheng & Rifkin,
1970; Tripp, 1970; Michelson, 1975 e Abdul-Salam &
Michelson, 1980).

A atividade de fagocitose dos amebdcitos pode ser
influenciada pela temperatura e pH (Foley & Cheng, 1975),
mas em nossos experimentos estas condigdes ndo foranm
varidveis.

No presente trabalho, com a inoculacdo de hemolinfa

total, hemolinfa sem células e suspensao de células

obtivemos respostas substancialmente diferentes em relacdo a
taxa de fagocitose. O indice de fagocitose das células
estreladas foi pequeno em moluscos inoculados com hemolinfa
total em comparacgdo aos outros dois grupos estudados (G2 e
G3).

A atividade fagocitdria dos amebécitos foi maior para o
grupo inoculado com hemolinfa sem células, mas a diferenca
nao foi significativa em relagao ao grupo 1noculado com
hemolinfa total.

O indice de fagocitose dos granuldécitos foi
significativamente superior para o grupo inoculado com
suspensdo de células em relacdo aos outros 2 grupos (Gl e
G2).

A inoculacgdo de suspensio de células, independentemente
da sua origem infectada ou sadia, provocou um alto indice de
fagocitose,

0 maior indice de fagocitose em moluscos inoculados com
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suspensao de células pode tér sido provocado por: 1 -
aumento da habilidade de espraiamento dos amebécitos, 2 -
aumento da atividade aglutinante na hemclinfa, 3 - aumento
do numero de amebdécitos que podem egtar vindo dos tecidos ou
sendo produzidos pelo APO.

Os resultados obtidos referentes a atividade de
fagocitose e ao numero de amebdcitos circulantes poderiam
ser decorrentes do tipe de indculo nagqueles grupos

inoculados com hemolinfa total e suspensdo de células. Tal

fato parece nao ter ocorrido, uma vez que em moluscos que

receberam hemolinfa total, o mimero de amebdcitos e o indice
de fagocitose foram menores. A concentracdo de células
inoculadas foi a mesma tanto para moluscos inoculados com
hemolinfa total como para os inoculados com suspensdo de
células. Portanto, a inoculagdo de células sem componentes
do soro fez com gue houvesse um combate mais efetivo a
infecgdo. O combate mais efetivo a infecgéo, no caso da
inoculagdo de suspensao de células pode ter sido ampliado
pelas lectinas. As lectinas produzidas pelos amebdcitos
podem aderir a carboidratos tanto do parasita como da
superficie dos amebdcitos funcionando como moléculas ponte
entre o parasita e amebocito (Boswell & Bayne, 1986). A
auséncia de componentes do soro, ao inocularmos suspensdo de
celulas, nao impediu a ag¢do dos amebdécitos contra o
trematddeo.

A  presenga de substancias soluveils (lectinas e

polipeptideos livres) na hemolinfa total e hemolinfa livre
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de células pode ter blogueado o processo de opsonizagdo
feito pelas lectinas (amebdcitos - barasita) através da
ocupacdo destes sitios de ligagdo no parasita ou  nos

anebécitos.

No trabalho de Loker & Bayne, (1982) verificou-se gque a
incubacdo de esporocisto in vitro com hemolinfa de molusco
Susceptivel ou resistente falhou em proteger os esporocistos
do atague de amebdécitos de molusco resistente. Este

resultado sugere que a diferenca entre molusco susceptivel e

resistente ndo estd nos fatores do 80ro, mas sim na
cépacidade dos amebdcitos em destruir 08 esporocistos de s5.
mansoni. Nos moluscos que foram inoculados com suspensao de
células ndo foi observada transferéncia completa de
resisténcia, mas houve uma diminuigédo na susceptibilidade ou
observou-se algum grau de resisténcia, tendo em vista que o
periodo pré-patente foi maior. Além disso, observanmos uma
reagdo tecidual mais intensa e uma maior atividade de
fagocitose dos amnebdécitos,

Bayne (1990) demonstrou haver diferenca na atividade de
fagocitose quando os esporocistos Fforam incubados com
amebdécitos de cepa resistente e de Cepa susceptivel. Quando
a cepa foi de molusco Susceptivel, a atividade de
fagocitose diminuia; e Quando foi de cepa resistente a
atividade de fagocitose aumentava. Quando se colocava
hemolinfa livre de células (independentemente de ser de

molusco resistente oy susceptivel) para ser incubada com
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amebdcitos, nenhuma alteracdo acontecia na atividade
fagocitaria em B. glabrata.

Lodes & Yoshino (1990) verificaram que esporocistos de
S. mansoni na presenca de hemolinfa sem células e amebdcitos
de moluscos susceptiveis (Mwiiﬁe) -os amebdcitos tinham a
mobilidade reduzida in vitro. A mobilidade dos amebdcitos
aumentava quando foram incubados com hemolinfa sem células
de moluscos resistentes (10-~R2).

4 inoculagdo de hemolinfa sem células de molusco

susceptivel, independentemente de a origem ser de molusco

infectado ou sadio, ndo promoveu uma intensa ativacgao dos
amebocitos dos moluscos que foram inoculados e en
consequéncia ndo foi capaz de transferir resisténcia

completa ao molusco inoculado.

A variacao do comportamento cinético dos amebocitos em
moluscos pode ser influenciada por parasitas e materiais
estranhos (Cheng, 1987 e van der Knaap et al., 1987; Sminia

& Knaap, 1987; Moukassa & Jourdane, 1990).

A variagao do comportamentoe cinético dos ameboécitos
circulantes também pode ser afetada pela idade dos moluscos.
Os moluscos mais Jjovens apresentam maior gquantidade de
células em relagdo aos adultos (Stumpf & Gilbertson, 1978 e
Dikkeboom et al. 1984)

No presente trabalho utilizamos moluscos jovens (7 a 9

mm de diametro) e ndo utilizamos moluscos cujas conchas
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apresentassem "cdaries", porque estes poderiam ter um ntmero
maior de amebdcitos circulantes envolvidos no transporte de
cdlcio para as dreas danificadas.

A inoculacdo de hemolinfa provocou alteracgoes
substanciais no comportamento cinético dos amebdécitos.

Pudemos observar 4 tipos de comportamento cinético dos
amebocitos estrelados em moluscos B. glabrata inoculados com
hemolinfa total, hemolinfa livre de células e suspensdo de

células:

Padrac 1 -~ 0Os anebdcitos apresentaram 2 picos de células

estreladas, sendo que o primeiro pico foi pequeno e o
segundo pico foi maior (Gl s1 e G3 54).

Padrdo 2 - Os amebdcitos estrelados apresentaram 2 picos,
mas que em intensidade nédo diferiram significativamente (G1
82, Gl 83, G2 84 e G3 s2).

Padrédo 3 -~ Os amebécitos estrelados apresentaram 2 picos
sendo que o primeiro foi significativamente maior (Gl s4, G2
sl, G3 s3)..

Padrao 4 -~ Os amebdécitos estrelados apresentaram oscilacées
nédo significativas (G2 s2 e G3 s1).

As alterag¢des ocorridas no comportamento cinético dos
amebocitos estrelados dos moluscos inoculados podem ser
influenciadas por 2 fatores: 1 - A migragao dos amebdcitos
dos tecidos para circulaclo e vice-versa. 2 - A estimulacéo
da atividade do APO.

Os grupos de moluscos inoculados que foram enquadrados

no padrao 1 mostraram una pequena elevagdo no nuamero de
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células estreladas apds a inoqulagép e um segundo pico mais
intenso e tardio entre 12 e 24 horas.

A inoculagado de hemolinfa total de molusco infectado
acrescida da infecgdo por S. mansoni, provocou um aumento
discreto no numero de amebdécitos estrelados no inicio do
periodo de observacao e entre 12 e 24 horas houve uma
segunda elevagao, de uma forma mais intensa. Este
comportamento fol semelhante aquele observado em noluscos
inoculados com suspensdo de amebdcitos de moluscos sadios.

Os grupos que foram considerados como sendo do padrao 1

foram: Gl sl, G3 s4. Verificamos que entre estes dois grupos
um deles fol apenas inoculado (G3 s4), nédo tendo sido
infectado; portanto o 2° pico pode demonstrar que esta
elevacao deveu-se a inoculagdo e nao a infecgdo pelo S.
mansoni.

Os grupos de moluscos enguadrados no padrio 2 foram Gl
82, Gl 83, G2 83, G2 sS4 e G3 s2, que apresentaram 2 picos
distintos, mas gue ndo diferiram significativamente entre si
quanto a intensidade. A excegdo do grupo G2 sS4, 0S grupos
incluidos no padrdo 2 tém em comum a presenca de células no
inéculo ou entdo o parasitismo (o molusco sofreu infeccdo ou
recebeu um indculo de um molusco parasitado).

No padrao 3 foram enquadrados os grupos Gl s4, G2 sl e
G3 s3. Neste caso ocorreu um pico de células inicial
semelhante ao que ocorreu nos moluscos do grupo controle
(G4, sl1) apenas infectados, mas podendo ter um 2° pico de

células menor e tardio. O pico inicial que ocorreu no Gl s4
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pode ser devido a inoculagdo de células gque teriam agido
semelhantemente a elementos estranhos. 0O mesmo ocorreu com O
G3 s3 e G2 s1. O G2 sl embora nd&o tenha células, a hemolinfa
provinha de molusco infectado.

Os grupos pertencentes ao padrdo 4, considerado como
oscilatorio, foram G2 s2 e G3 sl . Nestes grupos houve um
aumento precoce no numero de amebécitos que se manteve com
oscilagdes no decorrer do experimento.

o 1° pico foi uma caracteristica dos grupos infectados

(como no grupo controle infectado) sendo que os demais picos

podem ser atribuidos a inoculacdo de hemolinfa.

Nos 3 tipos de indculo a que foram submetidos os
moluscos observamos que as células estreladas (granuldcitos)
estiveram em maior numeroc do que os hialindécitos. Estes
dados estdo de acordo com Cheng & Auld (1977) e Jeong &
Heyneman (1976), que submeteram moluscos a diferentes
estimulos e verificaram que as alteracdes substanciais
ocorreram com as células estreladas.

Os amebécitos estrelados na hemolinfa circulante dos
moluscos inoculados com hemolinfa total apresentaram-se em
niveis baixos em relagédo aos 2 grupos estudados (hemolinfa
livre de células e suspensido de células). Nos moluscos
inoculados com hemolinfa livre de c¢élulas verificamos um
nimero médio maior de amebécitos na hemolinfa circulante enm
relagdo ao grupo inoculadoe com hemolinfa total, mas
significativamente menor em relagdo ao grupo inoculado com

suspensio de células. O fato de haver uma grande quantidade
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de células estreladas na hemolinfa circulante pode explicar
¢ periodo pré-patente maior neste ultimo grupo, assim como

as menores taxas de infecgdo e mortalidade.

Conforme o8 resultados jd descritos, embora ndo tenha
havido diferenga significativa entre a quantidade de
esporocisos integros e degenerados entre os grupos, o grupo
inoculado com suspensio de células apresentou uma reacio
mais intensa em torno da larva de S. mansoni. 0 indice

de fagocitose dos granuldcitos foi significativamente

superior para o grupo inoculado com suspensdo de células
(G3) em relagdo aos outros dois grupos (Gl e G2).

Estes resultados parecem nos mostrar gue a inoculacgédo
de suspensdo de células ndo conseguiu impedir totalmente gue
os moluscos se infectassem, nas conseguiu diminuir
significativamente a mortalidade dos animais e diminuiu
também a susceptibilidade dos moluscos. Pensamos gue a
inoculagdo de c¢élulas pode ter ativado os amebécitos que
estavam na hemolinfa do molusco inoculado, porque
verificamos uma quantidade maior destas células na hemolinfa
circulante e maior atividade de fagocitose.

A inoculagdc de suspensdo de células nao impediu que os
moluscos se infectassem, mas retardou o desenvolvimento do

S. mansoni.

Granath & Yoshino (1984) inocularam hemolinfa de
molusco resistente em molusco susceptivel e vice~versa. Eles

conseguiram 60% de resisténcia em moluscos que foram

83



inoculados com hemolinfa de molusco resistente, sendo que
guase todos os moluscos gue rgceberam hemolinfa de molusco
susceptivel se infectaram. Em nosso trabalho ndo conseguimos
uma taxa de vresisténcia tdo elevada, talvez porque
transferimos hemolinfa de molusco susceptivel para molusco
susceptivel.

Verificamos em moluscos inoculados com suspensao de
células gque além do indice fagocitdrio ser maior, também os
amebocitos ficavam mais aglutinados em torno das hemdceas de

carneiro. No trabalho de van der Knaap et al. (1981) foi

demonstrado que oS amebdécitos sintetizam
aglutininas/opsoninas. Sminia et al. (1979) demonstram que
na hemolinfa de Lymnaea stagnalis hé& opsoninas. Van der
Knaap et al. (1981), em estudo imunocitoquimico dos
amebocitos, verificaram que hd opsoninas/aglutininas e que
elas estdo localizadas dentro do citoplasma dos amebécitos.
A maior atividade de fagocitose por noés observada en
moluscos inoculados com suspensido de células pode acontecer
porque os amebocitos possuem opsoninas e aglutininas que tém
fungao de receptores citofilicos no reconhecimento de
material estranho (van der Knaap et al., 1981). Confirmando
esta observagac, quando inoculamos suspensdoc de células enm
moluscos B. glabrata houve um aumento na atividade de
fagocitose na auséncia de fatores do soro comparando com oS
outros tipos de inoculagdo (hemolinfa total e hemolinfa sem
células). Neste caso poderiamos pensar que quando inoculamos

hemolinfa total e hemolinfa sem células, os fatores soluveis
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deixaram de agir como opsoninas, inibindo a agdo dos
amebécitos e promovendo o desenvolvimento do S. mansoni.
Verificamos que 0s diferentes inéculos usados
(hemolinfa total, hemolinfa sem células e suspensdo de
células) conferiram graus de resisténcia diferentes para os
molusces, sendo que os moluscos inoculados com hemolinfa
total ndo apresentaram resisténcia & infeccdo; os moluscos
inoculados com hemolinfa livre de células apresentaram um
grau de resisténcia médio e os moluscos inoculados com

suspensédo de células apresentaram maior resisténcia. A

resisténcia ao S. mansoni nao foi total, mas foi gradativa
entre os indculos.

Pudemos verificar neste trabalho que as células sdo a
principal linha de defesa dos moluscos e que fatores do soro
sozinhos sdoc incapazes de combater o parasita . Estes dados
estéo de acordo com Bayne et al., 1980; Dikkeboom, 1988 e

van der Knaap & Loker, 1990.

85



6.) CONCLUSOES

- Com relagdo a taxas de infecgdo cumulativas em B.
glabrata 3 grupos significativamente  diferentes se
destacaram: o grupo Gl sl (28%), o grupo G3 s2 (43%) os

demais grupos (53% a 60%).

- As taxas de mortalidade em moluscos B. glabrata
demonstraram 3 grupos distintos que foram: grupo inoculado

com hemolinfa total que apresentou alta mortalidade, grupo

inoculado com hemolinfa livre de células que apresentou
media mortalidade e grupo inoculado com suspensao de

amebdcitos que apresentou baixa mortalidade.

= Os subgrupos 1 e 2 (infectados apds a inoculacao)
independentemente do tipo de indculo apresentaram maior taxa
de mortalidade em relacgdo aos subgrupos de moluscos apenas

inoculados (s3 e s4).

- A inoculagdoc de hemolinfa total provocou diminuicdo do

periodo pré-patente e o aumento da taxa de mortalidade.

— Nos grupos de moluscos inoculados com hemolinfa livre de
ceélulas e suspensfo de células independentemente da origem
(infectada ou sadia) houve um retardamento do
desenvolvimento do parasita com o aumento do periodo pré-

patente (6 e 8 semanas, respectivamente).
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- A inoculagdo de hemolinfa total ndo estimulou a atividade
fagocitdria e determinou uma discreta reacdo em torno da

larva de 5. mansoni.

- A inoculagdo de hemolinfa livre de células e a suspensio
de amebécitos provocaram reacdo tecidual mais intensa em

torno da larva de S§. mansoni.

- A inoculagdo de suspensdo de células em moluscos B.

glabrata provocou o aumento do periodo pré-patente, a

diminuicdo da mortalidade dos moluscos, o aumento da
atividade fagocitdria, o aumento das células estreladas na
hemolinfa circulante e o aumento das reacdes no tecido em

torno da larva de $. mansoni.
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Anexo | Tabelas



Tabelas 2 ¢ 3 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgio de 8.glabrata melanica
inoculadas ou ndo com hemolinfa total de moluscos infectados ou néo por S. mansoni e
posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 1
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercarias infecgio
Grupo 1 , 48 2 4.0 4.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupol 48 2 4.0 4.0 g 0.0
subgrupo 2
Grupo 1 . 48 2 4.0 4.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupoc 1 , 49 1 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 4 ‘
Grupo 4 , 49 i3 2.0 2.0 0 G.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 2
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eiiminando Taxa de
No periodo Aoumulada cerciriag infecqic
Grupo 1 , 30 18 36.0 40.0 O g.0
subgrupo 1
Grupo 1 , 31 17 34.0 38.0 G 0.0
subgrupo 2
Grupo 1 , 47 1 2.0 6.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 40 9 18.0 20.0 0 0.0
gubgrupo 4
Grupo 4 , 46 3 6.0 8.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 49 1 2.0 2.0 0 0.0
subgrupc 2




i

Tabelas 4 € 5 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infec¢io de B.glabrata melanica
inoculadas ou niio com hemolinfa total de moluscos infectados ou ndo por 8. mansoni e
posteriormente expostas ou nio ao trematddeo

Semana 3
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminandeo Taxa de
No perilodo Acumulada caercirias infecqic
Grupo 1 , iz 18 36.0 T6.0 g 66.7
subgrupo 1
Grupo 1 , 25 & 12.0 5.0 0 6.0
subgrupo 2
Grupo 1 , 46 1 2.0 8.0 0 0.0
subgrupoc 3
Grupo 1 , 40 0 0.0 20.0 G 0.0
subgrupo 4
Grupoe 4 , 46 0 0.0 8.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 49 0 0.0 2.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 4
Vivon Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
Mo periodo Acumulada cercarias infecgio
Grupo 1 , 10 2 4.0 80.¢0 8 80.0
subgrupo 1
Grupo 1 , 24 1 2.0 52.0 5 20.8
subgrupo 2
Grupo 1 , 46 0 0.0 8.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 40 0 g.0 20.0 ] 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 43 3 6.0 14.0 6 13.9
subgrupc 1
Grupo 4 , 48 1 2.0 4.0 0 ¢.0
subgrupo 2




Tabelas 6 e 7 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgiio de B. glabrata
melénica inoculadas ou ndo com hemolinfa total de moluscos infectados ou nio por S.
mansoni ¢ posteriormente expostas ou no ao trematodeo

Semana 5
Vivos Morton Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
joied I;eriodo Acumulada cercarias infeceiio
Grupo 1 8 2 4.0 84.0 7 87.5
subgrupo 1
Grupo 1 , 20 4 8.0 60.0 18 9G.0
subgrupoc 2
Grupo 1 , 42 4 8.0 16.0 Q 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 35 1 2.0 22.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 42 1 2.0 16.0 10 23,8
subgrupo 1
Grupc 4 , 47 1 2.0 6.0 0 c.o
subgrupo 2
Semana 6 .
Vivos Mortos Taxa de Morralidade Eliminande Taxa de
Mo periodo Acumulada cercidrias infeaqio
Grupoe 1 , 2 6 12.0 96.0 1 50.0
subgrupo 1
Grupo 1 , iz 8 16.90 76.0 9 75.0
subgrupo 2
Grupo 1, 41 1 2.0 18.0 o 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 39 G 0.0 22.0 o 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 40 2 4.0 20.0 14 35.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 46 1 2.0 8.0 0 0.0
subgrupo 2




Tabdas&<:0~1)adosscnumakcmiaxadulnunahdadccinﬁxmﬁﬂdc}igﬂabnnazndénma
inoculadas ou nfio por hemolinta total de moluseos infectados ou ndo por . inansoni ¢
posteriorente expostas ou nio ao trematodeo.

Semana 7
Vivon Mortos Taxa de Mortalidade Eliminandc Taxa de
No perlodo Acumulada cercirias infecqdo
Grupo 1 , 2 0 0.0 96.0 i 50.0
subgrupo 1
Grupo 1 , 5 7 14.0 50.0 4 80.0
subgrupoc 2
Grupo 1 , 40 1 2.0 20.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 37 2 4.0 26.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 36 4 8.0 28.0 27 75.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 45 1 2.0 10.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 8
Vivos Morton 'I‘a}-w de Mortalidade Fliminando Taxa de
No periodo Acoumulada carciriag infecgdo

Grupc 1, 0 2 4.0 104.0 0 0.0
subgrup 1
Grupo 1 , 5 0 G.0 9G.0 3 &60.0
subgrupo 2 ! .
Grupo 1 , 40 G 0.0 20.0 G 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 36 1 2.0 28.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 30 6 12.¢ 40.0 23 76.6
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 1 2.0 12.0 0 0.0
subgrupo 2




Tabelas 10 e 11 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgio de B. glabratu
meldnica inoculadas ou nio com hemolinfa total de moluscos infectados ou ndo por S
mansoni e posteriormente expostas ou ndo ao trematddeo.

Semana 9
Vivos Moxios Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa Ge
No periode Acumulada cercirias infecgio
Grupo 1 , O 0 0.0 100.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupoe 1 5 0 0.0 90.0 3 60.0
subgrupo 2
Grupoe 1 40 ] 0.0 20.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 36 1 2.0 28.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 28 2 4.0 - 44,0 22 78.5
subgrupo
Grupo 4 , 44 0 0.0 12.0 V] 0.0
subgrupo 2
Semana 10
Vivos Morton Taxa de Mortalldade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercirian infecgio
Grupo 1 , 0 0 0.0 100.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 1 , 5 0 0.0 S0.0 3 60.0
subgrupo 2
Grupo 1 , 40 0 0.0 20.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 36 1 2.0 28.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 28 0 0.0 44.0 20 71.4
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 0 0.0 12.0 G g.0
subgrupo 2




Tabelas 12 e 13 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgdo de B. glabrata
melinica inoculadas ou ndo com hemolinfa total de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoii ¢ posteriormente expostas ou nio ao trematodeo.

Semana 11

Vives Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada carcidriag infecgio
Grupo 1 , 0 0 0.0 100.0 0 0.0
subgrupo 1
Gruopoe 1, 0 0 10.0 100.0 G 6.0
subgrupo 2
Grupo 1 , 40 o 0.0 20.0 O 0.0
subgrupo 3
Grupc 1 , 36 1 2.0 28.0 o 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 26 2 4.0 48.0 18 69 .2
subgrupo 1
Grupo 4 , 43 1 2.0 14.0¢ 0 0.0
subgrupo 2
Semana 12
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo “Acuraulada vercérias infecgdo
Grupo 1 , 0 0 0,0 100.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupoe 1, 0 g 9.0 i00.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 1 , 40 ¢ 0.0 ~20.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 1 , 36 1 2.0 25.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 23 3 6.0 54.0 14 60.8
subgrupo 1
Grupo 4 , 43 0 G.0 T 14.0 0 0.0
subgrupo 2




Tabelas 14 ¢ 15 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgdo de B. glabrata

Vil

meldnica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou ndo por

8. mansoni e posteriormente expostas ou nio ao trematddeo.

Semana 1
Vivon Morton Taxa de Mortalidade Ellminando Taxa de
No periode Acuszlada cercirias infecgio
Grupo 2 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupe 2 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 50 ] 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 49 1 2.0 0.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 50 0 0.6 0.0 b 0.0
subgrupo 2
Semana 2
Vivon Mortog Taxa de Mertalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cerchrias infecgio

Grupoe 2 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo
Grupo 2 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 49 2 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 50 Y] 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 46 3 6.0 8.0 0 .0
subgrupo
Grupe 4 , 49 1 2.0 2.0 0 G.0
subgrupo




VIII

Tabela 16 ¢ 17 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infeccio de B. glabrata
melénica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou ndo por
S. mansoni ¢ posteriormente expostas ou niio ao trematddeo.

Semana 3
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Roumulada cercarias infeoqio
Grupo 2 , 50 g g.0 0.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 2 , 49 i 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 2
Gxupo 2 , 49 0 0.0 2.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 50 0 0.0 0.0 4] g.0
subgrupo 4 )
Grupe 4 , 46 0 g.0 8.0 0] 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , S50 0 G.0 0.0 g 0.0
subgrupo 2
Semana 4
Vivos Morton Taxa de Mortalidade Eliminande Taxa de
Ko periodo - Acumu lada cercariag infecgio

Grupo 2 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo I
Grupo 2 , 49 0 0.0 2.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 48 1 2.0 . 4.0 0 0.0
subgrupoc 3
Grupo 2 , 48 2 4.0 4.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 43 3 6.0 14.90 6 13.9
gubgrupo 1
Grupo 4 , 48 i 2.0 4.0 0 6.0
subgrupo 2




IX

Tabela 18 ¢ 19 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecco de B. glabrata
melanica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou nido por
S. mansoni ¢ posteriormente expostas ou ndo ao trematddeo.

Semana 5
Vivos Mortos Taxa de Mortalildade Eliminandeo Taxa de
Mo periodo Acumuiada cerodriae infecgis
Grupo 2 , 45 5 10.0 10.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 2 , 46 3 6.0 8.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 48 0 0.0 4.0 ¢ 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 47 1 2.0 6.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 42 1 2.0 16.0 10 23.8
subgrupo 1
Grupo 4 , 47 1 2.0 6.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 6
Vivos Mortos Taxa de Mertalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercarias infecgio
Grupo 2 , 44 1 2.0 12.0 11 25.0
subgrupo 1
Grupo 2 , 46 4] c.o 8.0 2 4.3
subgrupo 2
Grupo 2 , 48 G ¢.0 4.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 477 0 0.0 6.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 40 2 4.0 20.0 i4 35.0
subgrupo 1
Grupo 4, 46 1 2.0 . 8.0 0 0.0
subgrupo 2




Tabela 20 ¢ 21 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgio de B. glabraia
melanica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou ndo por
8. mansoni ¢ posteriormente expostas ou nio ao trematodeo.

Semana 7
Vivos Martos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercirias infecgio
Grupo 2 , 38 6 12.0 24.0 33 86.8
subgrupo 1
Grupo 2 |, 46 0 0.0 8.0 22 47.8
subgrupo 2
Grupo 2, 48 v} 0.0 4.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 47 ¢] 0.0 6.0 G 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 36 4 8.0 28.0 27 75.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 45 i 2.0 10.0 0 0.0
subgrupo2
Semana 8
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
Ro pericdo Acumulada cexcirias infecgis

Grupo 2 , 25 9 18.0 42.0 25 86.2
subgrupo 1
Grupo 2 , 37 9 18.0 26.0 26 70.2
subgrupo 2
Grupe 2 , 46 2 4.0 8.0 0 0.0
gubgrupo 3
Grupo 2 , a4 3 6.0 " 12.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 306 6 12.0 40.0 23 76.6
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 1 2.0 12.0 0 0.0
subgrupo 2




X1

Tabelas 22 e 23 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecciio de B. glabrata
melanica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou nio por
S. mansoni ¢ posteriormente expostas ou ndo ao trematddeo.

Semana 9
Vivom Morton Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercirias infeogio
Grupeo 2 , 19 10 20.0 62.0 16 84.2
subgrupo 1
Grupo 2 , 18 18 36.0 62.0 13 68 .4
subgrupo 2
Grupo 2 , 46 Q 0.0 8.0 0 0.0
subgrupe 3
Grupo 2 , 42 2 4.0 16.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 28 2 4.0 44.0 22 78.5
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 O 12.0 4.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 10
Vivos Mortes Taxa de Mortalidade Eliminande Taxa de
No periodo Acumulada cercidrias infecqic
Grupoe 2, 17 2 4.0 66.0 15 88.2
subgrupo 1
Grupo 2 , 10 9 18.0 BG.O 4 40.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 46 0 0.0 8.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2 , 41 1 2.0 18.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 28 0 0.0 44 .0 20 71.4
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 9] 0.0 12.0 0 0.0
subgrupo 2
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Tabelas 24 ¢ 25 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecqio de B. glubraia
meldnica inoculadas ou ndo com hemolinfa sem células de moluscos infectados ou nio por
S. mansoni e posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 11
vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminande Taxa de
"o poriods Acumulada corcirlas infecgio
Grupo 2 , 8 o 18.0 84.0 6 5.0
subgrupo 1
Grupo 2 , 10 0 0.0 80.0 4 40.0
subgrupo 2
Grupo 2 , 46 2 4.0 8.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 2, 40 1 2.0 20.90 0 ¢.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 26 2 4.0 48.0 18 69.2
subgrupo 1
Grupo 4 , 43 1 2.0 14.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 12
Vivon MorLon Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
Ko periodo Acumulada cercirlas infecqdo
Grupo 2 , 6 2 4.0 88.0 4 66.6
subgrupo 1
Grupo 2 , 7 3 6.0 86.0 1 14.2
subgrupo 2
Grupo 2 , 44 2 4.0 12.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupoe 2 , 35 1 2.0 22.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 23 3 6.0 54.¢ 14 60.8
subgrupo 1
Grupoc 4 , 43 0 0.0 14.0 o 0.0
subgrupo 2




Tabelas 26 e 27 - Dados semanais da taxa de mortalidade ¢ infecgio de B. glabraia

X

melanica inoculadas ou nio com suspensdo de células de moluscos infectados ou ndo por

S. mansoni e posteriormente expostas ou nio ao trematodeo.

Semana 1
Vives Mortos Taxa de Mortalidade 21 imirando Taxa de
No periodo Acumilada coraidrias infecgdo
Grupo 3, 50 o 0.0 6.0 ¢] 0.0
subgrupo 1
Grupo 3, 50 ¢ 0.0 0.0 o 0.0
subgrupo 2
Grupo 3 , 47 3 6.0 6.0 v} 0.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupe 4 , 49 1 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 2
Vivos Moxrtos Taxa de Mortalidade Bl iminando Taxa de
Mo pericdo Acumulada cercirias infecgio
Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 50 0 0.0 c.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 3 , 47 0 0.0 6.0 o 6.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 50 0 C.0 0.0 0 0.¢
subgrupo 4
Grupo 4 , 46 3 6.0 8.0 0 0.0
subgrupo 1 '
Grupo 4 , 49 1 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 2
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Tabelas 28 e 29 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgdo de B. glabrata
melanica inoculadas ou ndo com suspensdo de células de moluscos infectados ou ndo por
S. mansoni e posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 3
Vivos Moxtos Taxa de Mortalidade Eliminandc Taxa de
No periodo Acumulada cercirian infecqic
Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 50 0 0.0 6.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupec 3 , 46 1 2.0 8.0 ¢ 6.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 4 :
Grupoc 4 , 46 0 g.0 8.0 0 0.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 49 G 0.0 2.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 4
Vivos Mortow Taxa de Mortalldade Eliminando Taxa de
Ne périodo Acumulada cerciriag infeccio

Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 Q 0.0
gsubgrupo 1
Grupo 3 , 50 O 0.0 0.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 3 , 46 g 0.0 - 8.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 49 i 2.0 2.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 43 3 6.0 14.0 6 13.9
gubgrupo 1
Grupo 4 , 48 i 2.0 4.0 0 0.0
subgrupo 2
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Tabelas 30 e 31 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgfio de B. glabrata
melanica inoculadas ou ndo com suspensdo de células de moluscos infectados ou nio por
S. mansoni ¢ posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 5
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercirias infeogio
Grupo 3 , 50 0 0.0 ¢.0 0 G.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 50 0 0.0 o.0 G g.0
subgrupo 2 :
Grupo 3 , 46 0 6.0 8.0 0 0.0
subgrupc 3
Grupo 3 , 49 1 2.0 2.0 it 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 42 1 2.0 16.0 10 23.8
subgrupo 1
Grupoc 4 , 47 1 2.0 6.0 0 0.0
subgrupo 2 )
Semana 6
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
Ko pericdo Acumalada vercirias infecgio

Grupo 3 , 50 0 0.0 0.0 o 6.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 590 4] 0.0 0.0 o 0.0
subgrupe 2
Grupo 3 , 446 0 0.0 8.0 y; 0.0
subgrupa 3
Grupo 3 , 49 0 0.0 2.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 |, 40 2 4.0 20.0 14 35.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 46 1 2.0 B.O 0 0.0
subgrupo 2




XVi

Tabelas 32 ¢ 33 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgdo de B. glabrata
melénica inoculadas ou ndo com suspensio de células de moluscos infectados ou nio por
S. mansoni e posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 7
Vives Mortos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No pericdo Acumulada cercirias infecqdo
Grupo 3 , 48 2 4.0 4.0 G C.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 47 3 6.0 6.0 0 0.0
subgrupo 2
Grupo 3 , 44 2 4.0 12.0 0 0.0
subgrupc 3
Grupo 3 , 49 4] 0.0 2.0 0 G.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 36 4 8.0 28.0 27 T5.0
subgrupo 1
Grupo 4 , 45 1 2.0 10.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 8
Viveos Mortod Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa de
No periodo Acumulada cercarias infeagio

Grupo 3 , 45 3 6.0 10.0 33 73.3
subgrupo 1
Grupe 3 , 45 2 4.0 10.0 4 8.8
subgrupo 2
Grupo 3 , 44 0 G.0 12.0 0 0.0
subgrupo 3 '
Grupo 3 , 49 0 .0 2.0 0 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 30 6 12.0 40.0 23 76.6
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 1 2.0 12.0 0 0.0
subgrupo 2
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Tabelas 34 ¢ 35 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infcegio de B. glabrata
melanica inoculadas ou ndo com suspensdo de células de moluscos infectados ou ndo por

S. marsoni € posteriormente expostas ou ndo ao trematodeo.

Semana 9
Vivos Morton Taxa de Moxtalidade Bliminando Taxa de
No pexriodo Acumulada cexcirias infeccio
Grupo 3 , 39 6 12.0 22.0 33 84 .6
subgrupoe 1 '
Grupo 3 , 44 1 2.0 i2.0 4 9.10
subgrupo 2
Grupo 3 , 42 2 4.0 16.0 0 0.00
subgrupo 3
Grupo 3 , 49 G 0.0 2.0 0 0.060
subgrupo 4
Grupo 4 , 28 2 4.0 44.0 22 78.5
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 0 0.0 12.0 0 3.00
subgrupo 2
Semana 10
Vivos Moxrtos Taxa de Mortalidade Eliminando Taxa da
Ko perisdo Acumulada cercarias infecgdo

Grupo 3 , 28 11 22.0 44.0 18 64.2
subgrupo 1
Grupo 3 , 36 8 16.0 28.0 24 66.6
subgrupo 2
Grupo 3 , 42 0 0.0 16.0 ¢ 0.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 49 0 0.0 2.0 G 0.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 28 ] 0.0 44.0 20 71.4
subgrupo 1
Grupo 4 , 44 0 0.0 12.0 o 6.0
subgrupo 2
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Tabelas 36 ¢ 37 - Dados semanais da taxa de mortalidade e infecgio de B, glabrata
melanica inoculadas ou ndo com suspensio de células de moluscos infectados ou ndo por
8. mansoni ¢ posteriormente expostas ou niio ao trematodeo,

Semana 11
Vivos Mortos Taxa de Mortalidade fiiminando Taxa de
No periodo Acumulada cerciiriaa infecglio
Grupo 3 , 25 3 6.0 50.0 16 64.0
subgrupo 1
Grupe 3 , 34 2 4.0 32.0 22 64.7
subgrupo 2
Grupo 3 , 42 o 0.0 16.0 0 0.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 49 0 0.0 2.0 G 0.0
subgrupo 4
Grupoc 4 , 26 2 4.0 48.0 i8 69.2
subgrupo 1
Grupo 4 , 43 1 2.0 14.0 0 0.0
subgrupo 2
Semana 12
Vivos Mortos Taxa de Mortalildade Eliminandog Taxa de
o periodo Acumulada cercarias infecgio

Grupo 3 , 25 0 0.6 50.0 16 64.0
subgrupo 1
Grupo 3 , 32 2 4.0 36.0 20 62.5
subgrupo 2
Grupo 3 , 42 0 0.0 16.0 0 c.0
subgrupo 3
Grupo 3 , 49 ¢] 0.0 2.0 0 c.0
subgrupo 4
Grupo 4 , 23 3 4.0 48.0 14 60.8
subgrupo 1 '
Grupo 4 , 43 0 0.0 14.0 4] 0.0
subgrupo 2




XIX

Tabela 38 - Namero médio de larvas de Schistosoma mansoni observadas em B.
glabrata melanica inoculadas ou ndio com hemolinfa total de moluscos infectados ou
ndo por 5. mansoni ¢ posteriormente expostas a 100 miracidios.

Horas 30 minutos 12 horas 24 horas 48 horas 72 heras
integros Intcgros intcgros Integros integros  Degencrados

Grupol, 215 22.5 7 7 10 i
subgrupol

Grupel, 31 15.5 32 3.5 23.5 3
subgrupo2

Grupod, 26 35 11.5 1.5 14 0
subgrupol

Tabela 39 - Nimero médio de larvas de Schistosoma mansoni observadas em B,

glabrata melanica inoculadas ou ndo com hemolinfa livre de células de moluscos
infectados ou ndo por 5. mansoni e posteriormente expostas a 100 miracidios.

Horas 30 minutos 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
[ntegros Integros Integros Integros integros  Degencrados

Grupoz, 23 275 {15 4 13 2.5

subgrupotl

Grupol, 20.5 17.5 11.5 115 12.5 0

subgrupo2

Grupod, 26 35 L5 1.5 6.5 O

subgrupol

Tabela - 40 Numero médio de larvas de Schistosoma mansoni observadas em B.
glabrata meldnica inoculadas ou ndo com suspensio de células de moluscos infectados

ou nao por .. mansoni e posteriormente expostas a 100 miracidios.

Horas 30 minutos 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
integros Integros Integros Integros integros  Degencrados

Grupo3, 11 245 55 55 9 1
subgrupol

Grupo3, 13 4 30.5 13.3 5 1
subgrupo?

Grupod, 26 35 11.5 11.5 6.5 0
subgrupot

Grupo 4, Subgrupol (controle infectado).
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Tabelas 41 a 44 - Indice de fagocitose de granuldcitos de B. glabrata melanica inoculada
com hemolinfa total de molusco infectado ou sadio e infectado posteriormente, frente a

entrocitos de carneiro.

Grupo 1, subgrupo 1

Horas Lamina 1 LAmina 2 Média Desvio-
o padréo
30 28.5 38.0 33.258 4.75
12 26.5 27.5 25.75 0.75
24 20.0 43 .5 31.75 11.7
48 13.0 18.0 15.50 2.50
72 24.5 34:5 29.50 5.00
Grupo 1, subgrupo 2
Horas Limina 1 Lémina 2 Média Desvio-
padréo
30 5.0 35.0 35.00 0.00
12 3.0 32.5 32.75 0.25
24 27.5 20.5 24 .00 3.50
48 27.0 28.0 27.50 0.50
72 48.0 23.0 35.50 12.5
Grupe 1, subgrupo 3
Horas Lémina 1 Lémina 2 Média Degvio-
padrdo
30! 55.0 61.0 58.00 3.00
12 53.0 54.0 53.50 0.50
24 21.5 26.0 23.75 2.258
48 18.0 15.5% 16.75 1.25
72 19.5 8.0 18.75 0.75
Grupo 1, subgrupo 4
Horas Lénina 1 Lamina 2 Média Degvio-
padrioc
30! 30.0 26.5 28.25 1.5
12 41.5 23.5 32.50 9.00
24 25.5 15.0 20.25 5.25
48 37.0 19.5 28.25 8§.75
T2 38.0 22.0 30.00 8.00
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T&mhwﬁa48~hmmemﬁﬁmdw%degmmmdmsmﬂighhuanﬁMwﬁmmﬁmm
com hemolinfa livre de células de molusco infectado ou sadio € infectado posteriormente,
frente a eritrocitos de carneiro.

Grupo 2, subgrupo 1

Horas LAmina 1 Lémina 2 Média Degvio-
padrdo
RN 42.5 36.5 40.00 3.50
12 8.5 23.0 15.75 7T.25
24 27.% 26.0 26 .75 0.75
48 24.0 21.90 22.50 1.50
T2 44 .6 8.4 41.26 2.80
Grupo 2 subgrupo 2
Horas Lémina 1 Lémina 2 Média Desvio-
padréo
307 42.25 43.66 42.95 0.70
12 14.50 18.50 16.50 2.00
24 29.00 33.00 31.00 2.00
48 36.00 43.00 39.50 3.50
72 14.50 18.00 16.25 1.75
Grupo 2, subgrupo 3
Horas Lémina 1 Lémina 2 Média Desvio-
padrio
30! Z25.00 21.00 32.00 2.00
12 49 .50 32.50 41.00 8.50
24 39.00 39.50 39.25 0.2%
48 20.00 21.00 20.50 0.05
72 20.00 32.50 26.25 6.25
Grupo 2, subgrupo 4
Horasg Lémina 1 Lémina 2 Média Desgvio-
padrio
30! 36.50 57.00 46.75 10.25
12 30.50 31.50 31.00 0.50
24 20.50 14.00 17.25 3.25
48 24.50 33.00 28.75 4.25
72 34 .50 29.50 32.00 2.50
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Tabelas 49 a 52 - Indice de fagocitose de amebécitos de B. glabrata melanica inoculada
com suspensdo de células de molusco infectado ou sadio e infectado posteriormente,
frente a eritrocitos de carneiro.

Grupo 3, subgrupo 1

Horas Lamina 1 Lamina 2 Média Degvio-
padrio
307 60.0 90¢.0 75.00 15.0
12 43.0 40.0 41.50 1.50
24 0.5 72.5 71.50 1.00
48 45.0 68.5 56.75 11.7
72 60.0 55.0 57.75 2.25

Grupo 3, subgrupo 2

Horas Lémina 1 Lémina 2 Média Desvio-
padréo
30 60.0 52.5 56.25 3.75
12 31.5 30.5 31.00 0.50
24 69.0 68.5 68.75 0.25%
48 44 .0 55.0 45.50 5.50
72 55.0 55.5 55.25 0.25

Grupo 3, subgrupo 3

Horas Lémina 1 Lénina 2 Média Desvio-
padréo
30 40.0 41.0 40.50 0.50
iz 36.0 75.0 55.50 i8.5
24 ’ 61.0 40.0 50.50 10.5
48 37.0 15.0 26.00 11.0
72 48.0 42.5 45.25 2.75

Grupo 3, subgrupo 4

Horas Limina 1 Limina 2 Média Desvio-
padrio
30! 36.5 40.0 38.25 1.75
12 40.0 41.0 40.50 0.50
24 42.0 31.0 36.50 5.50
48 47.5 46.0 46.75 .75
T2 55.5 58.5 57.00 1.50
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Tabela 53 - Indice de fagocitose de amebécitos de 5. glabrata melanica infectada, frente a
eritrocitos de carneiro,

Grupo 4, subgrﬁpo i

Horas Limina 1 Lamina 2 Média Degvio-
padrio
30! 25,00 21.00 23.00 2.00
12 9.00 15.40 12.00 .00

24 18.50 32.50 25.50 .00

3
ki

48 23.30 22.00 22.65 0.65
5

72 25.00 13.50 19.25 .15
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Tabela 54 - Numero médio (0, 1/mm3) de amebocitos niio estrelados em B.

glabrata meldnica inoculada com hemolinfa total

Gi, sl Gl, 52 G, s3 Gl s4 G4, 51
Horas | Média | DP | Média [ DP | Mddia | DP | Média | DP | Média | DP
0 31 1.9 3.1 1.9 3.1 1.9 31 1.9 72 33
0.5 8.8 59 10.2 i7.0 11.6 8.7 13 2.2 23.1 11.2
2 75 0.6 14.2 i4.1 2.5 1.4 3.3 2.5 15.0 56
4 2.3 1.4 7.1 4.3 2.0 1.2 6.0 4.7 17.0 10,1
6 6.0 5.5 2.3 18 109 59 66 3.1 5.0 2.4
8 129 101 58 34101 76 44 2.5 8.0 5.1
10 153 11.4 8.5 3.0 16.2 0.8 3.9 29 8.9 3.8
12 8.0 4.0 4.0 2.8 10.6 i2.6 34 33 4.0 19
24 9.7 8.3 6.4 4.3 16.7 9.3 133 i8.5 43 3.9
48 2.4 8 57 4.5 16.8 10.4 8.7 52 71 | )
72 0.9 37 6.2 22 33 9.4 8.9 9.1 109 4.2

Tabela 55 - Numero médio (0, 1/mm3) de amebocitos estrelados em B

inoculada com hemolinfa total.

. glabrata melanica

Gl. sl Gl, 82 Gl, s3 Gl, sd G4, sl
Horas | Média | DP | Média | DP_| Média | DP | Média | DP | Média | DP
0 2.4 1.7 2.4 1.7 2.4 1.7 2.4 17 256 241
0.5 13.1 2.6 102 112 299 412 181 168 462 277
2 135 121 176 132 236 1L8 173 97 365 288
4 18 3.2 1.1 6.5 154 93 260 186 181 139
6 30- 25 3.6 2.3 438 2.7 6.7 4.7 13.1 74
8 57 4.5 4.0 3.4 6.8 3.4 3.6 2.4 127 93
10 4.2 4.3 39 110 322 262 82 3.6 181 214
12 170 120 136 9. 104 89 126 79 125 126
24 207 195 247 180 240 139 88 6.2 11.4 5.6
48 5.3 3.7 8.1 4.6 124 104 135 44 17.8 70
72 0.9 3.7 156 8.2 5.1 3.3 0.4 6.0 4.0 4.2
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Tabela 56 - Ndmero médio (0,1/mm3) de amebocitos ndo estrelados em B. glabrata
melanica inoculada com hemolinfa sem células

G2. sl G2, 52 G2, s3 G2, 54 G4, sl
Horas | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP
0 5.0 3.0 5.0 3.0 5.0 3.0 5.0 3.0 7.2 3.3
0.5 7.3 3.3 3.8 1.9 5.3 16 100 74 231 112
2 5.7 38 53 3.2 127 95 7.1 43 150 5.6
4 106 54 5.1 3.4 108 153 82 4.1 170 10.1
6 7.0 3.4 129 123 84 6.7 6.0 4.9 5.0 2.4
8 167 77 113 53 7.4 3.7 8.8 5.1 8.0 5.1
10 125 69 108 43 6.4 3.2 7.4 4.0 8.9 38
12 10.6 6.6 7.2 0.3 [0.6 73 10.7 4.5 4.0 1.9
24 7.8 3.1 4.3 3.1 10.2 7.5 5.3 2.8 4.3 3.9
4% 8.6 5.3 7.1 34 100 7.1 4.2 3.2 7.1 16
72 6.9 3.9 3.3 1.4 3.2 1.8 4.3 3.2 109 42

Tabela 57 - Namero médio (0,1/mm3) de amebécitos estrelados em B. glabrata melanica
inoculada com hemolinfa sem células

G2, s G2, 82 G2, 53 G2, sd G4, sl
Horas | Media | DP | Mdcdia | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP
0 7.8 6.6 78 6.6 7.8 6.6 7.8 6.6 256 242
0,5 178 159 155 228 139 205 246 294 462 277
2 167 172 6.5 6.0 225 176 217 231 365 288
4 353 269 156 138 120 5.1 191 156 181 139
6 3.7 202 170 113 229 167 104 4.7 13.1 7.4
8 248 300 159 186 210 219 133 9.9 12.7 9.3
10 10.6 8.9 6.0 438 165 126 173 159 181 214
12 242 349 161 247 151 137 346 358 125 126
24 169 327 146 7.1 17.4 9.6 193 102 114 56
48 113 73 165 116 115 1LY 9.9 5.6 17.8 7.0
72 200 209 9.0 43 124 122 7.8 6.6 4.0 4.2
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Tabela 58 - Namero médio (0,1/mm3) de amebocitos ndo estrelados em B. glabrata
melanica inoculada com suspenso de células

G3.sl G3.s2 G3, 3 G3, s4 G4, sl
Horas | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Médin | DP
0 7.2 34 1.2 34 712 34 7.2 34 T2 33
0.5 T3 35 7.0 33 77 7.1 78 50 23.1 11.2
2 T.7 74 4.4 2.3 16.9 12.2 5.5 24 15.0 56
4 1.0 6.4 6.3 6.1 7.6 52 18.1 4.5 17.0 10.1
6 5.7 5.0 4.3 2.5 9.5 56 11.9 5.5 50 241
8 7.9 9.1 93 56 8.9 28 115 96 80 516
10 A 3.2 3.1 19 143 232 14.3 56 3.9 3.81
12 4.2 7.8 9.4 3.5 9.9 5.4 4.2 8.6 4.0 1.9
24 5.0 2.4 79 4.3 7.3 4.3 119 0.8 43 3.9
48 9.7 0.0 6.1 4.3 5.8 3.4 8.1 3.8 7.1 I NS
72 6.6 37 50 24 7.5 4.9 6.2 35 10.9 4.2

Tabela 59 - Namero médio (0,1/mm3) de amebocitos estrelados em B. glabrata melanica

inoculada com suspensio de células

G3, sl G3. s2 G3, 83 G3, s4 G4, s1
Horas | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP
0 256 242 236 242 256 241 256 242 256 241
0.5 152 170 157 104 388 225 159 154 462 277
2 195 280 100 7.7 342 327 182 150 365 288
4 260 180 236 162 327 365 277 150 181 139
6 207 147 363 222 217 201 316 262 131 7.4
8 154 103 135 7.9 222 172 209 192 127 9.3
10 151 118 227 178 207 130 297 162 181 214
12 340 234 233 I15 0 170 132 489 523 125 126
24 6.9 132 26 264 250 132 119 68 1.4 56
48 246 227 206 227 165 94 183 108 178 7.1
72 237 213 200 174 142 8.2 11.0 7.4 4.0 4.2




Anexo |i - Estatistico
Tabelas-resumo do SAS



Response: INF

The SAS Systen

Weight Variable: FREQ

Data Set: SOBR
Frequency Kissing: 0

Respon
Popula
Total

Obsery

POPULATION PROFILES

San

Sample HEMOL ORIGEM i

RESPONSE PROFILES

Response INF

Andlise da infeccao

se Levels (R)= 2
tions {5)= 6
Frequency (N)= 600
ations (Obs)= 24

ple
ze

MAXTMUM-LIKELIHOOD ANALYSIS

Sub
fteration Iteration
0 0
1 0
2 0
3 ]
4 0

~2 Log Convergence
Likelihood  Criterion
831.77662 1.0000
8060.87478 0.0372
800.78471 0.000112
800.78469 1.908E-8
800.78469 §.250E~16

Parameter Estimates
i 2

O 0

0.0467 0.0733

0.0549 $.0660

3.0551 0.0658

0.0551 0.0658

CATHOD PROCEDURE
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The 5SS System

Parameter Estinates

Iteration 3 4 5 6
0 0 ¢ 0 0
1 ~0.3867 0.0467 ~0,2067 ~0.2667
2 -0. 4027 0.0545 -0, 2154 -0,2821
3 -0. 4028 0,0546 -0.21%5 -0.2822
4 -, 4028 0.0546 ~(,2155 -0.2822
HAXINUN-LIKELIHOOD ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLR
Source DF  Chi-Square Prob
INTERCEPT 1 0.43  0.5122
HEMOL 2 13.03  0.0015
ORIGEN 1 .42 0.5157
HEMOL*ORIGEM 2 17.11  0.0002
LIKELIROOD RATIO 0

XXVITT



ANALYSIS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD ESTIMATES

Standard  Chi-

Effect Parameter Fstimate  Error  Square  Prob

INTERCEPT 1 0.0551 0.0840 0.43 0.5122

HEMOL 2 0.,0658 0.1175 .31 0.5781
3 -0.4028 0.1184 11.57 0.0007

ORIGEHM 4 0.0546 0.0840 0.42 0.5157

REMOL*ORIGEM 5 -0.215%  0.117% 3.37 0,066%
&

~0.2822  0.1184 5.68 0.0172

The SAS System

Response: INF
Weight Variable: FREQ

Data Set: SOBR
Frequency Missing: 0

ORIGEM=I

CATHOD PROCEDURE

Response Levels (R) 2
Populations  (8)

Total Frequency (N}= 300
Observations (Obs)= 12

H

POPULATION PROFILES

Sample

Sample HEMOL Size
1 ¢ 100
2 5 100

3 ¥ 100

3 .

XXIX



RESPONSE PROFILES

Response INF

MAXTMUM-LIKELTHOOD ANALYSIS

Sub -2 Log Convergence
Iteration Iteration Likelihood  Criterion
0 0 415.88831 1.0000
1 0 387,95374 0.0672
2 0 387.8637% 0.000232
3 0 387.86374 3.9394E-3
4 0 387.86374 1,466E-15

The SAS Systenm

ORIGEM=T ————
Parameter Estimates
Iteration 1 2 3
0 0 0 0
1 0.0933 -0.1333 ~(.6533
2 0.1094 -0.149%4 -0.6847
3 0.1097 -0.1497 -(.6851
4 0.1097 -0.1497 -0),6851

MAXTMUM~LIKELIHOOD ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE

Source ‘ DF  Chi-Square Prob
INTERCEPT 1 0.81 0.3669
HEHOL 2 25.31 £.0000

LIKELTHOOD RATIO 0

XXX



XXXI
ANALYSIS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD LSTIMATES

Standard  Chi-

Effect Parameter Estimate  Error  Square Prob
INTERCEPT 10,1097  0.1216  0.81 0.3669
HEMOL 2 -0.1497  0.,1677  0.80 0.3720

3 -0.6851  0.1710  16.05 ©.0001

CONTRASTS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD ESTIMATES .

Contrast PP Chi-Square Prob
Cvs S i 3.4 0.0638
Cvs T 1 0.80  0.3720

Svs 1 16.0%  0.0001

The SAS System

- ORIGEN=T*

CATMOD PROCEDURE

Response: INY Response Levels (R)s= 2
Weight Variable: FREQ Populations (§8)= 3
Data Set: SOBR Total Frequency (N}= 300
Frequency Missing: 0 Observations (Obs)= 12



POPULATION PROFILES

Sample
Sample HEMOL Size
1 ¢ 100
2 § 100
3 T 100

RESPONSE PROFILES

Response INF

MAXIMUM-LIKELIHOOD ANALYSIS

Sub -2 Log Convergence

Iteration Iteration Likelihood  Criterion
0 0 415,88831 1.0006¢

1 0 412.92104 0.007135

2 0 412.92095 2.11748-7

3 0 412.92095 31.579E-15

The SAS Systenm
ORIGEM=I%
Parameter FEstinmates
Iteration 1 2 3

0 0 0 4]

1 -7.99E-17 0.2800 -0.1200

2 0.000455 0.2814 -0,1206

3 0.000455 0.2814 -0.1206

XXXIT



MAXIHUM-LIKELIHOOD ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE

Source DF  Chi-Square Prob
INTERCEPT 1 ¢.00 0,999
HEMOL 2 2.9%  0.2293
LIKELIHOOD RATIO 0

ANALYSIS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD ESTIMATES

Standard  Chi-

Effect Parameter Estimate  FError  Square Prob
INTERCEPT 1 0.000455  0.1160 8.00 0.9969
HEMOL 2 0.2814  0,1645 2.93 0.0872
3 ~0.1206 0.1639 0.54 0.4617
CONTRASTS OF HAXTMUM-LIKELIHOOD ESTIMATES

Contrast DF  Chi-Square Prob

Cvs § 1 2.00 0.1577

Cvs T 1 2.93  0.0872

S

vs T 1 0.54  0.4617

XXXIITI



SEMANA

.0000
1.6600
3.0000
7.0000
9.0000
12.0000%

indlise da wortalidade

Pados Totais

Product-Limit Survival Fstimates
HEMOL = C ORIGEM = I INFECCAG = ¥

Survival

Standard Nunber Number
Survival Failure Error Failed Left Freq
1.0000 0 ] 0 50 0
0.9400 0.0600 0.0336 3 47 3
0.9200 0.0800 0.0384 i 46 1
0.8800 0.1200 {.0460 "6 44 2
0.8400 0.1600 0.0518 8 42 2
8 0 42

* Censored Observation

Sumpary Statistics for Time Variable SEMANA

Quantile

75%
50%
25%

Hean

Point
Estimate

8.3200

95% Confidence Interval

9.0000

[Lower, Upper)

Standard Erfor

0.3120

HOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is hiased.

XXX1IV

The LIFETEST Procedure



SEMANA

0.0000
7.0000
8.0000
9.0600
10.0000
11.06000
12.0000%

NOTE: The last observation was cemsored so the estimate of the mean is biased.

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Estimates
HEMOL = C ORIGEM = I INVECCAO = §

Survival

Standard Number Hunber

Survival Failure Error Failed Left
1.0000 0 0 0 50
0.9600 0.0400 0.0277 2 48
0.9000 0.1000 0.0424 5 45
0.7800 0.2200 0.0586 11 39
0.5600 0. 4400 0.0702 22 28
0.5000 0.5000 0.0707 25 25
© 25 0

% Censored Observation

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75% . .
504 . 10.0000
25% 10.0000 9.0000 10.0000

Hean  10.2000 Standard Error  (.16Q7

XXXV

Freq
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XKXVI
Dados Totais

The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Estimates
HEHOL = € ORIGEM = I* INFECCAO = K

Survival
Standard Number Runber
SEMANA Suryival Fajlure Exror Failed Left Freq
0.0000 1.0000 0 0 0 50 ]
4,0000 $.9800 0.0200 0.0198 1 49 1
12.0000% . 1 0 49

% Censored Observation

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval

Quantile  Estimate [Lower, Upper)
75%

50%

25%

Hean  4.0000 Standard Error

NOTE: The last observation was censored s¢ the estimate of the mean is biased.



SEMANA

0.0000
7.6000
8.0600
9.0000
10,0000
11.6600

12.0000*

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Product~Limit Survival Estimates
HEMOL = C ORIGEM = I* INFECCAQ = §

Survival

Standard Number Number

Survival Failure Error Failed Left
1.0000 0 0 0 48
0.937% 0.0625 G.0349 3 15
(.8958 0.1042 0.0441 5 43
0.8750 0.1250 0.0477 6 42
0.7083 0.2917 0.0656 14 34
0.6667 0.3333 0.0680 i6 32
16 0

* Censored Observation

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75%
50% . .
25% 10,0000 10.6000

Mean 10,4167 Standard Error  0.1690

Freg

[ N B~ L S i O S §

XXXVII



XXXVIII
bados Totais

The LIFETEST Procedure

Product-Linit Swrvival Estimates
HEMOL = 5 ORIGEM = I INFECCAO = §

Survival

Standard Number Humber
SEMANA Survival Failure Error Failed Left Freg
0.0000 1.0000 0 0 0 48 0
2.0000 0.9792 0.0208 0.0206 1 §7 1
4.0000 0.9583 0.0417 0.0288 2 46 1
8.0000 0.5167 0.0833 0.0399 4 44 2
12.0000% 4 0 44

% Censored Observation

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Point  95% Confidence Interval

Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75%

50%

25%

Hean  7.7917 Standard Errer  0.1700

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.



SEMANA

0.0000
5.0000
6.0000
7.0000
8.0000
9,0000
16.0000
11,0000
12.0000%

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.

Dados Totais

The LIFETEST Procedure

Product~Limit Survival Estimates
HEMOL = 5 ORIGEM = I INPECCAO =S

Survival Failure

1.0060 0
0.8958 0.1042
0.8750 0.1250
0.7500 0.2500
0.5625 0.4375
0.3542 0.6458
0.3125 0.6875
0.1250 0.8750

* Censored Observation

Survival
Standard

Error

0
0.0441
0.0477
0.0625
0.0716
0.0690
0.0669
0.0477

Numbey
Failed
0
5
6
12
21
31
33
42
42

Number
Left

Suemary Statistics for Time Variable SEMANA

Point
Quantile  Estimate

75% 11.6600
50% 9.0000
25% 7.5000
Mean  8,7500

9%% Confidence Interval
[Lower, Upper)

9.0000
8.00600
7.0000

Standard Error

11.0000
5.0000
8,0000

0.2837

48
43
42
36
27
17
15

6

0

XXXIX

Freq

Fd
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SEMANA

0.0000
4,0000
5.0000
8.0000
9.0000
10,0000
11.0000

12.0000%

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Istimates
HEMOL = 5 ORIGEM = I* INFECCAQ = ¥

Survival

Standard Number Nunber

Survival Failure Error Failed Left
1.000¢ 0 0 ¢ 49
0.9592 0.0408 0.0283 2 47
(.9388 0.0612 0.0342 3 46
0.8776 0.1224 0.0468 6 43
0.8367 0.1633 0.0528 8 41
0.8163 0.1837 0.0553 9 40
0.79%9 0.2041 0.0576 10 39
10 0

* Censored Observaticn

Sumnary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Fstimate {Lower, Upper)

75%
50% . .
25% . 9.0000

Hean  10.306% Standard Error 0.2603

Freq

A Rl R DO L o O

1at

XL



XLT

bados Totais
The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Pstimates
HEMOL = 5§ ORIGEM = I* INFECCAO = §

Survival
Standard Number Number
SEMANA  Survival Failure Error Failed Left Freq
0.0000 1.0000 0 0 0 §7 0
3.6000 0.9787 0.0213 0.0210 1 46 1
5.0000 0.9149 0.0851 0.0407 4 43 3
8.0000 0.7234 0.2766 0.0652 13 3 9
5.0000 0.3404 0.6596 0.0691 31 16 13
10,0000 0.1489 0.8511 0.0519 -40 7 9
12.0000% 40 0 7

* Censored Chservation

Sumary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval

Quantile  Estimate [Lower, Upper) -
75% 10,0000 9.0000

50% 9.0000 . .

25% £,0000 8.0000 9,0000

Mean  8.7660 Standard Exror  0.2223

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.



SEMARA

0.0000
1.0000
2.0000
3.0060
5.0000
6.0000
7.0000

12.0000%

NOTE: The last observation was censored so the estimate cf_the nean is biased.

Dados Totais

The LIFETEST Procedure

Product-Limit Survival Estinmates
HEMOL = T ORIGEM = I INFICCAQ = §

Survival

Standard Number Bunber

Survival Failure Error FPailed Left
1.0000 0 0 0 50
0.9600 0.0400 0.0277 2 48
0.9400 0.0600 0.0336 3 47
0.9200 0.0800 0.0384 4 {6
0.8400 0.1600 0.0518 4 42
0.8200 0,1800 0.0543 9 il
0.8000 0.2000 0.0566 10 40
10 0

% Censored Observation

Susmary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75%

50% . .

25% . 5.0000

Mean 6.4000 Standard Error 0.2231
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SEMANA

0.0060
1.00600
2,(H00
3.0000
4.0000
5.00600
6.00600
3.6000

Survival

1.0000
0.9600
0.6000
0.2400
0.2000
0.1600
0.0400

0

Dados Totals

The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Fstimates
HEMOL = T ORIGEM = T INFECCAO = §

Pailure

0
0.0400
0. 4000
0.7600
¢.8000
0.8400
0. 9600
1.0000

Survival
Standard
Error

0
0.0277
0.0693
0.0604
0.0566
(.0518
0.0277

6

Nugber
Failed

0

2
20
k
40
42
48
50

XLITT

* Number
Left Freg

50
48
30
12
10
8
2
¢

PO

D3O M2 02N

Sumary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Estimate [Lower, Upper)
75% 3.0000 3.0000 6.0000
50% 3.0000 2.0000 3.0000
25% 2.0000
Mean  3.2400 Standard Error  0.2366



SEMANA

£.0000
1.0060
2.0000
5.0000
7.0000
8.0000
12.0000%

HOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased,

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Product-Limit Survival Estimates
HEMOL = T ORIGEM = I%* IKFECCAQ = H

Survival

Standard Number Humber

Survival Pailure Error Failed Left
1.0000 0 0 it 50
0.9800 0.0200 0.0198 1 49
0.8000 0.2000 0.0566 10 40
0.7800 0.2200 0.0586 11 39
0.7400 (. 2600 0.0620 13 37
0.7200 0.2800 0.0635 14 36
“14 ’ 0

* Censored Observation

Summary Statistics for Tine Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval
Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75%

50% . .

25% 7.0000 2.0000

Hean 6.6800 Standard Error  0.3576

Freq

N e B R D e O

ALIV



SEMANA

0.0000
1.0000
2.0000
3.0000
4.,0000
50600
6.0000
7.0000
11.6000

Product-Limit Survival Estimates

Dados "Totais

The LIFETEST Procedure

HEMOL = T ORIGEM = I* INFECCAQ = §

Survival

1.6000
0.9600
0.6200
0.5000
0. 4800
0.4000
0.2400
0.1000

0

Failure

0
0.0400
0.3800
0.5000
0.5200
0. 6000
0.7600
$.9000
1.0000

Survival
Standard
Exror

0
0.0277
0.0686
0.0707
0.0707
0.0693
0. 0604
0.0424

Bunber
Failed

0

2
19
25
26
30
38
45
50

Numher
Left

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Quantile
75%
50%
25%

Hean

95% Confidence Interval

[Lower, Upper)

Point
Estimate
6.0000 6.0000
3.5000 2.0000
2.0000 2.0000
£.6000 Standard Frror

7.0000
6.0000
3.0000

0.4131

50
48
k11
25
24
20
12

5

0

Freg

[y

WN ] G2 e b O ] D) O

SEHANA

XLV

Survival

Fai



XLVI

Dados Totais
The LIFETEST Procedure-

Summary of the Number of Censored and Uncensored Valuss

Stratum Total Failed Censored iCensored
C 50 8 42 84.0000
B 50 25 25 50.0060
A 50 1 49 98.0000
b 48 16 © 32 66.6667
5 48 4 T 44 91,6667
F 48 42 6 12.5000
G 49 10 30 79,5918
B 17 40 7 14.8936
T 50 10 46 80,0000
J 50 50 0 0.0000
K 50 14 T 36 72,0000
L 50 50 ] 0.0000
Total 590 270 320 54.2373

Legend for Strata Symbols

Symbol HEMOL ORIGEM INFECCAO
¢ ¢ I N
B ¢ I 5
A c I* N
)] C Ix 5
5 S I N
F 5 i 5
G 5 I* N
H 5 Ix S
T T I N
J T I 5
K T Ix N
L T ix 5

NOTE: There were 72 observations with missing values, negative time values or frequency values
less than 1.



ALVIT

Dados Totais

The LIFETEST Procedure
Survival Function Estimates
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Strata
L+
K+
J +
T4
B+
G+
F4
S+
D+
A4
B+
C+

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Censored Observations

SIMANA  SEMANA

e

D o 3L D LR o B -3

XIVIIT
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35+

3.0 +
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Lo+

0.5 +

0.0 +

Dados "Totais
The LIFETEST Procedure

~Log(Survival Function) Estimates
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Dados Totais
The LITETEST Procedure

Log{-Log{Survival Function)) Estimates
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Symbol

[l R = I IR B S - - B Y

Dados Totais
The LIFETEST Procedure

Legend for Strata Symbols

HEMOL ORIGEH
¢ I
¢ i
c I*
¢ Ix*
5 1
8 I
S I*
5 I*
T I
T I
T Ix
T I

LI

INFECCAO

wmmmmzmzmzmmr



LII
Dados Totais

The LIFETEST Procedure

Testing Homogeneity of Survival Curves over Strata
Tine Variable SEMANA

Rank statistics

Stratum  Log-Rank Wilcoxon

¢ ~18,498 -8137
B ~1.737 “2650
A -28.136 -12813
D -10.372 -5874
5 -22.983 -10417
F 21.453 7705
G ~16.667 -7950
H 19.054 6607
T -16.250 -6436
J 42,757 22970
K -4.293 3143
L 39.673 20138



LIIT
Covariance Matrix for the Log-Ramk Statistics

Stratun ¢ B A ) S )
¢ 22.3493 -2.4678 ~2.7311 -2.4487 ~2,5224 -1.8505
B -2.4678 22.5493 -2.7140 ~2.4642 -2.5122 ~1.9125
A ~2.7311 -2.7140 24.2605 -2.6988 -2.7867 -2.0163
D ~2.4487 ~2.4642 -2.6988 2.2135  ~2.4952 -1.8625
5 -2.5224 -2.5122 -2.7867 ~2.4952 22,6990 ~1.8778
F ~1.8505 «1.9125 -2.0163 ~1,8625 -1.8778 17,7710
6 ~2.4814 ~2.4835 =2.7372 -2.4602 -2.5298 -1.8741
i -1.8811 ~1.9665 -2.0478 ~1.9027 -1.9073 ~1.5856
T -2.3497 ~2.3436 -2.5926 ~2.3260 ~2.3957 ~1.7676
J ~0.5797 -0.6145 ~0.6132 -0.5896  -0.5838 -0.5830
K -2.1598 ~2.1571 -2.3812 -2.1392 -2.2019 ~1.6336
L -0,8772 ~0.9135 -0.9416 -0.8865 -0.8862 ~0,8075
Dados Totais 18:05

The LIFETEST Procedure

Covariance Matrix for the Log-Rank Statistics

Stratun G i T J K L
¢ ~2.,4814 -1.8811 -2.3497 -0.5797 -2.1598 ~0.8772
B ~2.4835 -1.9665 -2.3436 -0.6145 -2.1571 -0.9135
A ~2.7372 ~2.0478 ~2.5926 ~0.6132 ~2.3812 -0.9416
D -2.4602 -1.9027 ~2.3260 ~0.5896 -2.1392 -0.8865
5 -2.5298 -1.9073 ~2,3957 -0.5838 -2,2019 ~-(.8862
F -1.8741 -1.5856 ~1.7676 -0.5830 ~1.6336 -0.8075
G 22.4934 -1.9073 -2.3582 -0.5981 ~2.1685 -(.8951
H -1.9073 18.0152 ~1.7905 ~0.572% -1.6651 ~0.7985
T ~2.3582 -1.7905 21.4227 ~0.5814 ~2.0067 -0.8608
J -0.5981 -0.5729 -0.5814 6.3614 -0.5590 -0, 4863
K ~2.1685 -1.655} -2.0567 -(.55%0 19.9240 -0.8119
L ~0.8951 ~0.7985 -0.8608 -0.4863 -0.8119 9.1651



LIV

Covariance Matrix for the Wilcoxon Statistics

Stratum C B A D S F
C 4899833 -530779 ~b64286 -518965 -526378 -§28034
B ~530779 5049027 ~577245 -535122 -538314 -448907
A ~564286 =577245 5266950 ~H65231 ~573241 ~462047
D -518965 ~535122 ~565231 4930375 ~526665 -433861
5 ~525378 -h38314 ~573241 ~526665 4959689 ~433072
F ~428034 ~448907 -462047 -433861 -433072 4238453
G -523483 ~538110 ~570436 ~525549 -531439 -436093
i -435195 ~458998 ~469891 -442076 ~440242 ~388762
T -496345 ~509131 -540765 ~-497807 ~503815 -413289
J ~179470 ~189895 ~189592 ~182237 ~180721 -180834
K -460519 ~4§72815 501277 -462009 -467438 -385313
L -237379 -249712 -252936 -240854 ~239366 ~228242

Dados Totais
The LIFETEST Procedure’

Covariance Hatrix for the Wilcoxon Statistics

Stratum 6 i T J K L
¢ ~523483 ~435195 ~496345 -179470 -460519 -237379
B -538110 -458998 ~509131 ~189895 ~472815 ~249712
A 570436 -469891 -540765 ~189592 501277 252936
D ~525549 -442076 -497807 -182237 -462009 ~240854
5 ~531439 ~440242 -503815 ~180721 -467438 -239366
¥ -436093 ~388762 ~413289 -180834 ~385313 228242
6 4965849 443535 502425 185149 -466318 ~243313
i -443535 4290661 ~§18857 ~177432 - =390410 -225263
7 ~502425 -418857 4741224 -180561 -443128 ~235102
J -185149 -177432 ~180561 1977046 ~174918 156237
K -466318 ~390410 -443128 174918 4448359 224213
L -243313 -225263 -235102 ~156237 -224213 2532617



Legend for Strata Symbols
Symbol  HEMOL ORIGEH INFECCAO

I
I
I
I
I
i
I*
I
I
I
I
I*

oo YTI U T oD o0

i
W ol w3 oD 0 U2 U2 LAY Y

Or = e omm oL o U N Lo

oy Oy

Test of Equality over Strata

br »
Test Chi-Square  DF Chi-Square

Log-Ramk  606.1252 11 0.0001

Wilcoxon 539,939 11 0.0001

=20q{LR) 3344920 11 0.0001
Comparacao de Grupos

The LIFETEST Procedure

Product-Limit Survival Estimates

COMP = 1
Survival
Standard Number Kumber
SEMARA  Survival Failure Error Failed Left Freq
0.0000 1.0000 0 0 0 100 0
1.0000 . . . 2 98 2
1.0000 G.9600 ¢.0400 ¢.0196 § 96 2
2.0660 . . . 22 78 18
2.0000 0.6100 0.3900 0.0488 39 61 17
3.0000 . . . 57 43 18
3.0000 0.3700 0.6300 0.0483 63 37 6
§.0000 . . . 65 35 2
4,0000 0.3400 0.6600 0.0474 66 H 1
5.0000 . . . 70 30 4
5.0000 0.2800 0.7200 0.0449 72 28 2
6,0000 . . . 80 20 8
6.0000 0.1400 0.8600 0.0347 86 14 6
7.0000 0.0700 0.9300 0,0255 93 7 7
8.0000 0.0800 0.9500 0.0218 9% 5 2
11,0000 & 1.0000 0 100 0 5



SEMANA

0,0000

3.0000
5.0000
5.0000
6.0000
7.0000
8.0000
8.0000
9.0000
9.0000
10.0000
10.0000
11.0000
12.0000%
12.0000%

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the wean is blased.

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

95% Confidence Interval

{Lower, Upper)

4.0000 6.0000

Point
Quantile  Fstimate
75% 6. 0000
50% 3.0000
25% 2.0000
Mean 3.9200

Survival

1.0000
0.9895

0.9053
0.8947
0.8316
0.6421
0.3474

0.2316
0.1368

Standard Error 0.2465
Comparacao de Grupos

The LIFETEST Procedure

Product-Limit Survival Estimates

Failure

{
0.0105

0.0947
0.1053
0.1684
3.3579
0.6526

¢.7684
0.8632

% Censored Observation

COMP = 2
Survival

Standard
Error

0
0.0105

.0300
0.0315
0.0384
0.0452
0.0489

(.0433
0.0353

Hurber Number
Pailed Left
0 95

1 94

6 89

9 86

10 85

i6 79

25 70

34 6l

52 43
62 33

71 24

73 22

82 13
82 7

82 0

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

95% Confidence Interval

Point
Quantile  Estimate
75% 10.0000
50% 9.0000
25% 8.0000
Hean  8.8316

10,0060

fLower, Upper)

11,0000

Standard Error  0.1869

Fregq

PR —
=1 O WD PO WD DGR D WD O e s AT e O
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Comparacac de Grupos
The LIFETEST Procedure

Product-Linit Survival Estimates

COMP = 3
Survival
Standard Nunber Number
SEMANA Survival Failure Error Failed Left Freq
0.00060 1.0000 0 0 0 395 0
1.0000 3 392 3
1.0000 . . . 5 390 2
1.06660 0.9848 0.0152 0.006015 6 389 i
2.0000 . . . 15 330 9
2.0000 . . . 16 379 1
2.0000 0.9570 0.0430 0.0102 17 378 1
3.0000 . . . 18 77 1
3.0000 0.9519 0.0481 0.0108 - 19 - 376 1
4,0000 . . . 21 374 2
4.0000 . . . 22 N 1
4.0000 0.9418 {.0582 0.0118 23 172 1
5.0000 . . . 27 368 4
5.0000 . . . 28 367 1
5.0000 0.9266 0.0734 0.0131 25 366 1
6.0000 0.9241 0.0759 0.0133 30 365 1
7.0000 . . . 33 362 3
7.0000 . . . 15 360 2
7.0000 . . . 37 158 2
7.0000 . . . 39 356 2
7.00600 0.8987 0.1013 $.0152 40 355 1
8.0000 . . . 43 352 3
8.0000 ' . . 1 349 3
8.0000 . . . 48 347 2
8.0000 . . . 50 345 2
8.0000 0.8709 0.1291 0.0169 51 344 1
9.00600 . . . 57 338 6
5.0000 . . . . 59 336 2
9.0000 . . . 61 334 2
9.0000 0.8430 0.1570 0.0183 62 333 1
10.0000 . . . 73 322 i1
10,0000 . . . 81 314 8
10.0000 0.7924 0.2076 0.0204 82 313 1
11.0000 . . . 85 31¢ 3
11.0000 . . . 87 308 2
11.0000 0.7772 0,2228 (.0209 a8 307 1
12.0000% . . . 83 282 25
12.0000% . . . 88 250 32
12.0000% . . . a8 214 36
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Comparacao de Grupos

The LIFETEST Procedure

Survival
Standard Kumber Number
SEMANA  Survival Failure Error Failed Left Freg
12.0000% . . . 68 175 39
12.0000% . . . 88 135 40
12.0000% . . . 88 93 42
12.0000% . . . 88 49 44

12,0000% 88 0 49

% Censored Ohservation

Summary Statistics for Time Variable SEMANA

Point 95% Confidence Interval

Quantile  Estimate [Lower, Upper)

75%

50% . .

25% . 11.0000

Mean 10,0911 Standard Error  0.115%4

NOTE: The last observation was censored so the estimate of the mean is biased.

summary of the Number of Censored and Uncensored Values

CoMp Total Failed Censored 3Cemsored
1 100 100 0 0.0000
2 a5 82 13 13.6842
3 395 48 307 77.7215
Total 590 270 3120 54.2373

NOTE: There were 72 observations with missing values, neqative time values or frequency values
less than 1.



Comparacao de Grupos

The LIFETEST Procedure

Survival Function Estimates
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Comparacac de Grupos

The LIFETEST Procedure

Censored Observations
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Comparacao de Grupos
The LIFEIEST Procedure

-Log(Survival Function) Estimates
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Comparacao de Grupos
The LIFEFEST Procedure

Log(-Log{Survival Function)) Estimates
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Testing Homogeneity of Survival Curves over Strata

Covariance Matrix for the Log-Rank Statistics

conp

1
2
3

Covariance Matrix for the Wilcoxon Statistics

COMP

1
2
3

Comparacao de Grupes
The LIPETEST Procedure
Legend for Strata Symbols

A:COMP=1 B:COMP=2 C:COMP=3
Comparacao de Grupos
The LIFETEST Procedure -
Time Variable SEMANA

Rank Statistics

COHP Log-Rank  Wilcoxon
1 82.43 43108
2 40.51 14312
3 ~122.94 -57420

1 2 3
14,5539 -2.7619 =11.7920
~2.7619 32,6150 -29.8531

-11.7920 -29.8531 41.6452

1 2 3
4197189 -811771 ~3385418
-811771 7751590 -6939819

-3385418 ~6939819 10325236

Test of Equality over Strata

Pro>
Test Chi-Square  DF Chi-Square

log-Rank  565.1014 2 0.0001
Wilcovon  510.2064 2 0.0001
-2Log(LR) 289.9208 2 0.0001
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LXIV

Comparacao de Grupos

- ORIGEM=1

CATHOD PROCEDURE

Response: RESP Response Levels (R)= 2
Weight variable: F Populations (8)= 3
Data Set: INF Total Frequency (= 150
Frequency Hissing: 0 Observations {Obs)= 6
POPULATION PROFILES
Sample
Sample HEMOL ORIGEM Size
1 ¢ I 50
2 5 I 50
3 T i 50
RESPONSE PROFILES
Response RESP
1 I
2 N
MAXTMUM-LIKELIHOOD ANALYSIS
Sub -2 Log  Convergence Parameter Estimates
Iteration Iteration Likelihood Criterion 1 2 3 4
207.94415 1.0000 0 0 0

190.91871 0.0819 0.1867 0.4533 0.4533
190.89404  0.000129 0.1909 0.4723 0.4723
190,89404  3.0984E-9 0.150% 0.4724 0.4724

W B O
o D
oo R vuee R o B v



Comparacac de Grupos

ORIGEN=I

-

MAXIMUM-LIKELIHOOD ANALYSIS~-OF-VARIANCE TABLE

Source DF  Chi-Sgquare Prob
INTERCEPT 1 .21 0.2704
REMOL 2 14,71 0.0006
ORIGEH i . .
LIKELIHOOD RATIO 0

NOTE: Effects marked with '*’ contain one or more
redundant or restricted parameters.

ANALYSEIS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD ESTTHATES

Standard  Chi-

Effect Parameter [Estimate  Error  Square Prob

INTERCEPT 101909  0.733  1.21 0.2704

HEMOL 2 0.4724 02044 3.74 0.0533
3 0.4724 0.2444 3,74 0.0533
4

ORIGEM
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Comparacac de Grupos

Response: RESP

Weight Variable: F

Data Sef: INT

Frequency Missing: 0

ORIGEM=I*

CATMOD PROCEDURE

Response Levels
Populations

Total Frequency
Observations

POPULATION PROFILES

Sample
Sample HEMOL ORIGEM Size
1 c I* 50
2 5 I# 50
3 T I*

RESPONSE PROFILES

Response RESP

HAXTMUR-LIKELIHOOD ANALYSIS

50

(R
(s
(¥

(Obs

)
}
)
)

[

H

2
3
150
6

Sub -2 Log  Convergence Parameter Estimates
Iteration Iteration Likelihood (Criterion 1 3
0 0 207.94415 1.0000 0 0 0 0
1 0 207.46377 0.002310 0.0533 -0.1333 0.0267 0
2 0 207.46377  7.2483E-9 0.0534 -(.1335 0.0266 0

LAVI
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Comparacae de Grupos

m——— - ORIGEM=I* - -

HAXTHUN-LIKELIHOOD ANALYSIS-OF-VARIANCE TABLE

Source DF  Chi-Square Prob
INTERCEPT 1 0.11  0.7438
HEHOL 2 0.37 0.8298
ORIGEM 0%
LIKELIBOOD RATIO 0

NOTE: Effects marked with **’ contain one or more
redundant or restricted parameters.

ANALYSIS OF MAXIMUM-LIKELIHOOD ESTIHATES

Standard  Chi-

Effect Parameter FPstimate Error  Square Prob
INTERCEPT 0.0534 . 0.1636 - 0.11 0.7438
HEHOL

ORIGEM

1

2 -0.1335  0.2312 0.33 0.5637
30,0266 90,2312 0.01 0.9084
4



Andlise do mimero de amebdcitos na hemolinfa circulante

The SAS System
General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class  Levels  Values
HEMOLINF 2 5T
ORIGEM 2 IIx

IRFECCAD 2 NS

Number of observations in data set = 80
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The SAS Systen

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: ESTR
Source DF
Hodel 8
Frror 71
Corrected Total 79
R~5quare
0,274668
Source DF
HENOLINE 1
ORIGEM 1
HEMOLINF*ORIGEM 1
IRFECCAQ 1
HEMOLINF#INFECCAQ 1
ORIGEM*INFECCAOQ 1
HEMOLI*ORIGEM*INFECC 1
HORA 1
Source i
HEMOLIKF 1
ORIGEM 1
HEMOLINF*ORIGEM 1
INFECCAO 1
HEMOLINF*INFECCAQ 1
ORIGEM*INFECCAQ 1
HEMOLI*ORIGEM* INFECC 1
HORA ]

ESTR

Sum of
Squares

125895,211
332458.677
458353.888

C.v.

46.13056

Type I 85

42274.0125
7585.5125
3062.8125
6354.6125
5968.5125

348.6125

32764.5125

27536.6232

Type III S5

§2274.0125
7585.5125
3062.8125
6354.6125
5968.5125

348.6125

32764,5125

27536.6232

Hean
Square

18736.901

§682.517

Root MSE

68.4289

Mean Square

42274.0125
7585.5125
3062.8125
6354.6120
5%68.5125

348.6125

32764.5125

27536.6232

Hean Square

42274.6125
7585,5125
3062.8125
6354.6125
5968.5125

348.6125

32764.5125

27536.6232

F_Value

3.36

F Value

9.03
1.62
0.65
1.36
1.27
0.07
7.00
5.88

F Value

9.03
1.62
0.65
1.36
Lz
0.07
7.00
5.88

B ¥

0.0025

ESTR Mean

143.338

Pr>F

0.0037
0.2072
0.4214
0.2479
0.2627
0.7858
0.0100
0.0:79

Pr>F

0.06037
0.2072
0.4214
0.2479
0.2627
0.7858
0.0100
0.0179
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The SAS Systen

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: N_ESTR

Source DF
Hodel 8
Error 71
Corrected Total 79

E-Square

0.126692
Source r
HEMOLINF 1
(RIGEM 1
HEMOLINF*QRIGEM 1
IRFECCAD 1
HEMOLINF*INFECCAD 1
ORIGEM*INFECCRO 1
HEMOLI*QRIGEM*IRFECC 1
HORA 1
Source DF
HEMOLINF 1
CRIGEM 1
HEMOLINF*ORIGEM 1
INFECCAG 1
HEMOLINF*INFECCAQ 1
ORIGEM*IRFECCAO 1
HEMOLI*ORIGEM*INFECC 1
HORA 1

§_ESTR
Sum of
Squares

127748641
88059.3234
100834.1875
C.v.

44.47356

Type 1 58

127.51250

859051250
171.11250
15.31250
45601250
44651250
1814.51250
1153.37658

Type III SS

127.51250
§590.51250
171.11250
15.31280
456.01250
446.51250
1814.51250
1153.37658

Hean
Square F Value Pr>»F
1596.8580  1.20  0.2639

1240.2722
Root MSE N_ESTR Mean
35.2175 79.1875%
Mean Square F Value Pr>F
127.51250 0.10  0.7494
8590.51250 6,93 0.0104
171.112%0 0.14  0.7114
15,31250 0.01  0.9118
456.01250 0.37  0.5462
446.51250 06.36  0.5504
1814.51250 1.46  0.2305
1153.37658 0.93  0.3382
Hean Square F Value Pr> T
127.51250 0.10  0.7494
8590.51250 6.93  0.0104
171.11250 .14 0.7114
15.31250 .01 §.9118
456,01250 0.37  0.5462
§46.51250 .36 0.5504
1814.51250 1.46  0.2305

1153.37658 0.93

0.3382
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The SAS Systenm

General Linear Models Procedure

Level of ESTR N_ESTRmmmmmmmsas
ORIGEM N Mean )] Hean Sp
I 40 158.0750060 84.0431475 89.5500000 38.1393847
Ix 40 138.600000 67.0441110 68, 8250000 30.1763088
Level of HORA-mmmm e
ORIGEM ] Hean 1))
1 40 18.6500000 22.5320854

I* 40 18.6500000 22.5320854
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The SAS System

Plot of RESTR*PESTR. Leqgend: & = 1 obs, B = 2 obs, et.

RESTR |
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PESTR

Plot of RESTR*HEMOLINF. Legend: & = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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LXXITI
The SAS Systenm

Plot of RESTR*ORIGEM. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, ete.

RESTR |
200 +
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i ¥
0 +-B e e
F E
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-200 +
D n
1%

ORIGEM

Plot of RESTR*INFECCAO. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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The SAS Systen



LXXIV

Plot of RESTRAORA. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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Plot of RNESTRYPNESTR. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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LXXV
Plot of RNESTR*HEMOLINF. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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Plot of RNESTR*ORIGEM. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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The 545 Systenm

Plot of RNESTR*INFECCAO. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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Plot of RNESTR*HORA. Legend: A = 1 obs, B = 2 obs, etc.
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The SAS System

HEMOLINFA=S ~m--

General Linear Models Procedure
Class Level Information

Class  Levels  Values
ORIGEM 2 I i*

INFECCAO 2 NS

Number of observations in by group = 40

The SAS Systen

HEHOLIBFA=S

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: ESTR  ESIR
Sun of Hean

Source bF Squares Square [F-Value
Hodel 4 51614.5375  12903.6344 3.47
Error 35 136030,2375 3715.14%6
Corrected Total 3% 181644.7750

R-Square C.V. Root KSE

0.284151 35.57684 60.9520
Source D¥ Type 1 83 Mean Square F Value
ORIGEM 13 10144.2250  10144.2250 2.73
INFECCAG 1 3.0250 3.0250 ¢.00
ORIGEM*INFECCAD 1 19936.2250  19936.2250 5.37
HORA 1 21531.06256  21531.0625 5.80
Source DF  Type III 55 Mean Square F Value
ORIGEH 1 10144.2250  10144,2250 2,73
INFECCAO 1 3.0250 3.0250 0.00
ORIGEM*INFECCAO 1 19936.2250  19936.2250 5.37
HORA 1 21531.06256  21531.0625 5.80

Pr>F

0.0172

ESTR Mean

171.325

ProF

0.1074
0.9774
0.0265
0.0215

Pr>F

0.1074
0.9774
0.0265
0.0215
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The SAS Systenm

e oy

HEMOLINFA=T

General Linear Models Procedure
Class Level Information

Class  Levels

ORIGEM 2

INFECCAD 2

Rumber of observations in by group = 40

Yalues
I Ix

N5

The SAS System

- HEMOLINFA=T

_______

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: ESTR

Source
Hodel
Error

Corrected Total

Source

ORIGEH

INFECCAO
ORIGEM*IHNFECCAO
HORA

Source

ORIGEM

INFECCAO
ORIGEM¥INFECCAQ
HORA

DF

4

35

39
R-Square

0.143899

DF

[ S e

DF

[PPSR

ESTR

Sum of
Squares

33734.9359
200700, 1041
234435.1000

C.v.

60, 41093

Type I 88

504.1600
12320.1000
13176.9600

7733.8359

Type III S5

504.1000
12320.1000
13176.9000

7733.8359

Hean
Square

8433.7340

5734.2504

Root MSE

75,7251

Hean Square

504.1000
12320.1000
13176.,9000

7733.8359

Hean Square

504.1000
12320.1000
13176.9060

7733.8359

FValue

1.47

F'Value

0.09
2.15
2.30
1.35

F Value

0.09
2,15
2.30
1.35

L LT

Pr > ¥

0.2320

ESTR Hean

125.350

Prop

0.7686
0.1516
0.1385
0.2534

Pr>F

0.7686
0.1516
0.1385
0.2534
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LXXIX
The 5AS Systenm

General Linear Hodels Procedure
Class Level Information

Class  Levels  Values

INFECCAO 2 NS

Number of observations in by group = 20

The 5AS Systeu

General Linear Hodels Procedure

Dependent Variable: ESTR  ESTR

Sum of Hean
Source bF Squares Sguare F Value Pr> T
Hodel 2 20109.3036 10054.6518 2.60 0.1034
Error 17 65734, 4464 3866.7321
Corrected Total 19 85843.7500
R-Square C.v, Root. MSE ESTR Hean
0.234255 33.20857 62.1831 187.250
Source IF Type I S5 Mean Sguare F Value Pro> ¥
INFECCAQ 1 9724.0500 §724.0500 -2.51 0.1312
HORA 1 10385.2536 10385,2536 2.69 $4.1196
Source DF  Type 111 S8 Mean Square F Value Pr> ¥
INFECCAD 1 9724.0500 9724.0500 2.5] (,1312

HORA 1 10385.2536 10385.2536 2.69 0,119



LXXX
The SAS Systenm

General Linear Models Procadure

Level of  mmmmmmemmeen X HORA~=====-===-~
INFECCAO N Hean ) Hean sD
N 10 165.200000  43.3071716  18.6500000  23.4521380

5 16 209.300000 81.130%41 18.6500000 23.4521380
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The 5AS Systen

- —ne- ORIGEM=TH =m=mmmmmemman e S e

General Linear Models Procedure
Class Level Information

Class  Levels  Values

IRFECCAD 2 NS

Number of observations in by group = 20

The 5A5 Systen

-------------------------------- ORTGEM=T% - mmmmmmmn

General Linear Nodels Procedure

Dependent Variable: ESIR  ESTR

Sum of Hean
Source DF Squares Square F Value Pro>F
Hodel 2 21367.8466  10683.9233 2,83 0.0872
Error i7 64288,9534 3781.7031
Corrected Total 19 §5656. 8060
R-Square C.v. Root MSE ESTR Mean
0.24%459 39.57243 61.4956 155,400
Source DF Type I 85 Mean Square F Value Pro>F
INFECCAO H 106215.2000 10215. 2000 2.70 0.1186
HORA 1 11152, 6466 11152.6466 2.95 0.1041
Source DF Type II1 55 Mean Square F Value Pr> ¥
INFECCAQ 1 10215.2000  10215.2000 2,70 0.1186

HORA 1 11152.6466  11152.6466 2.9 01041
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The SAS Systen

General Linear Models Procedure

Level of - ESTR o HORA s
INFECCKO N Mean )] Hean sh
N 10 178.000000 80.6432473 18.6500000 23.4521380

S 10 132.800000 43.3482026 18.6500000 23.4521380
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Cortes Histologicos

Foram [cilas analises scparadas para as oélulas inlegras ¢ degeneradas. Em ambas, atilizou-se 0 Andlise
de Varidncia ( ANQOVA),

Para as células integras, os fatores utilizados foram Hemelinfa (niveis C, S ¢ T), Origem (nivcis 1 e %) ¢
Hora (niveis 0.5, 12 24, 48 ¢ 72 horas), Nenhuma infcragiio ou fator principal. com ¢scegiio da hora, foi
signilicativo ao nivel de significincia de 10%. Desta lorma, ¢ possivel lazer as comparagdes descjadas. descrilas no
objetivo do trabatho.

Primeirament(c. ¢ apreseatada uma fabela com as médias ¢ os desvios padrio do namcro de células

intcgras para cada combinagio hemolinfa x origem x hora.



Tabela 1.

Grupos
1l
¢l
1
Ci
Cl
¢
Cx
Cr*
Ci*
P

51
S1
S
S
ol A
S0
5
Si#
SH

horario
(.5
12

24

witcha
11 0000000
24 3000000
S OO0
50000004
R.00000(1)
E3 0000000
. GO0H00O
30.0000000
136000000
4. 5000000

230000000
275000000
EE 5000000
40000000
185000000
20. 5000000
17.5000000)
13060000
11.5000000
1 LOGO0O00
215000000
22 5000000
7.0000000)
70000000
20000000
310000000
15.5000000
320000000
35000000

203000000

P
0.0000000
0.707 1368
4 9497475
4 9FUTETS

4. 2426407

5.0508542
FAR2130
[4.8492424
49497475
0, 7071008

41421350

340359100

16, 2634500
00000000
9 1923882
91923882
24213205
134350288
16.6066017
FL3T3T0RS
49497475
3.5355339
3.05068542
28284271
ER37085
424264069
219238582
169705627

- 0.70710068

2.1213203

LXXXIV
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Com relagio & comparagdo enlie os empos para cada combinagio hemolinfa X origem. ulilizou-sc o toste
dec Tukey para comparagio de médias, onde apenas os grupos Cl. CI* ¢ o controle (XY) apresentaram diferenca
signilicativa do namero de cclulas indogras cntre as horas com nivels de significincia de 5. 8 ¢ 8%,
respectivamentc. A seguir sfio apresentadas as tabelas com a ordenagdio das médias para esses rés grupos.

Tabela 2. Grupo (1
Grupo Tukey Meédin N HORA

A 5000 2120
A
B A 1rost 2 05
13
B 000 2 720
B
i3 3500 2 48,0
B
B 5506 2 240

Tabela 3. Grupo Ci*
Grupo Tukey Mdidia N HORA

A LS00 2 24.0
A
B A 3300 2 4840
B A
B A 13000 203
B A
B A . 3¢H) 2710
B
B 0000 2 1240

Tabela 4. Gropo Controle

Grupo Tukey  Mddia N HORA

A 26000 2 03
A
B A HLson 2 240
B
B 050 2 72.0
B
B 35000 2 120
B

B LS00 2 480



EXXXVI

Os demais grupos ndo aprescatam diferenga significativa do niimero de células intcgras cntre as horas (p-
valor > 12%.

Com rehaglio 4 comparagio entre os grupos de hemolinfa ¢ origem, ndo sc conscguiu deleclar  diforenga
signilicativa do nimcero de células integras entre os grupos (p-valor=57,46%). £ apreschitada uma tabela com as

mcdias ¢ desvios padrio para cada grupo.

Tabcla 5.

GRUPO N Mdédia Dp

C Fooig 109000000 7.964 5040

C PEOH0 131000000 FEA7HES

b [V 153000000 1370507490
5 [ ) P 4000060 83060830

T FOol0 134000000 8 84068150

T P10 2005000000 19, 1209600
X Y 10 9 800000) 9 5972499

Para as cClulas degeneradas. ulilizou-se os fatores hemolinla ¢ origem. Nesse caso, nenhum dos falores
principats ¢ a interacho foram signicativos (p-valor » 54%). Também ndio houve difcrenga no nimero de células
degencradas entre os grupos de hemolinfa ¢ origem (p-valor = 66.61%). A scguir ¢ apreseniada uma labela com as

mcdias ¢ os desvios padrio do nimero de células degencradas pars cada grupo.

Tabcla 6.
GRUPG N Mcdia [P
I 2 1.00000000 (414213356
i* 2 1.0G0GOGH) .000GOG00
T2 250000000 3.53558339]
o2 1. 30000000 212132034

I 2 100000000 141421350
2 300000000 (LO0D0DHOY
Y 2 0.00000000 000000006

WS BN
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Taxa de Fagocitose

A ANOVA apontou apenas o Lator hemolinfi como significativo ( p-valor = 0.08%). Os outros fatores ¢
lodas as interagdes ndo foram significativos (p-valor = 19.5%}.

Foi [eito um teste de Tukey para comparar as médias de proporgdes de lagocitose para os grupos de
hemolinfa. A scguir ¢ apresenlada a tabela com o agrupamento das proporgdes, o nivel de significancia utilizado

foi de 5%.

Grupo Tukey Media N OHEMOL

A G48876 20 C
B 030239 207
B

B 029911 20 S



LAXXVHI]

E apresentada também uma tabela com as médias ¢ os desvios padrio das proporgocs de células que

fagocitam para as combinagdes hemolinfa x origem v infecgio x hora.

Grupo Hora Média br

CIN 0.5 (40500 0.0077
CIN 2.0 (.55500 (.27577
CIN 24.0 0.50500 0. 14849
CIN 48.0 0.26004 045550
CIN 720 O.45250 0.03889
ClSs (13 (1.75000 021213
Cis 12.0 041500 0.02421
crs 240 0.71500 GO414
CES 48,0 1.36750 010017
CIS 70 05778 0034
CI*N .5 6.38250 G02475
CIEN 12,0 040500 0.00707
C I*N 24 () 2.36300 Q07778
C 1N +8.0 O 40754 401061
CI*N 72.0 03,37000 0.02121
C 5 0.5 (43750 005303
CI*5 12.0 (0.09000) 0.00707
C s 240 0.31250 041354
C*5 48.0 049500 G.07778
CI*s 7210 Q44750 0.00354
SIN .5 (.23000 0.02828
SIN 2.0 0.4 100¢) G P21
SN 24.0 (3 39250 06007354
SIN +8.0) €©.20800 G00767
SEN 72.0 (.20250 0.008839
5158 0.5 0.40000 0 04950
S8 12.0 (L 1A750 010233
SIS 20 0.20750 (101061
518 +48.0 (122500 002121

518 72.0 0412065 0.03904



(140750
0.3 1000
G 17250
(.28750
(.32000
(142958
016500
(0.3 1000
0.39500
016250
(159250
(53500

0.23750
16750
018750
0.33250
0.27000
0.31750
0. E55tH)
(.29500
(128250
0.32500
(,20250
0.28250
0.30000
. 33000
0.3275)
(h25787
0.27500
.35500

4490
0.00707
004590
000010
(L03530
(. (996
0.02828
LO2828
0.04950
0.02475
0.00010
0.00707

(H03182
OETOR
0.01001
HXESWAR
000707
016017
(1035306
0.07071
002475
042728
07425
012374
L1304
30004060
(00354
007477
0.00707
017078

LXXXIX
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Foi ullilizado um teste Tukey para comparar as proporgdcs dos grupos de iemolinfa, origem ¢ infecgiio. O

resultado ¢ mostrado a seguir com nivel de significincia de 5%.

Grupo Tukey  Média N Grupo

A GoUMI0 5 (18
B A 047030 5 S
B A 043800 5 CIFN
B A 043550 5 CIN
B 034400 3 FIN
B 031307 5 11Fs
B 031150 58 5 ¢N
B 0 30000 58N
B 0.2925% 5 8515
B 029242 3 S1%S
B 2755 53 TI*N
&} 027400 5 TI1S8



Graficos das diferengas dos indices de fagocitose entre os horarios
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