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RESUMO

Este estudo teve a finalidade de avaliar a agédo da inoculacéo de
hemolinfa total ou sem células de moluscos infectados ou ndo por
Schistosoma mansoni, no desenvolvimento de S. mansoni da linhagem
BH em Biomphalaria glabrata albina.

Foram avaliados a susceptibilidade da B. glabrata albina, as
reacbes teciduais nos moluscos infectados, a atividade fagocitaria das
células da hemolinfa assim como a cinética dos amebocitos na
hemolinfa circulante.

Os resultados mostraram a existéncia de uma correlacéo direta
entre a inoculacdo de hemolinfa sem células de moluscos livres de
infeccdo com alta resisténcia ao S. mansoni, intensa reacdo celular ao
redor das larvas de S. mansoni. e moderada atividade fagocitéria.

A inoculagio de hemolinfa total de moluscos livres de infeccéo
provocou um desenvolvimento tardio do parasito e reacgdes
amebocitarias discretas em torno dos esporocistos de S. mansoni.

A inoculago de hemolinfa total ou sem células de moluscos
infectados, produziu uma pequena resisténcia & infeccio observando-
se pouca ou nenhuma reacdo amebocitaria ao redor dos esporocistos
de S. mansoni e uma atividade fagocitaria moderada.

A inoculacdo de hemolinfa sem células de moluscos livres de
infecc@o foi mais efetiva ao combate as larvas de S. mansoni.



SUMMARY

The purpose of this studies is to evaluate the inoculation action of
either total hemolymph or without snail cells infected or not by S. mansoni, in
the BH strain of S. mansoniin albina B. glabrata.

The present investigation was under-taken to determine the
susceptibility of albina B. glabrata, and the tissue reactions in the infected
snail, the phagocytic activity of the hemolymph cells as well as the kinetics
behavior of the amebocytes in the circulating hemolymph.

The results have shown a direct relationship between the inoculation
of hemolymph without snail cells free of infection highly resistant to S.
mansoni, severe cellular reaction around the larvae of S. mansoni and
moderate phagocytic activity.

The inoculation of total hemolymph with infection free snail has
caused a delay in the parasite development and slight amebocytic reaction
around the S. mansoni sporocysts.

The inoculation of total hemolymph or without cells of infected snail
has produced a slight infection resistance with very little or no amebocytic
reaction around the S. mansoni and a moderate phagocytic activity.

The inoculation of hemolymph without infection free snail cells was
more effective as to the combat of S. mansoni larvae.



1 -INTRODUCAO

Os moluscos possuem um eficiente sistema de defesa com
caracteristicas semelhantes ao sistema de defesa dos vertebrados.
Neste processo estdo envolvidos diversos mecanismos, como células
de defesa, o reconhecimento de corpos estranhos, resposta
encapsuladora, fagocitose, reacées citotoxicas, assim como fatores
humorais.

A destruicdo de organismos estranhos pode ocorrer com ou
sem a presenca de celulas da hemolinfa, sugerindo a participacdo de
componentes humorais com liberagdo de substancias citotoxicas
(Cheng & Yoshino, 1976; Foley & Cheng, 1977)

A atividade dos hemécitos é influenciada por fatores quimicos
que podem estar presentes na hemolinfa, como, por exemplo,
substancias estranhas. A composicdo do meio ambiente onde estas
celulas se encontram, também pode interferir na sua atividade. Entre
os fatores do soro que provavelmente influénciam o comportamento
dos amebdcitos estdo as lectinas (Renwrantz & Cheng, 1977a:
Schoenberg & Cheng, 1980; van der Knaap & Loker, 1990).

A atividade das lectinas fica bem evidente em linhagens de
Biomphalaria glabrata resistentes ao Schistosoma mansoni, sendoque.
essa caracteristica, esta ausente em B. glabrata suscetivel (Fryer et al.,
1989).

As lectinas com capacidade aglutinante produzidas por B.
glabrata podem ajudar a elucidar a associagdo caramujo-trematodeo.
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Existem trés hipdteses em relacdo a atuacio dessas moléculas:
1) servem para o reconhecimento do parasita, iniciando o primeiro
passo para sua destruicdo; 2) o parasita utiliza-se dessas moléculas
para disfargar-se, evitando o ataque do sistema de defesa do molusco
(mimetismo molecular); 3) essas moléculas seriam utilizadas pelo
parasita para promover a supressdo do mecanismo de defesa do
hospedeiro, (Stein & Basch, 1979).

Existe ainda a constatagdo do fenémeno de resisténcia
adquirida, quando se ftransfere soro de um molusco refratario a
infecgdo por S. mansoni a um molusco susceptivel, observando-se,
neste caso, transferéncia de resisténcia (Granath & Yoshino, 1984).

Fryer & Bayne (1990), verificaram que amebdcitos de moluscos
susceptiveis tinham menor capacidade de fagocitar em relacdo aos
resistentes.

Em trabalho anterior, Reis et al. (1995), constataram que
Biomphalaria tenagophila submetida a inoculacdo de hemolinfa total de
moluscos infectados por S. mansoni apresentou resisténcia a infecgéo
guando exposta posteriormente ao S. mansoni, havendo, nesse caso,
grande numero de esporocistos degenerados envolvidos por intensa
reagdo amebocitaria. O nimero de amebédcitos circulantes também
apresentou significativa elevacg&o, principalmente nos granuldcitos. Ao
contrario, quando os moluscos foram inoculados com hemolinfa de
moluscos nao infectados, observou-se um aumento da susceptibilidade
a infeccdo esquistossomotica.

Estes resultados, estimularam a continuidade do estudo com
uma populagdo de moluscos sabidamente susceptivel ao S.mansoni:
B. glabrata albina.



2- 0BJETIVOS:

Durante os ultimos anos, muitos esforgos tem sido feitos para
entender alguns dos aspectos do mecanismo de defesa dos moluscos
frente a infecclo por S. mansoni.

Este trabalho tem como intengdo observar exemplares de B.
glabrata albina, molusco suscetivel ao S. mansoni, inoculados com
hemolinfa de moluscos infectados ou n&o, para verificar: 1) o papel de
células na hemolinfa inoculada; 2) a fase efetiva das células no
decorrer da infeccgéo pelo S. mansoni; 3) e o efeito da procedéncia da
hemolinfa na inducéo de resisténcia

Os parametros a serem analisados s&o: taxa de infecgdo dos
moluscos; numero de amebdcitos na hemolinfa circulante, capacidade
fagocitaria dos amebécitos e reagdo tecidual nos moluscos infectados.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideracgdes sobre as células da hemolinfa.

A hemolinfa nos caramujos circula em sistema aberto. Sua
funcdo € do transporte de substancias que tomam parte no processo
de respiragdo, a sustentacdo do corpo e filtragem do sangue. Os
moluscos geralmente possuem movimentos lentos que influenciam o
fluxo sanguineo da hemolinfa.

Nas bionfalarias a hemoglobina esta dissolvida na hemolinfa.
Este pigmento apresenta grande afinidade com o oxigénio, o que
permite a utilizacdo desse composto a baixa tensdo. A hemolinfa é
constiuida também por soro com grande quantidade de agua, cloreto
de sodio, bicarbonato e células (Fisher, 1950; Paraense, 1959)

As celulas sanguineas circulantes, denominadas amebdcitos ou
hemocitos, estdo classificadas em duas categorias: hialinocitos e
granulocitos (Cheng, 1975). Estas células estdo presentes na
hemolinfa e fluidos do corpo dos moiuscos e atuam como defensoras,
sendo capazes de fagocitar e encapsular corpos estranhos; s3o
também importantes no processo do reparc da concha, quando
necassario, e o fazem através do transporte de célcio. Podem ainda
liberar substancias citotéxicas que atuam no processo de coagulagéo
da hemolinfa, onde desempenham o papel de “tampéao”, caracteristica
semelhante a do fibronogénio, em casos de ferimentos dos moluscos,
impedindo, assim, o extravasamento da hemolinfa (Wagge, 1955;
Cheng & Butler, 1979; Bayne, 1980; Sminia & van der Knaap, 1987).
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Os amebocitos possuem movimentagdo independente, o que
facilita a fagocitose de materiais estranhos ( Abdul Salam & Michelson,
1980 a b).

Apesar dos amebdcitos possuirem aspectos morfologicos muito
variados devido a sua capacidade de movimentacdo e emissdo de
pseudSpodes, pode-se descrever aspectos caracteristicos para as
duas categorias de células. Geralmente medem de 2.8 ym a 14.0 pm.
Os hialinécitos possuem um contorno circular ou ovalado, tem grande
nucleo em relagdo ao raio citoplasmatico com poucas estruturas
liscssomais, ndo emitem pseuddpodes, ndo possuem fungdo
fagocitaria e séo encontrados na hemolinfa na proporcao de 10 a 15%.

Sminia et al. (1981) sugerem que os moluscos mais jovens
seriam mais susceptiveis & infecgio por possuirem mais hialinocitos e
consequentemente teriam menos enzimas e menos capacidade
fagocitica.

Os granulocitos sdo  células que possuem grénulos
citoplasmaticos, apresentam-se com maior nimero de lisossomos
quando comparado aos hialindcitos, emitem pseudépodes e fagocitam
corpos estranhos. Por estas caracteristicas, sdo muito parecidos com
0os macrofagos humanos (Cheng, 1975), e representam a maior
subpopulagdo de células circulantes, perfazendo 85 a 90% do total.

Uma das primeiras classificagbes dos amebécitos foi a de
(Wagge 1955). Porém até hoje nao se chegou a um consenso sobre
sua classificagdo. Provavelmente pela sua movimentacdo, estas
células adquirem varios formatos, o que prejudica a observacgdo dos
aspectos morfoldgicos.

Wagge (1955), refere que George em 1941, classificou estas
ceélulas em 3 categorias: células n&o diferenciadas que tem a
capacidade de se diferenciarem em outros tipos de células; células que
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possuem capacidade de fagocitar e células que possuem granulos,
vacuolos e parecem fazer o transporte de material nutritivo. De acordo
com este mesmo autor outras classificagées sucederam-se até 1953,
quando Dudee preconizou um sé tipo de célula e 0o denominou de
granuldcito.

Foi Pan, em 1958, quem primeiro chamou essas células de
amebdcitos. Sminia, em 1972, também reconheceu apenas um tipo de
celula com diferentes fungdes.

Ja mencionado anteriormente, Cheng 1975, observou que havia
dois tipos de células, e Ofttaviani (1983), verificou que em Planorbarius
corneus havia um unico tipo de célula, mas com estagios diferentes de
maturagcdo e que dependendo do estagio a célula exercia uma
determinada funcgéo.

Em 1988, Ottaviani & Franchini constataram a existéncia de
marcadores de superficie especificos nas células, sendo assim esses
autores sugerem que ha 2 tipos de células.

Noda & Loker (1989), admitiram quatro categorias de
amebocitos: granulocitos que se espraiam muito; granuldcitos com
espraiamento parcial; hialindcitos e células redondas.

Mais recentemente van der Knaap & Loker (1990), sugeriram a
existéncia de quatro tipos de células distintas na hemolinfa de
exemplares de B. glabrata: trés sdo consideradas fixas: células
endoteliais, células reticulares e células porosas, que néo circulam nos
tecidos.

Por muito tempo, o org&do ou o tecido produtor de amebdcitos,
nao foi localizado, isto talvez pelo fato dos moluscos possuirem um
sistema circulatério aberto e portanto, as células nao ficariam limitadas
aos vasos sanguineos. Segundo Wagge (1955), essas células teriam
origem no epitélio do manto. Muller (1958), refere que os amebdcitos
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séo fornecidos continuamente pelo tecido conjuntivo do pulmao. Pan,
(1958), sugeriu que os amebocitos sdo originados dos fibroblastos, nas
trabéculas do manto na parede do nefridio perto do pericardio. Em
1975, Lie & Heyneman, descreveram uma regido na parede pericardica
como sendo o local onde eram produzidas essas células. Jeong et al.
(1983), chamaram esta regido de APO (Amebocyts Producing Organ ),
constituido por uma variedade de tecido conjuntivo. Curiosamente
“neste orgdo, nunca foram encontrados parasitos (Joky et al., 1985).

O org&o produtor de amebécitos (APO) de moluscos infectados
pode sofrer agdo de produtos produzidos pelo parasita, induzindo a
muitiplicacdo celular. Sullivan et al., (1984) e Joky et al., (1985),
observaram que em moluscos que receberam material inerte
particulado ndo ocorreu aumento mitético da reproducéo.

Os amebécitos podem aumentar quantitativamente na
hemolinfa circulante através de varios estimulos, como uma injecdo de
bactérias, ou apds a penetragdo de um trematédeo (Sullivan et al.
1984). Se o trematédeo € incompativel, o nimero de amebdcitos cai
rapidamente na hemolinfa circulante, sendo que estes ndo reconhecem
o parasita como corpo estranho nos primeiros instantes. Apés algumas
horas os parasitas sdo reconhecidos e envolvidos por fibroblastos e
células da hemolinfa, produzindo uma reacdo de encapsulamento: do
parasita pelos amebdcitos.

Quando ha compatibilidade do trematédeo com o molusco
vetor, verifica-se aumento no numero de amebdcitos circulantes,
observando-se o reconhecimento do parasita, porém no se observa a
sua eliminagdo (Files & Cram, 1949; Newton, 1952; Pan, 1963; Abdul-
Salam & Michelson, 1980b)

Durante o desenvolvimento do trematodeo no organismo do
molusco, verifica-se também aumento do nimero de amebdcitos, o
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mesmo ocorrendo com relacdo a ferimentos (Files & Cram 1949;
Newton, 1952; Pan 1863; Abdul-Salam & Michelson, 1980 b).

Sminia (1987), verificou que em moluscos que vivem em locais
poluidos ha um maior nimero de amebécitos circulantes na hemolinfa
em relagdo aos que vivem em locais limpos.

Segundo Matricon-Gondran et al. (1986), o aumento drastico do
namero de amebdcitos ndo & consequéncia apenas de mitoses, mas
também da migracdo destas células dos tecidos para a hemolinfa, ou
ao contrario, da hemolinfa para os tecidos dependendo das suas
necessidades

De um modo geral, os moluscos possuem uma resisténcia inata
bem desenvolvida, devido aos amebocitos circulantes, aos
componentes do plasma, a presenca da concha e do muco.



3.2 Fagocitose e Degranulagio

A fagocitose € a primeira linha de defesa dos invertebrados,
juntamente com os fatores humorais (Ratcliffe 1985).

Os fagoécitos dos moluscos sdo capazes de ingerir virus,
bacterias, protozoarios e fungos “in vitro”, bem como material inerte,
gréao de polén e particulas de talco.

As celulas responsaveis pela fagocitose nos moluscos s3o o0s
granuldcitos que séc encontrados em maior nimero na hemolinfa,
(Foley & Cheng, 1975).

O primeiro passo para a ocorréncia da fagocitose, é a
identificagcéo do material estranho sendo que o englobamento s6 ocorre
apés a particula ser reconhecida como estranha. Tripp, (1961),
demonstrou este processo de distinguir material “préprio” do “nao
proprio” em B. glabrata, utilizando implantes de tecidos homélogos e
heterélogos, e verificou que os moluscos sdo capazes de rejeitar
implantes de tecidos heterdlogos, aceitando tecido homélogo.

Existem fatores no soro do molusco que sdo adsorvidos na
superficie da particula estranha, tornando-a suscetivel & fagocitose,
(Prowse & Tait 1969). Esses fatores de reconhecimento nos
invertebrados sé&o as transferases especificas, que estéo presentes na
hemolinfa dos moluscos. Se a ligacdo da transferase com os
amebocitos falhar, pode haver o reconhecimento dos componentes do
organismo do molusco como estranho, provocando necrose local
(Loverde et al. 1982).

Apds o processo de reconhecimento do material como
estranho, ocorre uma infiltragéo celular, que é feita primeiramente pelos
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amebodcitos com total encapsulagdo do material estranho. Esta
encapsulacao foi observada ao redor de varios materiais como grio de
polém, tecidos heterflogos transplantados, tecidos homélogos
formélizados, miracidios, esporocistos e cercérias que ndo
conseguiram sair dos tecidos do molusco.

As reagbes de encapsulacdo nos moluscos podem ser
consideradas como andlogas as que acontecem nos hospedeiros
vertebrados, quando ha formag&o de granulomas no figado para isolar
o parasita e impedir que haja danos mais extensos ao hospedeiro. A
reagdo de encapsulagdio no molusco ajuda a manter a integridade
interna dos tecidos do molusco, estratégia de defesa ao parasitismo.
Provavelmente esta reacdo é devida & acdo de produtos toxicos
provenientes do parasita, prolongando-se assim a vida do hospedeiro
(Harris, 1975; Carter & Bogitsh 1975).

A destruicdo do material estranho provavelmente é feita pelas
enzimas lisossomais que estdo presentes nos granulécitos. Tais
enzimas hidroliticas consistem de fosfatases 4acidas e alcalinas,
lisosimas e esterases ndo especificas, que estio estocadas em
granulos citoplasmaticos nos lisossomos (Sminia & van der Knaap,
1987). A producéo destas enzimas é aumentada com a presenca do
material estranho. Para a liberacéo destas enzimas ndo é necessario
que as células enfrem em contato direto com o material estranho. A
morte e a lise pode ser feita & distancia através de reacfes citotoxicas,
O processo de degranulagdo € portanto a liberacio das enzimas
lisossomais que estdo dentro do lisossomo através de estimulo. A taxa
de sintese das enzimas pelos amebdcitos aumentariam, os lisossomos
se desestabilizariam e as enzimas seriam liberadas por degranulacdo
(Cheng 1975; Cheng & Auld 1977; Cheng & Yoshino 1976, a b: Foley &
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Cheng 1977). As fungbes dessas enzimas seriam provavelmente a
morte e a lise dos materiais englobados.

Um outro aspecto relatado na literatura diz respeito ao
mecanismo chamado “burst re spiratério” (liberagio de metabolitos de
oxigénio), o qual produz &nion superdxido (O,), perdxido de hidrogénio
(H202), oxigenio simples (O;) e radicais hidroxila (OH). Os radicais
gerados no “burst’ séo altamente reativos e pontencialmente téxicos,
podendo participar no processo de inflamacéo (Fridowich 1978: Nathan
et al. 1980) e na destruicdo de parasitas, (Babior 1978: Dikkeboom et
al. 1987, 1988; Sminia & van der Knaap 1987). Uma falha dos
hemoécitos em produzir metabdlitos poderia ser um dos fatores que
determinariam a susceptibilidade a um digenético. Entretanto,
Dikkeboom et al. (1988), observaram nao haver diferenca significativa
na produgdo de metabdlitos de oxigénio entre moluscos B. glabrata
susceptiveis e resistentes.
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3.3 Fatores Humorais

Os moluscos além da citotoxicidade mediada por células
também possuem resposta humoral a elementos néo préprios.

A secrecdo e liberagdo de fatores plasmaticos por parte dos
amebdcitos ndo € um processo continuo, dependendo da presenca de
material estranho, (Sminia & van der Knaap, 1987).

Ha nos moluscos varios fatores humorais que estdo presentes
no soro como lectinas, aglutininas, linfoquinas, (Bird 1974; Sminia et al,
1979; Boswell & Bayne 1984; Mullainadhan & Renwrantz 1986; van der
Knaap & Loker 1990; Hertel et al. 1994).

As lectinas que estdo presentes no soro da hemolinfa e na
superficie dos amebécitos segundo Mullainadhan & Renwrantz, (1986),
sdo as responsaveis pela formagéo de pontes entre carboidratos da
celula ou de particulas estranhas. Sabe-se que as lectinas podem unir-
se a diferentes carboidratos com variacdo no grau de afinidade,
havendo variagdes no grau de reconhecimento (van der Knaap & Loker
1990).

Diversos autores tem correlacionado o elevado titulo de
aglutinacéo de eritrocitos de coelho em caramujos infectados com
Echinostoma paraensi com o aumento significativo de carboidratos no
soro € que estes ligariam-se a polipeptideos de 150-220 Kda e de 75-
130 Kda (Loker & Hertel, 1987; Couch et al., 1990; Monroy et al., 1992;
Uchikawa & Loker, 1992).

As lectinas, além de serem moléculas de reconhecimento no
soro, atuam como receptoras e também como opsoninas citofilicas,
que aumentam a adesao de particulas estranhas para a fagocitose,
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quando testada com relagdo a pequenas particulas como bactérias e
leveduras (Renwraniz & Stahmer 1983; van der Knaap & Loker, 1990).

Segundo Loker & Bayne (1982), esporocistos pré-incubados em
plasma de caramujos susceptiveis perdem sua prote¢éo contra a acéo
dos hemdcitos de caramujos resistentes, sugerindo que antigenos
adquiridos pelos esporocistos n&o impedem seu reconhecimento pelas
células do hospedeiro. Parece que antigenos adquiridos do soro de
moluscos susceptiveis sdo reconhecidos como “ndo préprios” pelos
hemdcitos de moluscos resistentes, devido as diferencas antigénicas
entre moluscos susceptiveis e resistentes.

Bayne et al. (1986), confirmaram que a exposicdo ao plasma
altera a antigenicidade dos esporocistos, e que a aquisigio de antigeno
é seletiva. Verificaram ainda que esta alteracio ¢ resultado especifico
da exposicdo ao soro. A aquisigdo de antigenos do soro pelos
esporocistos ocasiona uma alteragdo minima no plasma, muitos
desses antigenos adquiridos s&o rapidamente perdidos do tegumento
do esporocisto e dos sitios de interac6es metabdlicas e imunoldgicas
com o hcspedeiro.

Em estudo comparativo da atividade hemaglutinante da
hemolinfa de B. glabrata albina e pigmentada, Stanislawski et al.
(1976), verificaram que os hemocitos reagem com substéancias dos
eritrécitos dos grupos sanguineos humano A, B e H em ambas
populacdes de caramujos.

Estudando a especificidade hemaglutinante entre eritrocitos
humanos e a hemolinfa de diferentes membros da familia Planorbidae,
Michelson & Dubois (1977), verificaram que essa atividade
hemaglutinante especifica ndo esta presente em todos os membros da
familia. Esses autores concluiram que B. glabrata susceptiveis
(inhagem Porto Rico, PR-B), exibem uma pronunciada especificidade
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para eritrocitos Ay. Essa evidéncia serviu de base para a sugestio de
que a especificidade de aglutinagéo seja determinada pela linhagem do
caramujo.

Com base nos estudos realizados até a presente data é
possivel tragar um quadro dos varios fatores sorolégicos detectados na
hemolinfa de diversos moluscos que possuem acgéo imunologica. Em
B. glabrata foram descritos 4 fatores sorolégicos: 1) Lectinas; 2) fatores
liticos (enzimas); 3) substancias imobilizadoras de miracidio (Lie et al.
1980); 4) ativador do sistema complemento de vertebrados, detectado
também em Helix pomatia (Kock & Nielsen 1984). Além desses, foram
detectados fatores inibidores da protease, em H. pomatia (Renwrantz &
Cheng 1977b), uma precipitina para albuminas e globulinas humanas
em Litorrina irrorata (Smith 1984) e fibronecitina em H. aspersa (Bride
et. al. 1986).
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3.4 Fatores que influenciam a suscetibilidade ou resisténcia dos
moluscos

A suscetibilidade dos moluscos & infecgcdo por trematédeos é

influenciada pela idade, dieta e fisiologia dos moluscos que influenciam
0 comportamento e o grau de infecgao.
Os jovens s&o mais suscetiveis a infeccdo, possivelmente pelo menor
nimero de células fagociticas em sua hemolinfa, em relacdo aos mais
velhos (Richards 1973; Niemann & Lewis 1990; Zanotti-Magalhdes et
ali. 1987). A dieta é importante para o estabelecimento da infecgéo,
uma vez que o consumo de nuirientes do organismo do hospedeiro
pelo parasita € grande, havendo grande consumo de glicogénio pelos
esporocistos, (Carter & Bogisth 1975; Liebsch & Becker 1990).

Existe a necessidade da interacéo fisiolégica dos moluscos com
o trematodeo estar sempre presente. A procedéncia do parasita tem
papel fundamental na suscetibilidade do hospedeiro a infeccéo
parasitaria, isto & moluscos e parasitas pertencentes a diferentes
areas geograficas, necessitam de um periodo longo de adaptacio,
havendo necessidade de um ajuste fisiolégico entre as espécies.

Os resultados de Files & Cram (1849), na avaliacdo de
suscetibilidade de moluscos a diversas linhagens de S. mansoni
utilizando caramujos provenientes da Libéria, Egito, Porto Rico e Brasil,
ressaltar a complexidade das interrelagbes entre hospedeiro-parasita.
Estes autores admitiram a existéncia de diferengas fisiol6gicas, intra e
interespecifica, entre populagdes de verme de &reas endemicas
diferentes.

Paraense & Correa (1963), constataram que S. mansoni,
adaptado a B. glabrata de Minas Gerais, apresentava resisténcia a
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infecc&o quando colocada frente a B. fenagophila de Sao Paulo e vice-
versa. Com isso, demonstraram a existéncia de duas linhagens de S.
mansoni: uma de Belo Horizonte (BH) que requer B. glabrata de Belo
Horizonte como hospedeira e outra de Sdo José dos Campos (SJ) que
requer B. tenagophila de Séo José dos Campos.

Moluscos B. glabrata s&o mais suscetiveis as linhagens
simpatricas de S. mansoni (Newton 1953; Paraense & Correa 1963,
1978; Magalhdes 1976; Santana et ali. 1978; van der Knaap & Loker
1990).

As infecgbes com esquistossomos da linhagem alopéatrica s6
sdo possiveis quando os moluscos sdo expostos a grande nimero de
miracidios (Paraense & Corréa 1963; Dias et ali. 1987).

Em infecgbes concomitantes, por trematodeos ha alteragdes na
relacdo parasita-hospedeiro. Normalmente ocorre competicdo entre as
larvas de especies diferentes por nutrientes, luta por espaco dentro do
corpo do hospedeiro.

Podem ocorrer também alteragdes fisiologicas e reacdes
imunologicas que podem acarretar aumento ou diminuicdo da
suscetibilidade do molusco & infeccdo por outro trematédeo. Ainda
pode haver alteragdes no orgéo produtor de amebdcitos e nos proprios
amebocitos (Lie et ali. 1977; Reis et ali. 1995).

A suscetibilidade e a resisténcia a infeccdo, dependem também
da constituicdo genética; tanto do parasita quanto do hospedeiro.
Richards (1973) e Richards & Merritt (1975), observaram que moluscos
jovens  suscetiveis tornaram-se resistentes quando adultos.
Demonstraram que o caréter resisténcia, adquirido na maturidade, &
determinado por um UGnico gene dominante. A suscetibilidade &
controlada por um complexo de quatro ou mais fatores, tendo sido
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constatada a presenca de genes, que condicionam a resisténcia
também nos exemplares suscetiveis.

Granath e Yoshino, (1984), observaram que em moluscos
albinos suscetiveis (PR), inoculados com hemolinfa de moluscos
resistentes (10r-2), houve protecao a infeccdo por S. mansoni 24 horas
apds a inoculagédo de hemolinfa. Este estudo leva a crer que pode
haver transferéncia passiva de resisténcia ao S. mansoni, através da
inoculagédo de hemolinfa de moluscos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Planejamento experimental

Os experimentos deste estudo foram conduzidos em um
esquema completamente aleatorizado, sem restrigdes e com replicagbes.

Avaliou-se o comportamento de moluscos B. glabrata albina BH
frente a dois tipos de indculos - quando inoculados com hemolinfa total
ou sem celulas, provenientes de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoni da linhagem BH.

Estudou-se a suscetibilidade a infeccdo (n=45), mortalidade (n=45
para cada grupo), o comportamento dos amebdcitos circulantes (n=10
moluscos para cada horario, por grupo), a atividade fagocitéria (n=10
para cada periodo avaliado por grupo).

4.2 Manutencdo em laboratério de B. glabrata e do S. mansoni.

Utilizamos moluscos da espécie Biomphalaria glabrata albina,
provenientes de uma populagdo de Belo Horizonte, MG criado e mantido
no moluscario do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia
da UNICAMP.

Os moluscos foram mantidos em cristalizadores de vidro com
capacidade aproximada de 2500 ml, em &gua declorada a temperatura
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ambiente de 22-25 °C. A alimentacéo consistiu de folhas de alface fresca
ad libitum.

A linhagem de S. mansoni utilizada para infeccdo dos
planorbideos foi a BH (Belo Horizonte, MG), também mantida em
laboratério em sucessivas passagens em camundongos Swiss, SPF
provenientes do Centro de Bioterismo (Cemib)- UNICAMP e B. glabrata
da col6nia do Departamento de Parasitologia.

4.3 Grupos experimentais

Foram constituidos os seguintes grupos experimentais.

GRUPO 1 - Exemplares de B. glabrata livres de infecgdo (grupo controle)

GRUPO 2 - Exemplares de B. glabrata expostas ao S. mansoni (grupo

testemunho).

GRUPO 3 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa total de

moluscos livres de infeccdo e posteriormente expostos ao S. mansoni,

GRUPO 4 - Exemplares de B. glabrata expostas ao S mansoni e
posteriormente inoculadas com hemolinfa total de moluscos livres de
infeccao.

GRUPG 5 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa total de
moluscos livres de infeccéo.
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GRUPO 6 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem
células de moluscos livres de infecgdo e posteriormente expostas ao S.
mansoni.

GRUPO 7 - Exemplares de B. glabrata expostas ao S. mansoni e

posteriormente inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos livres
de infeccgéo.

GRUPO 8 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem

celulas de moluscos livres de infecgao.

GRUPO 9 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa total de
moluscos infectados com S. mansoni e posteriormente expostos ao S.
mansoni.

GRUPO 10 - Exemplares de B. glabrata expostas ao S. mansoni e

posteriormente inoculadas com hemolinfa total de moluscos infectados
com S._mansoni.

GRUPO 11 - Exemplares de B. aglabrata inoculadas com hemolinfa total

de moluscos infectados com S. mansoni.

GRUPO 12 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem

celulas de moluscos infectados com S. mansoni e posteriormente
expostas ao S. mansoni.
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GRUPO 13 - Exemplares de B. glabrata expostas ao S. mansoni e
posteriormente inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos
infectados com S. manson.

GRUPO 14 - Exemplares de B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem

células de moluscos infectados com S. mansoni.
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RESUMO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

QOrigem Tipo de indculo infecgdo
da Hemolinfa total Hemeolinfa s/ célula
Hemolinfa
Grupo 3 postenior
Grupo 4 anterior
Moluscos Cirupo 5 .
fivres de infeccgio Grupo 8 postenor
Grups 7 antarior
Grupo £
Grupoe 9 posternior
Grupo 16 amntenor
Moluscos Grupo 11 -
Infectados Grupo 12 posternior
Grupo 13 amerior
Grupo 14 -
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4.4 Obtencao de miracidios de S. mansoni da linhagem BH.

Miracidios de S. mansoni da linhagem Belo Horizonte, MG foram
obtidos das fezes de camundongos fémeos, Swiss, SPF infectados. O
material fecal foi colhido aproximadamente aos 60 dias apos a exposicao
as cercarias. As fezes foram homogeneizadas em é&gua, filtradas em
gaze e posteriormente deixadas sedimentar em geladeira (Hoffman et ali.
1934). Apos o periodo de sedimentacgéo, o sobrenadante foi descartado
adicionando-se novamente dgua. Este processo foi repetido por 3 vezes
para lavagem completa do sedimento. Em seguida, procedemos
tratamento para eclos&o dos miracidios por exposicio & luz e calor de 28
°C fornecidos por [Ampadas incandescente de 60W colocadas a 40 cm de
distdncia (Standen 1951).

4.5 Infecgao experimental de B. glabrata com miracidios da linhagem

BH do S. mansoni.

Nove grupos de 45 moluscos entre 7 a 10mm de diametro, foram
expostos individualmente a 10 miracidios da linhagem BH de S. mansoni,
em frascos contendo 2 ml de &gua declorada e colocados sob luz e calor
durante 2 horas para propiciar a penetragdo dos miracidios (Standen,
1951).
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4.6 Determinacao da suscetibilidade e mortalidade de B. glabrata.

Os moluscos foram examinados semanalmente por um periodo
de 3 meses. Apos 20 dias de infec¢io os moluscos foram expostos & luz
e calor por duas horas, para induzir a liberagio de cercarias (Pellegrino et
al. 1955). Este procedimento foi adotado até 90 dias ap6s a infecgdo. Ao
final do experimento haviamos colecionado a taxa de mortalidade que foi
observada diariamente e a taxa de infec¢do nos grupos.

A suscetibilidade dos moluscos foi determinada pela presenca de
esporocistos primarios e secundarios e pela eliminagdo de cercérias.

4.7 Obtencao da Hemolinfa

4.7.1 Hemolinfa total de B. g/abrata

Obtivemos a hemolinfa total de 10 B. glabrata de 7 a 10mm de
dimetro, mediante puncéo céfalo-podal com pipeta Pasteur devidamente
esterilizada (Michelson 1966). A fonte de hemolinfa dos moluscos
infectados foi no perfodo de alta eliminacdo de cercarias. A hemolinfa
coletada foi mantida em ependorff de plastico e logo em seguida
inoculada.

4.7.2 Hemolinfa sem células de B. glabrata
Apés retirarmos a hemolinfa de 10 exemplares de Biomphalaria
glabrata, cenfrifugamos durante 10 minutos a 1173g a 4° C, e
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recolnemos 0 sobrenadante, que foi centrifugado por mais 2 vezes nas
mesmas condicdes.

4.8 Inoculagdo da hemolinfa total ou sem células em B. glabrata

Os moluscos foram previamente anestesiados com mentol
0.025% por 3 horas. A inoculacdo, de 0.3 mm® de hemolinfa em
cada exemplar foi feita na regio céfalo-podal com auxilio de uma seringa
odontoldgica devidamente esterilizada em agua fervente.

4.9 Contagem de células circulantes na hemolinfa de B. glabrata

Apbs a coleta da hemolinfa, foi feita a contagem, em camara de
Neubauer em microscopio de contraste e fase com aumento de 400
vezes. Os amebdcitos foram classificados em estrelados e ndo
estrelados, frequentemente chamados na literatura respectivamente de
granulécitos e hialinécitos.

Foi feita a contagem das células circulantes da hemolinfa
isoladamente em 10 exemplares para cada periodo de : 30 minutos, 2, 4,
8, 12, 24 horas e 3, 7, 28, 42 dias apds a infeccdo com S. mansoni ou
apbs a inoculag&o de hemolinfa.
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4.10 Obtenc&o dos cortes Histolégicos

Para a obtengdo de cortes histolégicos foram submetidos a
infecg@o individualmente 12 moluscos de cada grupo com 100
miracidios. Foram formados entdo em cada grupo de 12 moluscos, 4
subgrupos com 3 moluscos. Os moluscos de cada subgrupo foram
sacrificados aos 30 minutos, 12, 24 e 72 horas apés a infecgdo e
mediante fixacdo em Bouin aquoso.

Apos 48 horas de fixagdo, a concha dos moluscos foi removida
para realizagdo de cortes histologicos. As pecas fixadas foram
processadas para inclusdo em parafina, e submetidas a cortes seriados
de 7 um de espessura. As preparagdes foram coradas pela hematoxilina-
eosina e Tricrémico de Gomori (Guaraldo et ali. 1981). Avaliamos e
contamos os esporocistos primarios de S. mansoni presentes nos
referidos cortes, avaliando também as reacées amebacitarias.

4.11 Formolizagdo de eritrocitos de carneiro para utilizagdo na
fagocitose

Utilizamos a técnica de Czimas, 1960. Eritrécitos de carneiro
suspensos em solucdo de Alsever, foram lavados cinco vezes em PBS
0,15M pH 7.4. Apds este procedimento, adicionamos um volume de papa
de eritrocitos a dez volumes de formol a 3%, sendo a mistura deixada 24
horas em geladeira (4° C). Adicionou-se 2 volumes de formol neutro e
encubou-se por 24 horas utilizando-se leve agitagdo. Realizaram-se mais
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8 lavagens com PBS pH 7.4. A suspens&o de eritrocitos foi ajustada para
uma concentracao final de 3X10° células/mm® e estocadas a -20°C.

4.12 Preparo de monocamadas de amebdcitos para verificagio da

taxa de fagocitose.

As monocamadas de amebdcitos foram preparadas a partir de um
“pool” de hemolinfa proveniente de 10 exemplares de B. glabrata de cada
grupo experimental . Foram preparadas 2 laminas com 50 ul de
hemolinfa cada, e incubadas em estufa BOD a 25° C por 60 minutos.
Terminado o periodo de incubacdo, o excesso de hemolinfa foi
removido por inclinagdo da lamina, ficando uma camada de amebdcitos
frmemente aderidos. Colocamos 50 pl de eritrécitos de carneiro .
formolizados na concentracdo de 3X10° células/mm® sobre a
monocamada e novamente incubou-se em iguais condiges. Ao final do
periodo de incubagéo, o excesso de eritrocitos foi removido por lavagens
sucessivas com meioc minimo essencial (MME) pH 7.4. Foram fixados
com metanol e posteriormente esta preparacgio foi corada pela solugio
de May-Grinwald 1:2 em PBS 2% durante 5 minutos, lavada varias
vezes com PBS 2% e corada pela Giemsa 1:5 em PBS 2% durante 20
minutos. Lavamos bem em PBS 2%, secou ao ar e montamos em
balsamo de Canada (Addul-Salam & Michelson 1980, Santana, 1990)
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4.13 Avaliagdo do indice de fagocitose

Para avaliarmos o indice de fagocitose contamos 200 células em
duplicata para cada experimento. O valor final foi expresso pela média
aritmetica, conforme férmula abaixo utilizada por Abdul-Salam &
Michelson (1980a).

Numero de células fagocitando pelo menos um eritrécito X 100
Numero total de células contadas

Os intervalos analizados foram: 30 minutos, 12, 24, 72 horas para
cada grupo.

4.14 Tratamento estatistico

A variagdo do nimero de células circulantes, taxa de mortalidade
e taxa de infec¢do dos moluscos foram analisadas frente as condigbes
fornecidas pela época de inoculagéo (anterior ou posterior a infeccgéo),
presenga ou auséncia de células na hemolinfa e procedéncia da
hemolinfa (de moluscos infectados ou néo infectados). O estudo foi feito
mediante analise de varidncia para comparagao de grupos e de efeitos
de tempo entre os grupos.
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Foi usado o método de Ryan-Einot-Gabriel-Welsch e Quenouille
para as comparacGes multiplas das médias (Ryan 1959; Gabriel 1978,
Welsch 1977). Para a anédlise de mortalidade e infeccdo utilizou-se a
tabela de contigéncia dos resultados (morto, vivo) pelo teste de qui-
quadrado (razdo de verossimilhanga), para testar a hipdtese de que as
taxas eram iguais nos grupos.

Para analise do indice de fagocitose foi utilizado teste Tukey para
comparar as proporgdes dos grupos, hemolinfa, origem e infeccio.

A analise dos dados obtidos nos cortes histoldgicos foram feitas
atraves do teste Dunett's.
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5 -RESULTADOS

5.1 Suscetibilidade e mortalidade de B. glabrata albina.

5.1.1 - Infecgéo

Sete dias apds os moluscos terem sidos submetidos aos
tratamentos, iniciou-se a observagio dos moluscos que se infectaram e
que morreram no decorrer do experimento. Consideraram-se infectados,
apenas o0s moluscos que eliminaram cercarias e ou aqueles que
apresentaram esporocistos secundarios no periodo de observacgéo, 12
semanas (80 dias).

Os dados referentes & taxa de infeccdo dos moluscos estdo na
Tabela 1 e Figura 1.

Os moluscos que foram apenas expostos ao S. mansoni (Grupo
2), apresentaram a maior taxa de infecgdo, 72.4%. Neste grupo a
infecgdo foi mais evidente a partir da terceira semana, quando
constatamos, ao exame macroscoépico dos moluscos, esporocistos que
estavam aparentes na regido céfalo podal. Os demais grupos levaram
um periodo maior para apresentarem esporocistos, (6 semanas),
indicando uma menor suscetibilidade 4 infeccédo, o que foi confirmado no
decorrer de todo o experimento. Essa menor suscetibilidade observada
em todos os grupos experimentais foi altamente significativa (Anexo
estatistico I).

Os moluscos apenas submetidos a infeccdo pelo S. mansoni
(Grupo 2, testemunho infectado) comegaram a eliminar cercarias na
quarta semana apos a exposicdo aos miracidios de S. mansoni,
enquanto os demais grupos comecgaram a eliminar cercarias apds 8
semanas. Foi bastante reduzido o numero de moluscos que eliminaram
cercarias até o término do periodo de observacéo (Tabela 2).
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Os grupos de moluscos que receberam hemolinfa total ou sem
células de moluscos livres de infecgdo e que foram expostos ao
Schistosoma_mansoni anteriormente ou posteriormente ao inéculo (g3,

g4, 96 e g7) apresentaram as menores taxas de infeccdo, sendo
altamente significativas (p<0.0001) (Figura 1, Anexo estatistico ).

Dos grupos de B. glabrata que receberam hemolinfa total de
moluscos livres de infecgdo (g3,g4), O que apresentou menor taxa de
infectividade foi o grupo exposto ao S. mansoni posteriormente ao indculo
(g4), com taxa de 11.8%. Este grupo nao diferiu significativamente das B.
glabrata que receberam hemolinfa sem células de moluscos livres de
infecg@o (g6,97), mostrando-se altamente resistente & infeccdo, com
taxas de infeclividade extremamente baixas (11.1% e 11.4%)
independente da época de exposicdo ao S. mansoni ter sido
anteriormente ou posteriormente ao indculo de hemolinfa. Estes dois
ultimos grupos néo apresentaram diferencas significativas entre si.

B. glabrata que recebeu hemolinfa total ou sem células de
moluscos infectados com S. mansoni e que foi exposta ao S. mansoni
anteriormente ou posteriormente ao inéculo (g9, g10 e g12), apresentou
uma taxa de infecgdo moderada (Tabela1, Figura 1).

Os grupos experimentais que receberam hemolinfa total de
moluscos infectados (g9 e g10), foram os que mostraram-se com maior
taxas de infectividade (568.6% e 46.7%) respectivamente, nio
apresentando diferenga significativa (p>0.005) com relagdo ao grupo
testemunho infectado (g2).

B. glabrata que foi inoculada com hemolinfa sem células de
moluscos infectados (g12 e g13) apresentou taxa de infectividade
moderada (19.4% e 29.4%), sendo que o grupo exposto ao S. mansoni
posteriormente ao indculo de hemolinfa foi quem apresentou menor taxa
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(19.4% ). Estes grupos (g12 e g13) mostraram diferencas significativas
com relacdo ao grupo testemunho infectado (g2), (p<0.0005 e p<0.007).

A andlise estatistica da taxa de infec¢o mostrou que a origem do
indculo (moluscos livies de infecgdo, moluscos infectados) foi fator
significante (p<0.0002) A mesma analise considerou nio significativa o
tipo de indculo (hemolinfa total, hemolinfa sem células ) p> 0.0018.
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TABELA 1 - Taxa de infeccdo e mortalidade de Biomphalaria glabrata,
submetidas aos diferentes tratamentos.

Grupos Percentagem de Percentagem de Percentagem de
experimentais sobreviventes mortalidade infecgdo

Grupo 1 71,7 22,2 -
Grupo 2 64,4 35,5 72,4
Grupo 3 71,1 28,9 21,8
Grupo 4 75,5 24,4 11,8
Grupo 5 80,0 20,0 -
Grupo 6 80,0 20,0 11,1
Grupo 7 71,7 22,2 11,4

| Grupo 8 82,2 17.8 -
Grupo 9 64,4 35,6 58.6
Grupo 10 66,6 33,3 46,7
Grupo 11 77,7 22,2 -
Grupo 12 80,0 20,0 19,4
Grupo 13 75,5 24,4 29,4

Grupo 14 80,0 20,0 -
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Percentagem de infeccio

2 3 4 6 7 9 10 12 13
Grupos experimentais

FIGURA 1 - Taxa de infecgéo de B. glabrata albina inoculadas
com hemolinfa total (G3, G4, G2 e G10), hemolinfa sem células
(G6, G7, G12 e G13) de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoni submetidos a infecc@o por S. mansoni anteriormente
ou posteriormenie ao indculo. G2 corresponde ao grupo
testemunho infectado, que néo recebeu indculo.
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5.1.2 Mortalidade

Os resultados da mortalidade das Biomphalaria glabrata durante

13 semanas (90 dias) de observacio estdo expressos nas Tabelas 1 e 3
e Figura 2.

A percentagem de mortalidade n&o apresentou diferencas
estatisticamente significativas (anexo estatistico 1) entre os grupos
experimentais e o grupo testemunho infectado. Todos os grupos
apresentaram a caracteristica comum de baixa mortalidade (Tabela 2).

Nos moluscos expostos ao S. mansoni (g2), observamos as
primeiras mortes a partir da quarta semana subsequente a exposicio,
periodo correspondente ao inicio de eliminacdo de cercarias Tabelas 2 e
3, Figura 2.

Verificamos que o periocdo de maior ocorréncia de mortes de
Biomphalaria glabrata inoculadas com hemolinfa total ou sem células de

moluscos livres de infecgéo ou infectadas, independente da exposicio ter
sido anterior ou posterior a inoculagdo (g6, g7, g9, g10, g12 e g13),
ocorreu simultaneamente com o periodo de eliminagdo de cercéarias
(Tabelas 2 e 3).

O periodo de maior ocorréncia de mortes de B. glabrata nio
submetidas & exposicdo ao S. mansoni (¢5,98,g11 e g14), diferiu dos
grupos expostos ao S. mansoni Tabela 3. A morte dos moluscos ocorreu
ao longo do experimento, isto &, néo ficou delimitado a um periodo.
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TABELA 2 - Infectividade em B. glabrata submetida aos diferentes
tratamentos ao longo de 12 semanas.

mrart— —— . A ——
U ———— i s LA ————
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SEMANAS APOS INFECGAO
GRUPOS
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TABELA 3 -Numero de B. glabrata mortas submetidas aos diferentes
tratamentos ao longo de 12 semanas.
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FIGURA 2 - Taxa de mortaiidade de B. glabrata albina inoculadas com
hemolinfa total (G3, G4, G5, G9, G10 e G11), hemolinfa sem células
(G6, G7, G8, G12, G13 e G14) de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoni submetidos a infecgdc por 8. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo. G1 corresponde ao grupo controle néo
infectado e G2 ao grupo testemunho infectado.
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5.2 - Viabilidade das larvas de S. mansoni e as reagdes teciduais em
B. glabrata alhina.

Os cortes histolégicos foram realizados com o objetivo de
quantificar os esporocistos primérios e avaliar a viabilidade das larvas de
Schistosoma_mansoni, assim como avaliar a intensidade das reacdes

amebocitarias presentes nos moluscos expostos aos diferentes
tratamentos (Tabela 4, Figuras 3 a 14).

O maior nimero de larvas nos tecidos foi observado aos 30
minutos apds o tratamento, independente do grupo experimental. Nos
demais periodos observados, verificamos que o nimero de esporocistos
foi decrescendo com o passar do tempo (Tabela 4).

Verificou-se que B. glabrata exposta ao S. mansoni (Grupo 2),
constituiu o grupo que. apresentou o maior nimero de larvas viaveis
(Tabela 4, Figuras 3 a 6), sendo estatisticamente significante em todos os
periodos.

O numero de esporocistos degenerados observado nos grupos
submetidos a inoculagdo com hemolinfa se  analisados
comparativamente com relacdo as B. glabrata apenas submetidas a
infeccdo por S. mansoni (Grupo 2), mostrou-se maior e altamente
significativo (p< 0.005) (Anexo estatistico II).

B. glabrata que foi inoculada com hemolinfa sem células de
moluscos livres de infecgéo (g6 e g7) ou de moluscos infectados com S.
mansoni (g12 e g13) nao apresentou diferenca estatistica entre si em
relacdo a esporocistos degenerados, independente da exposicdo ao S.
mansoni ter sido anterior ou posterior ao indculo.

As B. glabrata que receberam inoculos de hemolinfa total ou sem
celulas de moluscos infectados (g9, g10, g11 e g13) também nao
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apresentaram diferengas significativas entre si em rela¢do ao nimero de
esporocistos degenerados. Entretanto é significativa a diferenca entre os
grupos 9 e 10 quando comparado ao grupo 2.

O maior nimero de esporocistos degenerados foi observado nas
B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos livres de
infecc@o, ndo importando se a inoculagio foi anterior ou posterior a
exposica8o ao S. mansoni, apesar dessa variacdo ter ocorrido em
intervalos diferentes nos grupos acima citados (12 horas para o grupo 6 e
24 horas para o grupo 7).

As B. glabrata pertencentes aos grupos experimentais, 6, 7, 12 e
13, as quais receberam hemolinfa sem células de moluscos livres de
infecgdo ou infectados, independente da exposigdo ao S. mansoni ter
sido anterior ou posterior ao inoculo apresentaram diferencas
significativas em relagédo a percentagem de esporocistos degenerados,
quando compéradas com as B. glabrata que receberam hemolinfa total
de moluscos infectados com 8. mansoni, independente da época de
exposicao ao S. mansoni ter sido anterior ou posterior a inoculacéo (g9 e
g10) e as B. glabrata inoculadas com hemolinfa total de moluscos livres
de infecg&o e posteriormente expostos ao S. mansoni (g3).

Verificamos que a época de inoculagdo (anterior ou posterior a
infeccdo) foi fator importante no grupo das B. glabrata que receberam
hemolinfa total de moluscos livres de infecgéio (g3 e G4), pois foram os
Unicos grupos que apresentaram diferengas significativas entre si em
relacéo ao nuimero de esporocistos degenerados (Anexo estatistico II).

Com relagdo as reagdes teciduais, observamos que nas B.
glabrata expostas ao S. mansoni (grupo 2) as larvas apresentaram-se
integras, sem reacéo amebocitaria (Figura 8).

Nas B. glabrata inoculadas com hemolinfa total de moluscos livres
de infecgdo, expostas ao S. mansoni, anteriormente ou posteriormente
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ao indculo (g3 e g4) verificarnos esporocistos primarios com reacéo
amebocitaria discreta com pouco infiltrado amebocitario ao redor da
larva, Figuras 8 e 9.

As B.glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos
livies de infeccio, expostas ao S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo (g6 e g7), apresentaram esporocistos na sua
maioria, degenerados. Os amebocitos concentraram-se em grande
numero em tormo da larva em degeneracgio (figura 11), com o fim
aparente de isolar o tecido adjacente. O nicleo dos amebécitos, assim
como o seu citoplasma era alongado, simulando o aspecto de uma fibra
semelhante ao fibroblasto, (Figura 10, A).

Quando as larvas estavam em adiantado estagio degenerativo
(igura 10, B), restavam apenas poucos amebdcitos envolvendo uma
regido, que ficava preenchida por tecido amorfo, no local que, havia sido
ocupado pela larva.

Em B. glabrata que foi exposta ao S mansoni e posteriormente
inoculada com hemolinfa sem células de moluscos livres de infeccédo
(g7), verificou-se reacdo amebocitaria intensa em torno das larvas,
(Figura 11 A). A disposicdo assumida pelos amebécitos, (Figura 11 B)
sugeria uma mobilizagdo intensa em direcdo a larva em processo de
desintegracéo.

Néao verificou-se reagdo amebocitaria em torno das larvas nos
grupos que foram submetidos & inoculacdo de hemolinfa total de
moluscos infectados, ndo importando se a inoculagdo foi anterior ou
posterior a exposicéo ao S. mansoni, grupo 9 e 10, (Figuras 12 e 13).
Estes grupos nédo apresentaram diferengas significativas entre si quanto
aos esporocistos degenerados.
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TABELA 4 - Nimero médio de larvas de S. mansoni observado em B.
glabrata submetidas aos diferentes tratamentos.

NUMERO DE PERCENTAGEM
GRUPOS TEMPO DE ESPOROCISTOS DE

EXPERIMENTAIS INFECCAQ OBSERVADO EM 3 ESPOROCISTOS
MOLUSCOS INT. DEG.

GRUPO 3
GRUPO S

GRUPOT

GRUPO Y
GRUPO 10

GRUPO 12

* INT - esporocistos integros
* DEG - esporocistos degenerados
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FIGURA 3 - Numero medio de esporocistos primarios integros e
degenerados observados em B. glabrata albina inoculadas com
hemolinfa total (G3, G4, G2 e G10) e hemolinfa sem células (G8, G7,
G12 e G13) de moluscos infectados ou néo por S. mansoni submetidos
a infecgdo por S. mansoni anteriormente ou posieriormente ao
indculo.G2 corresponde ao grupo testemunho infectado. 30 minutos
apos tratamento.
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FIGURA 4 - Nimero médio de esporocistos primarics integros e
degenerados observados em B. glabrata albina inoculadas com
hemolinfa total (G3, G4, G9 e G10) e hemolinfa sem ceélulas (G6, G7,
G12 e G13) de moluscos infectados ou ndo por S. mansoni submetidos
a infecgéo por S. mansoni anteriormente ou posteriormente ao indculo.
G2 corresponde ao grupe testemunho infectado. 12 horas apés
fratamento.
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FIGURA 5 - Numero médio de esporocistos primarios integros e
degenerados observados em B. glabrata albina inoculadas com
hemolinfa total (G3, G4, G9 e G10) e hemolinfa sem células (G8, G7,
G12 e G13) de moluscos infectados ou ndo por S. mansoni submetidas
a infecgao por S. mansoni anteriormente ou posteriormente ao indculo.
G2 corresponde ao grupo testemunho infectado. 24 horas apés
tratamento.
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FIGURA 6 - Nimerc médio de esporocistos priméarios integros e
degenerados observados em B. glabrata albina inoculadas com
hemolinfa total (G3, G4, G9 e G10) e hemolinfa sem células (G6, G7,
G12 e G13) de moluscos infectados ou néo por S. mansoni submetidos
a infecgdo por S. mansoni anteriormente ou posteriormente ao inoculo.
G2 corresponde ao grupo testemunho infectado. 72 horas apés
tratamento.
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FIGURA 7 - Corte histdlogico da regido céfalo podal de B. glabrata
exposta ao S. mansoni , (Grupo 2).

Observa-se larva integra, sem reacdo amebocitaria, 12 horas apos
exposicao.

Tricrémico Gomori (X 370)
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FIGURA 8 - Corte histégico da regido céfalo podal de B. glabrata
inoculada com hemolinfa total de moluscos livres de infeccéo e
posteriormente exposta ac S. mansoni , (Grupo 3).

Reacdo amebocitéria discreta ao redor da larva, 24 horas apés
exposicéo.

Tricrdmico Gomori, (X 340).
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FIGURA 9 - Corte histolégico da regido céfalo podal de B. glabrata
expostas ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa
total de moluscos sadios, (Grupo 4) .

Observa-se reagcdo amebocitaria discreta ao redor da larva.

Tricrémico Gomori, (X 340).
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FIGURA 10 - Corte histolégico da regido céfalo podal de B. glabrata
inoculada com hemolinfa sem células de moluscos livres de infecgédo e
posteriormente expostos ao S. manson #, (Grupo 8).

A - Larva em processo de degeneragd<> com reacdo amebociéria intensa, 24
horas apés exposigdo. Tricrémico Gomeori (X 370)

B - Observa-se larva em inicio de degeneracdo com discreta reacao
amebocitaria e esporocistos degenerad ©s sem reacdo ameboxitaria, 24 horas
apods exposicio.

Tricromico Gomori,(X 340).

A
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FIGURA 11 - Corte histologico da regido céfalo podal de B. glabrata expostas
ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa sem célula de
moluscos livres de infecgéo (Grupo 7).

A - Larva em processo de degeneragao com reacdo amebocitaria intensa, 24
horas apGs exposigdo. Tricrémico Gomori, (X 370)

B - Amebdcitos concentrados préximo a larva, ("fluxo intenso”), 24 horas
apoés o indculo.

Tricrémico Gomori, (X. 370)

A
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FIGURA 12 - Corte histolégico da regido céfalo podal de B. glabrata
inoculada com hemolinfa total de moluscos infectados com S. mansoni
e posteriormente expostos & S. marrsoni, (Grupo 9).

Observa-se larva integra, isolada do tecido, sem reagdo amebocitaria,
12 horas ap6s exposicio.

Tricrébmico Gomori,(X 370)
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FIGURA 13 -Corte histolégico da regido céfalo podal de B. glabrata
inoculada com hemolinfa sem células de moluscos infectados com S.
mansoni € posteriormente exposta ao S. mansoni, (Grupo 12).
Observa-se larva com inicio de degeneracgéo, isolada do tecido sem
reacao amebocitaria, 24 horas apés exposicio.

Tricrébmico Gomori, (X 340).
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5.3 - Avaliagdo da atividade fagocitica em B. glabrata albina.

Em moluscos expostos ao S. mansoni (g2) verificamos que o
indice de fagocitose foi baixo em todos os periodos observados, e nos
demais grupos experimentais o indice de fagocitose apresentou-se
superior em relacdo ao grupo testemunho (g2), sendo altamente
significativo, (p < 0.001), (Tabela 5).

~ As B gfabrata inoculadas com hemolinfa sem células de
moluscos livres de infeccdo e expostas ao S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo (g6 e g7) apresentaram indices de fagocitose
bastante aitos aos 30 minutos apoés o tratamento em relacdo aos demais
grupos experimentais, sendo esta diferenca significativa, (Anexo I,
Figura 14). Estes demais grupos ndo apresentaram diferencas entre si.

O indice de fagocitose 12 horas ap6s o tratamento apresentado
pelas B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos
livres de infecgdo e posteriormente expostas ao S. mansoni (g6), foi mais
elevado que os demais, entretanto essa elevacdo n&o mostrou-se
significativa (Figura 15).

B. glabrata inoculada com hemolinfa sem células de moluscos
livres de infeccéo e infectados (g6 e g12), apresentou os maiores indices
de fagocitose 24 horas apés o tratamento. Contudo ndo houve diferenca
significativa entre eles e com os demais grupos (Figura16).

O indice de fagocitose as 72 horas apds o tratamento mostrou-se
mais elevado nas B. glabrata que receberam hemolinfa sem célula de
moluscos livres de infeccdo (g6 e g7) e nas que receberam hemolinfa
sem celulas de moluscos infectados (g12) (Figura 17); contudo essa
elevagdo ndo mostrou diferencas significativas com os grupos acima
referidos e nem com os demais.
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TABELA 5 - indice de fagocitose de amebdcitos estrelados de B. glabrata
albina, frente a eritrécitos de carneiro nos respectivos grupos experimentais.

GRUPOS TEMPO DE INDICE DE
EXPERIMENTAIS INFECCAO FAGOCITOSE

MEDIA DP

GRUPO 3
GRUPO 6

GRUPO 9
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20-

Percentagem do indice de
fagocitose

2 3 4 6 7 9 10 12 13
Grupos experimentais

FIGURA 14 - indice de fagocitose de amebdcitos de B. glabrata albina
inoculadas com hemolinfa fotal (G3, G4, G9 e G10), hemolinfa sem
células (G6, G7, G12 e G13) de moluscos infectados ou nédo por S.
mansoni submetidas a infeccdo por S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo. G2 corresponde ao grupo testemunho
infectado, que ndo recebeu indculo. 30 minutos apods tratamento.
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Percentagem do indice de
fagocitose

2 3 4 8 7 9 10 12 13
Grupos experimentais

FIGURA 15 - Indice de fagocitose de amebacitos de B. glabrata albina
inoculadas com hemolinfa total (G3, G4, GO e G10), hemolinfa sem
celulas (GB, G7, G12 e G13) de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoni submetidas a infecgdo por S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo. G2 corresponde ao grupo testemunho
infectado, que néo recebeu indculo. 12 horas apés tratamento.
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FIGURA 16 - indice de fagocitose de amebbcitos de B. glabrata albina
incculadas com hemolinfa total (G3, G4, G9 e G10), hemolinfa sem
celulas (G6, G7, G12 e G13) de moluscos infectados ou ndo por S.
mansoni submetidas a infeccdo por S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo. G2 corresponde ao grupo testemunho
infectado, que néo recebeu indculo. 24 horas apés tratamento.
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Percentagem do indice de
fagocitose

2 3 4 6 7 9 10 12 13
Grupos experimentais

FIGURA 17 - indice de fagocitose de amebodcitos de B. glabrata albina
inoculadas com hemolinfa total (G3, G4, GY e G10), hemolinfa sem
celulas (G6, G7, G12 e G13) de moluscos infectados ou nido por S.
mansoni submetidas a infeccdo por S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao in6culo. G2 corresponde ao grupo testemunho
infectado, que néo recebeu inbculo. 72 horas apos tratamento.
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5.4 - Avaliagdo do niimero de células circulantes na hemolinfa de B.

glabrata.

Classificamos as células circulantes da hemolinfa como
amebdcitos estrelados (granulocitos) e amebdcitos ndo estrelados
(hialindcitos)..

A quantidade de amebdcitos néo estrelados foi significativamente
superior em relagdo aos amebocitos estrelados em todos os grupos
estudados, exceto em alguns periodos. Nestes, a diferenca ndo foi
considerada significativa, (Tabelas 6 a 6.4 e Figuras 18 a 30).

As B. glabrata expostas ao S. mansoni (grupo 2), apresentaram
uma elevagdo do nimero de amebécitos ndo estrelados e estrelados, 24
horas apos a exposicéo e aos 3 dias 0os amebdcitos estrelados elevaram
-se em um pico maior (a diferenca dos 2 picos ndo foi considerada
significativa), enquanto os amebdcitos ndo estrelados tiveram uma queda
e aos 42 dias tornaram a aumentar (Figura 18, Tabela 6).

No grupo 3, onde as B. glabrata foram inoculadas com hemolinfa
total de moluscos livres de infecgdo e submetidas & exposicéo pelo S.
mansoni observou-se que o nimero de amebécitos ndo estrelados foi
superior ao estrelado, permanecendo até aos 7 dias apés exposicdo ac
parasita. Apds esse periodo apresentou uma queda brusca, quando o
ndmero de amebdcitos estrelados entdo aumentou, (Figura 19, Tabela
6.1).

O comportamento das células circulantes nas B. glabrata
expostas ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa total
de moluscos livres de infecgdo (g4), apresentou uma caracteristica
interessante: enquanto o nimero de amebdcitos ndo estrelados estava
elevado o numero de amebodcitos estrelados apresentava-se baixo, e
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vice-versa, (Figura 20). Este fato ocorreu ao longo de todo o
experimento. As 24 horas apés ao indculo de hemolinfa os amebdcitos
estrelados elevaram-se em um pico maior, e este foi significativamente
diferente dos demais horarios observados neste referido grupo.

Moluscos que apenas receberam hemolinfa total de moluscos
livies de infecgdo (g5), apresentaram uma elevacdo precoce do niimero
de amebodcitos ndo estrelados as 2 horas ap6s inoculagéo, sendo que os
amebocitos estrelados nos dois primeiros periodos de observacgio
mostraram-se tambem elevados (Figura 21).

Nas B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de
moluscos livres de infeccdo, independente da exposicdo ao S. mansoni
ter sido anterior ou posterior, grupo 6 e 7, os amebécitos nio estrelados
apresentaram-se em maior namero na circulagdo hemolinfatica no
transcorrer do experimento, (Tabela 6.2), sendo esta variagdo
semelhante nos dois grupos (Figuras 22 e 23). Nestes grupos os
amebdcitos estrelados foram encontrados em menor ndmero na
circulagao, nao tendo havido diferengas significativas entre si.

Com relagdo as B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem
celulas de moluscos livres de infecgdo, grupo 8, observamos que os
amebocitos ndo estrelados apresentaram uma elevagéo na circulacdo as
8, 12 horas e 3 dias ap6s a inocuiacdo (Figura 23). Apesar desta
constatag@o ndo houve diferenca significativa entre si (Tabela 6.2 e
Figura 24).

Analisando os resultados referentes as B. glabrata que receberam
hemolinfa total de moluscos infectados, (grupos ¢ e 10), independente
da exposicéo ac S. mansoni ter sido anterior ou posterior, observamos
que nestes grupos o perfil da variagdo de amebdcitos ndo estrelados e
estrelados foi muito semelhante n3o havendo diferencas significativas
(Tabela 6.3, Figuras 25 e 26).
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O ntmero de amebdcitos n3o estrelados nas B. glabrata apenas
inoculadas com hemolinfa total de moluscos infectados, grupo 11,
apresentou-se significativamente elevado com relagdo aos grupos 9 e 10,
(Tabela 6.3, Figura 27).

Nas B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de
moluscos infectados, grupos 12 e 13, independente da exposicdo ao S.
mansoni ter sido anterior ou posterior a inoculagdo, verificamos que o
perfil dos amebocitos estrelados na circulagdo néo variou muito, (Figuras
28 e 20, Tabela 6.4). Os ameboécitos ndo estrelados no grupo 12
apresentaram uma elevacdo tardia na circulacdo apés as 24 horas,
(Figura 28). No grupo 13 os amebocitos ndo estrelados tiveram uma
elevagdo precoce aos 30 minutos e 12 horas ap6s a exposicdo ao S.
mansoni, (figura 29).

Os ntimeros de amebdcitos ndo estrelados e estrelados nas B.
glabrata apenas inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos
infectados com S. mansoni, (grupo 14) apresentaram um comportamento
semelhante: os amebdcitos ndo estrelados e estrelados elevaram-se e
diminuiram na circulag&o concomitantemente (Figura 30).

Os grupos de B. glabrata que receberam inoculagdo de hemolinfa
total ou sem células de moluscos infectados com S. mansoni (g9, g10,
g11, g12, g13 e g14) apresentaram uma caracieristica comum, que foi 0
fato dos amebdcitos ndo estrelados mostrarem-se na circulacdo em um
namero superior aos estrelados, (Figuras 25, 26, 27, 28, 29 e 30). Os
amebocitos estrelados em nenhum momento ultrapassaram o nimero de
amebdocitos ndo estrelados.

A andlise estatistica do numero de células circulantes na
hemolinfa de B. glabrata, mostrou que o efeito, época de inoculacdo
(anterior ou posterio a exposi¢do ao S. mansoni foi fator significante para
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os amebdcitos estrelados do grupo 4 com relagdo ao grupo 3. Ja os ndo
estrelados nao apresentaram diferencas, (Anexo V).

Constatou-se que o nlmero de amebdcitos estrelados também
apresentou-se diferente comparando-se os grupos 6 e 7, sendo, que 0
mesmo nao ocorreu em relagdo aos amebdcitos ndo estrelados, (Anexo
V).

Com relagdo aos grupos 9 e 10, verificou-se n&o haver diferengas
significativas para os dois tipos de células.

No grupo 12 o nimero de amebécitos estrelados mostrou-se
significativamente diferente em relagdo ao grupo 13, o mesmo n#o
ocorrendo com os ndo estrelados.

Com relagdo ao efeito tipo de hemolinfa (infectada ou n&o) a
andlise estatistica mostrou diferengas entre os grupos que receberam
hemolinfa total de moluscos livres de infeccéo (g3 e g4) e os grupos que
receberam hemolinfa total de moluscos infectados (g9 e g10), sendo esta
diferenga para os dois tipos de células. Os grupos que receberam
hemolinfa sem células de moluscos livres de infeccdo (g6 e g7) e os
grupos que receberam hemolinfa sem células de moluscos infectados
(g12 e g13) apresentaram um resultado inverso: o numero de
amebocitos ndo estrelados foi significativamente diferente em relagéo ao
grupo que recebeu hemolinfa sem célula de moluscos infectado: e o
nimero de amebdcitos estrelados mostrou-se diferente em relagéo ao
grupo que recebeu hemolinfa sem células de moluscos livres de infeccéo
(Anexo V)

Com relagéo ao efeito das célula presentes na hemolinfa a analise
estatistica mostrou que para o niimero de amebdcitos n3o estrelados e
estrelados houve diferencgas significativas para os grupos que receberam
hemolinfa total de moluscos livres de infecgdo (g3 e g4) com relagdo aos
que receberam hemolinfa sem células (g6 e g7). O grupo que recebeu
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hemolinfa sem células de moluscos infectados (g12) mostrou-se diferente
para © grupo receptor de hemolinfa total de moluscos infectados (g9)
para os dois tipos de células. O grupo 13 que recebeu hemolinfa sem
celulas de moluscos infectados mostrou-se diferente para com o grupo
10 que foi receptor de hemolinfa total de moluscos infectados com
relagdo aos amebdcitos ndo estrelados, ndo ocorrendo 0 mesmo com 0s
ameba&citos estrelados (Anexo V).



TABELA 6 - Nimero médio de amebdcitos em 0.1 mm® de hemolinfa circulante em
B. glabrata infectadas com S. mansoni.

I

GRUPO 2
Amebocitos  Amebécito

nao estrelados s
mgstrelados

TEMPO APGS ~ Médi Médi
TRATAMENTO i DP Méad' DpP

SOmm 145 68 81 44
- hs 0 A1,45089 03 5 2,9:;!
C2hs 78 35 31 27
12hs___ 90 50 47 2,0
24 hs o '2_8 9 20, 714 8,_ 148
3 dias 214 20,7 203 164
ST dias 14,40 _9,(}-..5;.?;} 11,1686
28 dias 88 49_ 21 9 11_,(}
42dias 164 9.7 -; S ?,3 7.0
" DP - Desvio Padréo

TABELA 6.1 - Nimero médio de amebécitos em 0.1 mm® de hemolinfa circulante
em B. glabrata inoculados com hemolinfa total de moluscos livres de infecgao.

GRUPO 3 " GRUPO4 GRUPO 5

Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos
naoc Amebdcitos nao Amebdécitos nédo Amebécitos
estrelados estrelados estrelados estrelados esfrelados estrelados

Tempoapés Média DP Média DP Média DP Média PP Média DP Meédia DP
tratamento

 30min 130 68 92 83 181
“2hs 138 2565 42 10,1
4hs 165 B85 85 59 14.¢
[ 8hs 13849 59 27 139
1 48 27 Z
3 5’33,0 .
8,2 16,
54 22

96 38 29 143 55 165 143
5095 86 240 216 151 7.8

11,1 96 42 10 2 64 24
262 142 389, 41 .23
, 138 160 74 108 37 45
_ 5 .5 37 '2‘""'25 g T U Bt O N
4 114

DP - Deswo Padrao
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TABELA 6.2 -Numero médio de amebdcitos em 0.1 mm® de hemolinfa circulante em
B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos livres de infeccao.

GRUPO6 _____ GRUPOT7 GRUPO 8 _
Amebocztos K_mebécit;s T Amebéci-fgs o

nao Amebdcitos nio Amebdcitos naoc Amebdcitos
estrefadoi_ estrelaw;_dos estrelados estrelados estreiados estrelados

Tempo apés  Média DPmMédia pp Medla DP Média DP Média DP Média DP

tratamento

30min 35 18 56 30
2hs 73300 30 14

4hs 80 38 30 1
8hs .80 731 .36 16

12hs 82 3,9 40 2
" 24hs 87 44 403

0 67 40 47 35 76 47 109 85
454227 64 57 45 14 28 19
8 61 41 79 77 54 22 80
6
1
5

- 136 53 3325124 59 31
142 54 69 35 146 118 26
137 .34 51 47 361362
3dias 96 18 50 27 121 27 63 16 136 121 )
Tdias 13975 42 4,0 10530 38 15 44 18 17
28dias 83 60 48 44 200 42 53 36 30 13
42dias -~ 79 43 49 2390 24 24 17 30 14

DP - Desvic Padrao o -

-

" - -

&
N
OQOU‘!N(DN(DW

TABELA 6.3 - Namero médio de amebécitos em 0.1 mm® de hemolinfa circulante em B.
glabrata inoculadas com hemolinfa total de moluscos infectados com S. mansoni

= GRUPO9 | GRUPO®_ | GRUPOIT |

Amebécitos Amebocrtos Amebdbcitos
ndo Amebdcitos nao Amebdcitos néo Amebdcitos
estrelados estrelados estrelados estrelados  estrelados  estrelados

Tempoapss Meédia DP Média L DP Média DP Média DP Média DP Média DP

Mento .
SOmm 586 1, 7 14 7,7 23 44
2hs B4 20, 183100 1927
4hs Q0 15 14 70 40 18
o 47 3564 183 20
40 53 9 23
300 21 6129
A 9 23
2,0 1,1
450

-

D

-

Wi O

-

N ..c’_v_"-a.oa_.co

o
-

- :

-
-

-

Ry

CwooOMw

W
-
-

NN j_t__:n;' o c.a "W s

. (D) e o ke ik ()

-

L L

OO

e

Cowow

-t_m
-
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DP - Desvio Padréo
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TABELA 6.4 - Namero médio de amebdcitos em 0.1 mm?® de hemolinfa circulante em B,
glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos infectados
com S. mansoni.

et re—

GRUPO 12 GRUPO 13 GRUPO 14

Amebécitos - Amebdcitos Amebdcitos o
nao Amebdcitos ndo Amebécitos nic Amebdcitos
estrelados mg_streiados estrelados estrelados  estrelados estrgj_a_t:ios

Tempoapss Média DP Média DP Média DP  Média DP Média DP  Media DP

tratamenito

—-" o— —
- - -

Omin 91 22 31 11 122 26 33 62 20 27
“2hs 10,3.°20°:34 1769 27 26 16 39 1817

4hs 94 15 40 26 42 20 20 14 69 27 23
8hs ' 8171833 140514 15 190 6,8 23230
12hs 127 56 33 23 144 57 33 19 146 47 68

3dias 21,5 99 65 52 94 14 47 12,7 34 54
o 7dias: 245082 4117 .92 21 38 20183 32 .83 2
28dias 272 79 64 35 91 31 20 12 74 23 30
_42dias 188 18 84 27 85.30. 34 19 76 27 38
DP - Desvio Padrao - ——

-
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ONO®WE DN
o
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FIGURA 18 - Variacéo do nimerc médio de amebécitos em B. giabrata
albina expostas ao S. mansoni, (Grupo 2).

ANE - amebocitos ndo estrelados

AE - amebbcitos estrelados
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FIGURA 19 - Variacéo do nimero médio de amebacitos em B. glabrata
inoculadas com hemolinfa total de moluscos livres de infeccdo e

expostos ac S. mansoni, (Grupo 3).
ANE - amebdcitos ndo estrelados
AE - amebdcitos estrelados
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FIGURA 20 - Variacio do nUmero médio de amebdcitos em B. glabrata
expestas ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa
total de moluscos livres de infeccio, (Grupo 4).

ANE - amebdcitos ndo estrelados

AE - amebdcitos estrelados
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FIGURA 21 - \Variagdo do nimero médio de amebécitos em B.
glabrata inoculadas com hemolinfa total de moluscos livres de infeccéo
{Grupo 5).

ANE - amebdcitos ndo estrelados

AL - amebdcitos estrelados
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FIGURA 22 - Variago do numero médio de amebécitos em B. glabrata
inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos livres de infecgao
e posteriormente expostas ao S. mansoni, (Grupo 6).

ANE - amebdcitos nao esirelados

AE - amebdcitos estrelados
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Intervalo apds tratamento

FIGURA 23 - Variacéo do nimero médio de amebocitos em B, glabrata
exposta ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa
sem células de moluscos livres de infecgéo, (Grupo 7).

ANE - amebocitos néo esireiados

AE - amebocitos esirelados
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FIGURA 24 - Variacio do nimerc médio de amebdcitos em B. glabrata
inoculada com hemolinfa sem células de moluscos livres de infecgéo,
(Grupo 8).

ANE - amebdcitos ndo estrelados

AE - amebdcitos estrelados
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Média amebdcitos/0.1 m! hemolinfa
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Intervalo apods tratamento

FIGURA 25 - Variacéo do numero médio de amebdcitos em B. glabrata
inoculada com hemolinfa total de moluscos infectados com S. mansoni
e posteriormenie expostos ao S. mansoni, (Grupo 9).

ANE - amebocitos ndo esirelados

AE - amebdcitos esireiados
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FIGURA 26 - Variag&o do niimero médio de amebdcitos em B. glabrata

expostas ao S. mansoni e posteriormente inoculadas com hemolinfa
total de moluscos infectados com S. mansoni, (Grupo 10).

ANE - amebocitos ndo estrelados
AE

- amebbdcitos estrelados
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FIGURA 27 - Variac@o do nimero médio de amebocitos em B. glabrata
inoculadas com hemolinfa total de moluscos infectados com 8.
mansoni, {Grupo 11).
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FIGURA 28 - Variacdo do numero médic de amebocitos em B.
glabrata inoculadas com hemolinfa sem células de moluscos infectados
por S. mansoni e posteriormente expostas ao Schistosoma mansoni
(Grupo 12).
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FIGURA 29 - Variacdo do numerc médio de amebbcitos em B. glabrata
expostas ao S. mansoni e posteriormente incculadas com hemolinfa
sem células de moluscos infectados com 8. mansoni, (Grupo 13).
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FIGURA 30 - Variagéo do numero médio de ameboécitos em B. glabrata
inocutadas com hemolinfa sem células de moluscos infectados com S.
mansoni, (Grupo 14).
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AE - amebdcitos estrelados
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6 - DISCUSSAOQ

Nosso trabalho consistiu na andlise da acédo da hemolinfa total
ou sem células de moluscos infectados ou ndo com S. mansoni, nos
mecanismos de defesa de B. glabrata albina que foram receptoras
dessa hemolinfa e expostas ao S. mansoni anteriormente ou
posteriormente ao indculo.

Inicialmente, avaliamos o indice de infeccdo e mortalidade dos
moluscos apos terem sido inoculados com hemolinfa total, hemolinfa
livre de células, tendo sido infectados antes ou apds a inoculacdo.
Observamos a evolugéo da infeccéo pelo S. mansoni nos tecidos dos
moluscos B. glabrata até 72 horas ap0s infeccdo. Quantificamos a
atividade fagocitaria das células da hemolinfa frente & hemaceas de
camneiro. Finalmente, quantificamos os amebdcitos presentes na
hemolinfa circulante desses planorbideos.

A percentagem de infeccdo, se analisada isoladamente em
relacdo ao grupo testemunho infectado (g2), mostra que: as taxas de
infeccdio dos moluscos pertencentes aos grupos que receberam
indculo de hemolinfa anterior ou posterior a infeccdo revelaram
diferencas. A suscetibilidade foi significativamente mais elevada nos
moluscos do grupo testemunho, em relagéo aos grupos que receberam
hemolinfa total ou sem células de moluscos livres de infeccdo,
independente da exposi¢édo ao S. mansoni ter sido anterior ou posterior
a inoculag@o, assim como das B. glabrata que receberam hemolinfa de
moluscos infectados com S. mansoni anteriormente ou posteriormente
a exposicdo ao S. mansoni.
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Resultados esperados, pois, ndo alteramos nenhum fator que
pudesse interferir na suscetibilidade dos moluscos utilizados no grupo
testemunho. Os fatores que poderiam aumentar ou diminuir a
susceptibilidade do molusco, sdo os fatores genéticos (Richards,
(1973), Richards & Merritt 1975), os ajustes fisiolégicos, a idade, a
linhagem, a carga parasitaria, a temperatura e as condictes
alimentares. Neste trabalho utilizamos moluscos da mesma espécie,
linhagem simpatrica de parasita, moluscos com mesmo tamanho, a
mesma carga parasitaria, e condigbes ambientes semelhantes.

Os moluscos testemunhas ndo foram submetidos a nenhum
tratamento prévio ou subsequente a exposicdo ao S. mansoni, o que
nos leva a afirmar que a alta taxa de infeccdo foi devida a
suscetibilidade do molusco & linhagem BH do parasita.

As B. glabrata inoculadas com hemolinfa total ou sem células
de moluscos livres de infecgéo (g3, g4, g6 e g7), apresentaram elevada
resistencia a infeccdo ao S. mansoni independente do periodo de
inéculo da hemolinfa. A hemolinfa inoculada auxiliou o “ajuste” parasita-
hospedeiro, proporcionando uma relagdo mais equilibrada, pois
determinou baixa infectividade e n#&o provocou aumento de
mortalidade. O fato da hemolinfa ser procedente de moluscos livres de
infeccdo e ser integra (total) ou sem células, ndo alterou os fatores do
soro que provavelmente influenciariam o combate ao parasita.

Segundo Renwrantz & Cheng (1977a); Schoenberg & Cheng
(1980), van der Knaap & Loker (1990), os fatores do soro que
provavelmente influenciam o mecanismo de defesa dos moluscos sdo
as lectinas e os polipeptideos livres. As lectinas que estdo presentes no
soro da hemolinfa e na superficie dos amebdcitos, segundo
Mullainadhan & Renwrantz (1986), sdo as responsaveis pela formacéo
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de pontes entre carboidratos da célula ou de particulas estranhas.
Essas moléculas, além de serem de reconhecimento no soro, atuam
como receptoras e também como opsoninas citofilicas, que aumentam
a adesdo de particulas estranhas (Renwrantz & Stahmer 1983; van de
Knaap & Loker 1990). Os componentes do soro fizeram com que
houvesse um combate mais efetivo & infeccao. Este combate pode ter
sido ampliado pelas lectinas.

No presente estudo, utilizamos apenas moluscos da mesma
linhagens suscetivel, fato este que, provavelmente, impede o
reconhecimento do soro e dos amebécitos inoculados como células
‘ndo proprias” pelos amebdcitos dos moluscos receptores, por né&o
haver diferengas antigénicas entre os moluscos. Portanto, a hemolinfa
inoculada age como um pré-estimulo ou como um estimulo de reforco
ao sistema de defesa do molusco receptor.

Em B. glabrata inoculada com hemolinfa livre de células de
moluscos infectados (g12 e g13), evidenciou-se resisténcia moderada
a infecc@o por S. mansoni. Provavelmente, fatores solliveis presentes
na hemolinfa transferida atuaram coadjuvantemente com as células do
molusco hospedeiro provocando a morte das larvas nos moluscos.
Loker et al. (1986), utilizando hemolinfa de B. glabrata infectada com
Echinostoma paraensi, verificaram “in vitro” destruicgo de esporocistos
de S. mansoni. Por outro lado, B, glabrata que recebeu indculo de
hemolinfa total de moluscos infectados (g9 e g10), ndo apresentou
resisténcia completa ao parasita. N&o provocando resisténcia, a
transferencia de hemolinfa total, niao alterou a suscetibilidade dos
moluscos, o que poderia ter acontecido uma vez que amebbcitos
presentes na hemolinfa total, foram também transferidos,
representando para 0s moluscos hospedeiros duplo estimulo:
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responder as células transferidas e as larvas de S. mansoni. Contudo
devemos considerar as observacgdes realizadas por Tripp (1961), que
evidenciou a capacidade de moluscos rejeitarem tecido heterélogo. A
hemolinfa transferida j& apresentava-se sensibilizada, anteriormente
por S. mansoni , o que provavelmente conferiu o carater “nédo proprio” .
Em um trabalho anterior, Reis et al. (1995), onde foram utilizadas B.
tenagophila submetidas a inoculacdo de hemolinfa de moluscos
infectados por S. mansoni, foi observada elevada resisténcia a infeccdo
posterior por S. mansoni. Nao foi observado este fato em Biomphalaria
glabrata albina. Estes dados estdo de acordo com Allegretti (1994), que
utiizando B. glabrata melanica, também n3o verificou resisténcia a
infecgdo por S. mansoni.

Se aliarmos a taxa de infecgdo a taxa de mortalidade,
verificamos que, a transferéncia de hemolinfa total ou sem células de
moluscos livres de infecgéo, provoca um menor nimero de moluscos
eliminando cercarias (mecanismo de resisiéncia), e baixa taxa de
mortalidade ao longo do periodo de observagdo. Nestes casos parece
ter havido um melhor ajuste entre parasita e hospedeiro, o que levou a
uma relacdo mais equilibrada.

A taxa de mortalidade das B. glabrata que foram apenas
receptoras de hemolinfa (controle de inoculagdo) tiveram o mesmo
ritmo, isto €, a mortalidade ocorreu ao longo do periodo de observacgéo,
sem grandes variagdes indicando que o papel da inoculagdo n&o foi o
fator causador das mortes. Nos diversos grupos gue receberam indculo
de hemolinfa e que foram expostos ao S. mansoni, as taxas de
mortalidade revelaram-se semelhantes ao grupo controle infectado. As
mortes ocorreram no periodo de eliminagdo de cercéarias, periodo este
que provoca maiores danos no caramujo. Estes danos poderiam ser
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consequéncia da produgéo de toxinas pelo parasita, da acdo mecanica,
ou da agdo espoliadora.

A avaliagdo das reagBes amebocitarias em torno das larvas do
parasita est@o correlacionadas com. o numero de esporocistos
degenerados e com a taxa de infecgfo. Verificamos que houve
grandes reagtes teciduais em volta das larvas de S. mansoni nas B.
glabrata que receberam hemolinfa sem células de moluscos livres de
infecgéo independente da época de inoculagdo. Houve grande ntimero
de esporocistos degenerados assim como alta resisténcia a infeccéo.
Nas B. glabrata que receberam hemolinfa total de moluscos livres de
infecgdo ndo houve essa mesma correlagéo.

Segundo Guaraldo et al. (1981), os moluscos B. glabrata de BH
sd@o considerados muito suscetiveis ao S.a mansoni, portanto nio se
observam intensas rea¢des teciduais em volta da larva. Em nossos
estudos, obtivemos resultados semelhantes com relacdo ao nosso
grupo controle infectado, que apresentou alta susceptibilidade e larvas
sem reagbes amebocitarias. Entretanto, quando submetemos B.
glabrata a inoculagdo de hemolinfa sem células de moluscos livres de
infeccdo, mesmo sendo proveniente de B. glabrata albina, que é
especie altamente suscetivel, ao S. mansoni, houve uma resposta
imune-celular, mobilizando os amebdbcitos para os tecidos em torno da
larva de S. mansoni.

As reagbes amebocitarias nas B. glabrata que receberam
inoculo de hemolinfa total de moluscos livres de infecgdo foram
discretas. Apesar dessas reacdes terem sido discretas em torno das
larvas, foram suficientes para impedir o desenvolvimento do
trematddeo, originando a alta taxa de resisténcia observada. Podemos
dizer que os mecanismos de combate as larvas de S. mansoni ocorreu
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principalmente nas primeiras horas poés-infecgdo pois o nimero de
larvas nos tecidos foi declinando com o passar do tempo. Isto nos leva
a pensar que o numero de larvas encontradas apds 72 horas de
infeccd@o seria decorrente da destruicdo e eliminacdo destas pelos
mecanismos de defesa do molusco.

Estudos vem sendo realizados na tentativa de elucidar quais
seriam os caminhos e os mediadores que levariam a degeneragido e/ou
a eliminagdo de um corpo estranho, seja um parasita ou qualquer
material reconhecido como “non self”.

Os amebobcitos dos moluscos possuem um extenso sistema
lisossomal que cliva o material ingerido (Cheng 1975). Segundo Cheng
& Mohandas (1985), os amebécitos, principalmente os granulécitos,
chamados em nosso trabalho de “estrelados”, representam o maior
sitio de enzimas lisossomais. Tais enzimas hidroliticas consistem de
fosfatases acidas e alcalinas, lisosimas e esterases nio especificas,
que sao estocadas em grénulos citoplasmaticos, nos lisossomos
(Sminia & van der Knaap 1987). As funcbes dessas enzimas seriam
provavelmente a morte e a lise dos materiais estranhos; embora até
entdo ndo tenha havido uma evidéncia experimental, alguns resultados,
tais como os que demonstram a liberagdo do contelido dos granulos
nos fagossomos apés a endocitose, sugerem fortemente essa
possibilidade (Foley & Cheng 1977; Monroy & Loker 1993). Além disso,
foi verificado que o pH nos fagossomos de Mytillus edulis e
correspondente ao pH &timo para a ativacdo das enzimas lisossomais
(Dageford et al., 1986).

Segundo Cheng (1983a, b), o processo de degranulacao
ocorreria através de uma sinalizag8o via membrana, e existiiam pelo
menos 3 sitios nos quais os antigenos poderiam ser reconhecidos: a
membrana celular; a membrana nuclear e as membranas lisossomais.



86

O processo teria seu inicio quando um sinal quimico, tal como uma
molécula associada a superficie de uma bactéria, se ligar com o sitio
de reconhecimento da membrana celular, enviando um mensageiro
para transmiss@o no citoplasma. Comecariam entdo o0s eventos
intranucleares, que levariam a sintese de enzimas lisossomais nos
ribossomos na sequéncia DNA-mRnA-tRnA. Ativacdo das membranas
lisossomais levariam & migracdo dos lisossomos & superficie celular e
posterior a extrusao de granulos.

Muitos trabalhos relatam a producdo das formas reativas de
oxigénio pelas células sanguineas dos moluscos. Segundo Dikkeboon
et al. (1988), a liberacdo de metabdlitos de oxigénio pode ser um
mecanismo pelo qual as células sanguineas de caramujos matam
parasitas. Uma falha dos amebdcitos em produzir metabdlitos poderia
ser um dos fatores, que determinam a suscetibilidade a um digenético.
Schozawa (1986), demonstrou a producdo de superdxido por
amebocitos de moluscos Biomphalaria glabrata. O mesmo foi verificado
no caramujo Lymnaea stagnalis (Dikkeboon et al. 1987). Fica claro com
trabalhos ja realizados com L. stagnalis, B. glabrata, Planorbarius
corneus e Helix aspersa que as células produzem formas reativas de
oxigénio apos estimulo com material estranho (Dikkeboom et al. 1987:
Schozawa 1986; Nakamura et al. 1985).

As B. glabrata que receberam indculo de hemolinfa total e sem
células de moluscos infectados por S. mansoni, apresentaram um
numero moderado de esporocistos degenerados (média‘ de 50%).
Contudo nestes moluscos observamos esporocistos integros ou em
inicio de degeneragdo com pequena ou nenhuma reacdo amebocitaria.
Neste caso os amebécitos podem ter combatido o parasita a distancia.
A mobilizagéo dos amebdcitos n&o foi totalmente eficiente para impedir
0 desenvolvimento do parasita pois a taxa de infeccdo foi moderada.
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Sabe-se que além da citoxicidade mediada por células, os moluscos
possuem resposta humoral & elementos ndo proprios. Os amebécitos
produzem fatores plasmaéticos, sua secrecdo e liberacdo ndo é um
processo continuo, e dependente da presenca do material estranho
(Sminia & van der Knaap, 1987). Balan et al. (1993), observaram que a
destruicdo de organismos estranhos pode ocorrer com ou sem a
presenca de reagdo amebocitaria em torno da larva de S. mansoni,
sugerindo a participacdo de componentes humorais possivelmente
liberagcdo de substéncias citotoxicas. Bayne et al. (1980), verificaram
que 0s esporocistos em contato com o plasma de caramujos
resistentes e suscetiveis permanecem vivos durante o tempo em gque
0s amebodcitos estdo ausentes. Podemos evidenciar entdo que o
mecanismo celular-humoral s&o dependentes, isto &, s6 a presenca de
celulas n&@o é o suficiente para eliminar o parasita (Allegretti 1994),
assim como s6 o plasma (soro) também nao o elimina.

O indice de fagocitose a eritrcitos de carneiro nas B. glabrata
albinas mostrou-se praticamente igual em todos os grupos
experimentais, com excegdo das B. glabrata que foram inoculadas com
hemolinfa sem células, que aos 30 minutos apds a infecgdo
apresentaram uma elevagéo significativa.

Os mecanismos de destruigdo por fagocitose ou por agregados
de células ainda nd3o estdo bem esclarecidos. Bayne (1980),
demonstrou haver diferenca na atividade de fagocitose quandc os
esporocistos foram incubados com amebécitos de linhagem resistente
e de linhagem suscetivel. Quando a linhagem foi de molusco
suscetivel, a atividade de fagocitose diminuia, e quando foi de cepa
resistente a atividade de fagocitose aumentava. Quando se colocava
hemolinfa livre de células (independente de ser de molusco resistente
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ou suscetivel) para ser incubada com amebécitos, nenhuma alteragao
acontecia na atividade fagocitaria em B. glabrata.

A atividade de fagocitose dos amebécitos pode ser influenciada
pela temperatura e pH (Foley & Cheng 1975) pela presenca de calcio
(Zelck & Becker 1992), mas em nossos experimentos estas condictes
foram mantidas constantes.

Apesar do indice de fagocitose ser relativamente baixo, os
amebdcitos de B. glabrata albina receptora de hemolinfa total ou sem
célula de moluscos infectados ou n&o por S. mansoni, apresentaram
indices suficientes para impedir o desenvolvimetno do trematddeo,
uma vez que nestes grupos experimentais a taxa de infeccéo foi baixa.
A inoculagdo somente dos componentes do soro poderia ter inibido o
combate efetivo a infecgdo. Tal fato parece n#o ter ocorrido, pois
substancias sollveis (lectinas e polipeptideos) na hemolinfa livre de
celulas parecem ter auxiliado o processo de opsonizacio feito pelas
células. Segundo Loker & Bayne (1982), esporocistos pré-incubados
com hemolinfa de caramujos suscetiveis perdem sua protecao conira a
agdo dos amebolcitos de caramujos resistentes, sugerindo que
antigenos  adquiridos pelos esporocistos n&c impedem o
reconhecimento pelas células do hospedeiro. Couch et al. (1990),
sugerem que as linhagens suscetiveis s&o provavelmente
heterogenéticas, e que essas linhagens suscetiveis mantidas em
laboratério podem ao longo do tempo sofrerem diferenciacéo
genéticas. Por isso, achamos que a linhagem utilizada por nés tenha
sofrido alguma alteracdo genética, uma vez que (Allegretti 1991),
verificou que B. glabrata albina mantida em laboratério, apresentou-se
menos suscetivel que a B. glabrata meldnica também mantida em
laboratério, a menos tempo que a albina. Entretanto os resultados
obtidos neste estudo sdo relevantes uma vez que o grupo controle
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utilizado apresentou resultados altamente significativos em relagéo ao
demais grupos experimentais.

O comportamento cinético das células circulantes nas B.
glabrata albinas inoculadas com hemolinfa total ou sem células de
moluscos livres de infecgéo, apresentaram um comportamento distinto
para amebocitos ndo estrelados e estrelados, com relagéo a época de
inoculagéo, pois nos grupos que receberam hemolinfa total (g3 e g4) os
amebocitos estrelados mostraram -se em maior nGmero quando a
inoculagéo foi posterior a exposigdo ao S. mansoni (g4). Esta
ocorréncia esta correlacionada ao fato dos moluscos terem sido
primeiramente sensibilizados pelo parasita. Entretanto nas B. glabrata
que foram receptoras de hemolinfa sem células (g6 e g7) os
amebdcitos estrelados mostraram-se em maior nimero no grupo em
que a inoculagdo antecedeu a exposicdo ao parasita (g6). Neste caso
podemos dizer que a elevag&o deveu-se a inoculacdo de hemolinfa e
néo a infecgdo pelo parasita, pois ao compararmos com o grupo
apenas inoculado com hemolinfa (g5), a variacdo cinética dos
amebocitos foi semelhante.

Os grupos que apresentaram maior nimero de amebdécitos
estrelados (g4 e g6), possuiam em comum o tipo de hemolinfa
inoculada (de moluscos livres de infeccdo). Entretanto, quando
analizamos o efeito células da hemolinfa (com ou sem célula)
constatamos que sdo os amebocitos ndo estrelados que apresentaram
modificagbes significativas quanto a sua frequéncia no grupo que
recebeu hemolinfa total (g4). Se aliarmos a baixa taxa de infecgéo, o
elevado numero de esporocistos degenerados e as intensas reacdes
teciduais, podemos entender as alteracdes ocorridas no
comportamento cinético dos amebdcitos estrelados (nimero reduzido
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na circulaggo). kstas células podem ter migrado para os tecidos, onde
teriam ido combater as larvas de S. mansoni, que apresentavam-se
envolvidas por intensas rea¢des amebocitarias, que teria originado um
elevado numero de esporocistos degenerados e consequentemente
uma taxa de infeccio extremamente baixa.

As B. glabrata que receberam o indculo de hemolinfa total ou
sem celulas de moluscos infectados (g9, g10, g11, g12 e g13),
apresentaram um comportamento cinético bastante peculiar.
Observamos que em nenhum intervalo os amebodcitos estrelados
superaram em numero 0s amebodcitos ndo estrelados. Estes grupos
acima referidos tiveram em comum o tipo de indculo (hemolinfa de
moluscos parasitados). Ao analisarmos as reacgdes teciduais, estas
mestraram-se  discretas em tomo das larvas do parasita,
consequentemente o0 numero de esporocistos degenerados foi
moderado e as taxas de infecgdo também mostraram-se relativamente
altas. Esperavamos que a transferéncia passiva da hemolinfa de
moluscos sucetiveis sensibilizados pela infecgdo por S. mansoni fosse
proteger as B.glabrata da infecc¢do, pois em estudo anterior com B.
tenagophila  tal fato ocorreu (Reis et al. 1995). Loker et al
(1986),utilizando hemolinfa de B. glabrata infectada com E. paraensi,
verificaram “in vitro” a destruicdo de esporocistos de S. mansoni.
Granath & Yoshino (1984), observaram “in vivo” que moluscos albinos
suscetiveis, inoculados com hemolinfa de moluscos resistentes,
propiciou protecdo de 60% a infecgdo por S. mansoni.

Verificamos que a hemolinfa total de moluscos livres de
infecgdo sensibilizou mais do que a hemolinfa total de moluscos
infectados, tendo em vista que as taxas de infecgdo dos grupos 3 e 4
foram menores do que as dos grupos 9 e 10. As reagdes teciduais
também apresentaram-se mais intensas, indicando um melhor
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reconhecimento do parasita. Este resultado sugere que a inoculacdo de
hemolinfa total de moluscos infectados nio tenha realmente
sensibilizado as B. glabrata, pois nessa hemolinfa inoculada poderia
haver residuos de substéncias provenientes da infeccdo sofrida
anteriormente pelos moluscos doadores. Estas substancias (antigenos)
poderiam inibir o sistema de defesa do moluscos receptor. A hemolinfa
sem celulas, proveniente de moluscos livres de infeccéo parece possuir
algum fator que ocasiona uma maior sensibilizacdo nas B. glabrata,
fazendo com que ocorra uma variagdo significativa do numero de
amebbécitos n&o estrelados. O fato da hemolinfa inoculada ser
proveniente de moluscos livres de infeccdo parece ser um carater
determinante para manter a integridade dos tecidos dos moluscos,
impedindo a difusdo de produtos toxicos oriundo do parasita,
prolongando assim a vida do hospedeiro.

A variacdo do comportamento cinético dos amebbcitos em
moluscos pode ser influenciado por vérios estimulos, como presenca
de parasitas ou de material estranho (Cheng 1987, van der Knaap et
al. 1987; Sminia & van der Knaap 1987; Moukassa & Jourdane 1990).
Nossos resultados estdo em conformidade com os obtidos por esses
autores.

Quando o trematddeo e o molusco s&o incompativeis a variagdo
do numero de amebécitos cai na circulacdo. O trematédeo é
reconhecido como estranho e eliminado. Entretanto, quando o parasita
e 0 molusco sdo compativeis, verifica-se um aumento dos amebdécitos
circulantes, observa-se o reconhecimento do parasita como estranho,
porém n&o ocorre sua eliminagdo (Files & Cram 1949; Newton, 1952;
Pan 1963; Abdul-Salam & Michelson 1980 b).

Em nosso estudo, verificou-se elevagdo do namero de células
circulantes, tendo havido o reconhecimento do parasita como estranho,
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e 0 seu envolvimento pelas células da hemolinfa, havendo reacdo de
encapsulamento pelos amebdcitos. A eliminacdo néo foi total, mas se
mostrou bastante eficiente.

Nossos resultados mostram que os diferentes indculos
(hemolinfa total, hemolinfa sem células), assim como a procedencia da
hemolinfa (moluscos infectados ou n&o), conferiram graus de
resisténcia diferentes para os moluscos: as B. glabrata albinas
inoculadas com hemolinfa total de moluscos infectados apresentaram
uma resisténcia baixa a infecgdo e esporocistos com pouca ou nehuma
reagdo amebocitaria; as B. glabrata inoculadas com hemolinfa sem
células de moluscos infectados apresentaram uma resisténcia média e
as reacgdes amebocitarias e a fagocitose foram discretas. Podemos
dizer que a inoculagdo de hemolinfa total ou sem células de moluscos
infectados, ndo conferiu protegcdo total ao S. mansoni, mas atuou
retardando seu desenvolvimento.

As B. glabrata que receberam inoculo de hemolinfa total ou sem
células de moluscos livres de infeccdo, conferiram um alto grau de
resisténcia ao desenvolvimento do S. mansoni. Pudemos constatar
neste trabalho que as células foram a principal linha de defesa das B.
glabrata albinas no combate as larvas de S. mansoni.

Nos moluscos inoculados com hemolinfa de moluscos livres de
infecgao parece ter havido acdo de componentes do soro inoculado.
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7- CONCLUSOES

Nas condigbes em que foram realizados o0s ensaios
experimentais, podemos concluir:

1) Moluscos B. glabrata albinos que receberam hemolinfa total ou sem
celulas de moluscos livres de infecgdo, anterior ou posterior &
exposicdo ao S. mansoni, apresentaram elevada resisténcia a
infecgéo por S. mansoni.

2) Moluscos B. glabrata albinos inoculados com hemolinfa sem células
de moluscos livres de infec¢cdio independente da inoculacdo anterior
ou posteriormente a exposicdo ao S. mansoni, apresentaram um
nimero elevado de esporocistos degenerados com intensa reagéo
amebocitaria.

3) Moluscos B. glabrata albinos que receberam hemolinfa sem células
de moluscos infectados com S. mansoni independente da inoculagédo
anterior ou posterior a exposicdo ao S. mansoni, apresentaram
moderada resisténcia ao S. mansoni.

4)As reagbes amebocitdrias foram discretas em B. glabrata
inoculadas com hemolinfa total ou sem células proveniente de
moluscos infectados, independente da época da inoculagao.

5)A inoculagdo de hemolinfa total ou sem células de moluscos
infectados ou ndo, determinou uma atividade fagocitaria moderada em
B. glabrata albina.
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6) Em B. glabrata albina que receberam inéculo de hemolinfa total ou
sem celulas de moluscos infectados, o nUmero de amebdcitos ndo
estrelados foi superior aos dos amebocitos estrelados,

7} A mortalidade dos moluscos deu-se na época de eliminacéo de
cercarias.
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Anexo Estatistico
TABELAS-RESUMO DO SAS



ANEXOI

a) Andlise de mortalidade e infeccéo

Grupos Mortalidade Infecgio
e P

”””” 2 0,29 p>0.05 0,18 p<0,0001

2X3 0.32 p>0.05 0,31 p<0,0001

2X4 0.30 p>0.05 0,28 p<0,0001

2X5 0.28 p>.0.05 -

2X6 0.28 p>0.05 0,28 p<0,0001

2X7 0,29 p>0.05 0,29 p<0,0001

2X8 0,27 p>0.05 -

2X9 0,36 p>0.05 0,42 p>0,05

2X 10 0.34 p>0.05 0,39 p>0.,05

2X11 0,30 p>0.05 -

2X12 0,28 p>0.05 0,31 p<0,0005

2X13 0,30 P>0.05 0,34 p<0,007
_______ 2X14 028 p005

— DF _____Qiquadrado _ _Probabilidade
Intercept 1 0.43 0.5122
Hemolinfa 2 13.03 0.0018
Origem 1 0.42 0.5157
Hemeolinfa X Origem 2 17.11 0.0002
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ANEXO 11

Teste Dunnett’s para as variaveis esporocistos degenerados.

Comparacdo de Limite de Diferenca entre Limite de
__Grupos < confianga inferior ___meédias _____confianca superior _
o 6-2 0,2301 0,3540 0,4778 ***
7-2 02150 0.3387 0,4628 ***
1322 0.1348 0,2587 0,3825 **x*
12-2 0,1013 0.2252 0,3490) #**
4-2 0,0979 02218 0,3456 **%*
92 0,0655 0,1893 0,3132 **
10-2 00247 0.1485 02724 ***
3-2 0,0143 01382 0,2682 **

__Agrupamento Media N o€ Grupo
A 0,9457 12 6
A
A 0,9306 12 7
A
B A 0,8504 12 13
B A
B A 0,8168 12 12
B A
B A 0,8134 12 4
B
B 0,7810 12 9
B
B 0,7402 12 10
B
B 0,7299 12 3
B
C 0,5917 12 2

Médias com mesma letra nfo diferem significativamente.
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ANEXO III

Teste Tukey para indice de fagocitose.

___Agrupamento Media N ____Grupo
A 60.25 2 6
A
A 60.00 2 7
B
B 49.75 2 12
B
B 4825 2 4
C
C 44 50 2 13
C
D C 41.75 2 10
D
D 40.75 2 3
D
D 40.50 2 9
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__Agrupapamento ~ Media N« Grupo
A 59.50 2 6
A
A 58.00 2 7
C B
C B 46,25 2 13
D C
D C 42 .25 2 10
D C
D C 41.50 2 4
D C
D C 41.25 2 9
E
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ANEXO IV

“General Linear Models Procedure™
The SAS System

Contagem de amebocitos :
a)Andlise estatistica do efeito, época da inoculagio (anterior ou posterior)

Grupos 3.4e5 Amebocitos estrelados
____Fonte GL_ ¢ SQ_ QM - ValorF __ Pr>F
" Modelo 5 R468,841340 1693,768268 1987  0,0001
Erro 139 11849,296591  85,246738
Totalcorrigido 144 ~ 20318,137931 .
__Fonte __ GL: __ Tipoll __ __QM____~ ValorF__ Pr>F
T Grupo 2 2362 468539 1181,234269 13,86  0,0001

Intervalo (grupo) 3 6031,777180 2010,592393 23,59 0,0001

Grupos3,4e5  Ameblcitos ndo estrelados
__Foente _ GL __ SQ QM ___ ValorF __ Pr>F_
Modelo 5 265,8511212  53,1702242 0,64 00,6659

Erro 139 11460,7971546 82.4517781
Totalcorrigido 144 11726,6482759 .
___Fonte____ GL:____] Tipo Il ¢ QM____ValorF __ Pr>F__
Grupo 2 96,2129550 48.1064775 0,58 0,5593

Intervalo (grupo) 3 230,4328897 76,8109632 0,93 0,4273

__Agrupamento Meédia N Grupo
A 15,940 50 4
B 8,327 49 5
B 622 6 3
Varidvel amebécitos ndoestrelados
__Agrupamento  Media N ________Grupo ___
A 14,680 50 4
A 14,630 46 3
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Modelo

Ermro
Total corrigido

Modelo

Erro
Total corrigido

Amebocito estrelado
GL SQ OM
5 2578811154 51,5762231
148  2386,8786249 16,1275583
153 26447597403
GL:  Tipo IlI oM
2 101,6304661 50,8152330

3 139,5917455  46,5303818

GL SQ QM

5 993,0794348 198,6158870
148  4061,0309548 274393983
153 5054,1103896
GL Tipo 111 QM

2 73,2808276  36,64044138

3 850,5623786 283,5207929

Média N
5,880 50
5,741 54
3,940 50

Média N
9,580 50
7,889 54

Valor F Pr>F
3,20 0,0090
Valor F Pr>F
3,15 0,0457
289 00377
Valor B Pr>F
7.24 0,0001
Valor F Pr>F
1,34 0,2662
10,33 0,0001
Grupo
7
8
6 ———
Grupo
7
8
6
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Grupos 9, 10e 11 Amebdcitos estrelados

__Fonte __ GL_____¢ SQ_ QM ValorF __ PoF__
Modelo 5777468438121 14.03687624 3,82 0,0027
Erro 158 61757781391 3,90872034

Toulcomigido 163 69226219512

___Fonte  GL: __ TipoIl __ __«¢ QM ___ ValorF __ P>F__
Grupo 2773429091978 17,14545989 439 00140

Intervalo(Grupo) 3 4936098529 1645366176 4,21 0,0068

Grupos 9. 10e11 . Amebocitos nfo estrelados
___Fonte GL ¢ SQ QM ValorF  Pr>F
Modelo 5 370,4306185 740861237 9,59 0.0001

Erro 158  1220,4169425 7,7241579
Total comrigido 163 1590,8475610 .
___Fonte GL: ____ TipoII ¢ QM ___ ValorF __ PrF_
Grupo 2 2203653349 1146826675 148 02297

Intervalo{Grupo) 3 92,00482889 30,66827630 3,97 0,0092

__Agrupamento  Media N . __Grupo
A 2,732 56 10
A 2,706 51 11
A 1,895 57 9

__Agrupamento ~ Meédia N o _Grupo
A 8,902 51 11
B 6.232 56 10
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Grupos 12,13e14 _  Amebdcitosestrelados
Fonte =~ GL 3§ SQ ¢ QM 3 ValorF _ Pr>F
~ Modelo 5 1170568845 234113769 3,11 0,0104
Erro 160 1203,6961275 7,5231008
Total comigido 165 _ 1320,7530120 .
___Fomte __ GL: ___ TipoIll QM ___ 1} ValorF __ Pr>F___
"~ Grupo 2 83,30151141 41,65075570 5,54 0,0047

Intervalo{Grupo) 3 73,16653479 24,38884493 3,24 0,0236

Grupos 12,13e14  Amebodcitosndoestrelados
___Fonte _ GL __ ¢ SQ __ QM ValorF __ Pr>F___
" Modelo 5 4033541518 80,6708304 4,75 0,0004
Erro 160 2717,7301856 16,9858137
Total corrigido 165 31210843373 .
___Fonte __ GL.____ Tipolll QM ___ ValorF __ Pr>F
~ Grupo 2 128,0044507 64,0022254 3,77 0,0252

Intervalo(Grupo) 3 214,3802040 71,4600680 4,21 0,0068

__Agrupamento~ Meédia N _ o« Grupo
A 3.839 56 12
A 3236 55 14
R 2.582 55 13

__Agrupamento ~ Meédia N . _Grupo
A 10,036 56 12
A 9,091 55 13



b)Anadlise estatistica do efeito, tipo de hemolinfa (infectada ou ndo)

Grupos3e9 _ Amebocitosestrelados
Fonte =~ GL ¢ SQ ! QM ___ ValorF = Pr>F

" Modelo 3 624,0710917 208,0236972 20,81 00001
Erro 99 98977356858 999771288

Total corrigido 102 1613,8446602 .

___Fomte _ GL:____ Tipolll QM ___ ValorF __Pr>F_
Grupo 1 2488014310 248.8014310 24,89 0,0001

Intervalo(Grupo) 2 79,07311334  39,5365567 3,95 0,0223

Grupos3e9  Amebocitos ndoestrelados
___Fonte ___GL SQ ¢ QM ValorF __ Pr>F__
Modelo 3 19430747750 647691583 28,16 0,0001

Erro 99 2277.119425 230012061
Total cordigido 102~ 4220,19417s
___Fomte __ GL: __ Tipolll ¢ QM____ ValorF __ Pr>F__
Grupo 1 188,5523939 188,5523639 8.20 0,0051

Intervalo(Grupo) 2 31,5277910  15,7638955 0,69 0,5063

__Agrupamento  Média N ________Grupo
A 6,522 46 3
B 1,885 57 9



Grupos 4 e 10 Amebdcitos estrelados
___Fonte _GL ___ = SQ QM ValorF  Pr>F
Modelo 3 9647.350815 3215783605 36,75 0,0001

Erro 102 8926,498242  87,514689
_Totalcorrigido 105 18573849057  __ ___ ______ ________
___Fonmte  GL: _ _ Tipodll QM ___ ValorF = Pr>F

Grupo 1 170,109151  170,1091551 1,94 0,1663

Grupos 4 e 10 Amebocitosndoestrelados _____  ___________
___Fonte _GL ____=: SQ QM ValorF  Pr>F
Modelo 3 1930,012972 643337657 12,68 0,0001

Erro 102 5173,996462 50725456
Total corrigide 105 7104,009434 . ___
___Fomte __GL. Tipodll ¢ QM ___ ValorF __ Pr>F
Grupo 1 628,8363334 628.8363334 12,40 0,0006

__Agrupamento  Media N« Grupo
A 15,940 50 4
B 2,732 56 10
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Grupos6el2 . Amebdcitosestrelados
___fonte GL SQ QM ValorF Pr>F
Modelo 3 37,87705616  12,62568539 1,14 0,3379
Erro 102 1132,7644532  11,10553386
_Jotalcomgido 105 _1170,64150943 __ _______ ______ _______
_fomte  GL: Tipolll QM ____ ValorF _Pr>F
Grupo 1 3,54168958 3554168958 032 0,5735

Intervalo(Grupo) 2 3760911816  18,80455908 1,69 0,1890

Grupos6el2 . Amebécitosndoestrelados
__fomte  GL ¢ SQ ¢ QM | ValorkF _ Pr>F
Modelo 3 368,5577661 1228525887 10,84  0,0001

Erro 102 1200,0460075 11,7651569
_Jowlcorigido 105 _1568,6037736 .
___Yonte  GL: Tipolll ¢ QM ___ 1 Valor B P>k

Grupo i 141,4415099 1414415099 12,02 0,0008

Intervalo(Grupo) 2 167,9625639 83,9812820 7,14 0,0013

__Agrupamento  Meédia N o« Grupo
A 3.940 50 6
A 3,839 56 12
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Grupos7e13 Amebécitosestrelados |
___Fomte _ GL ¢ SQ QM ValorF __ Pr>F
Modelo 3 286,5595618 95,5198539 7.59 0,0001

Frro 101 1271,0023430 12,5841816
Total corrigdo 104 1557,5619048 .
___Fonte __GL:____ Tipolll __ ¢ QM ValorF __PrF__
Grupo 1 48.74794911 4874579491 3.87 0.05518

Intervalo(Grupo) 2 1,65947519  0,82973759 0,07 0,9362

Grupos7el13 Amebécitos ndoestrelados |
__Fonte ~ GL 8§ SQ QM 3 ValorF _ Pr>F
Modelo 56989803433 232,9934478 10,31 0.0001

Erro 101 22820101329 225941597
Totalcorrigido 104 = 29809904762 ___________
___Fonte GL: TipoTl QM __ ValorF  Pr>F_

Grupo 1 127.8008451 127.8008451 5,66 0.0193

__Agrupamento  Meédia N L Grupo
A 5.880 50 7
B 2,582 55 13



X1V

c) Andlise estatistica do efeito, células da hemolinfa (com células ou sem

células)

Modelo

Erro
Total corrigido

Amebocitos estrelados

243,1968850
1176,7926983
1419,9895833

81,066283
12,7912250

Modelo

Erro
Total corrigido

102,7090324
83,5055625

1474,907825
2576,331759
4051,239583

360,8384927
180,4656327

103,7090324
417527813

491,635942
28,003606

360,8384927
90,2328164

ValorF __PoE__
6,34 0,0006
Valor F Pr>F
8,11 0,0045
306 00427
ValorF__ PrF
17,56 0,0001
Valor F P>F
12.89 0,0005
3,22 0,0444
Grupo
3
6
Grupo
3
6



Gruposde7 ____ Amebocitos estrelados
Fonte ~_GL ___ ¢ SQ QM __ ValorF _ Pr>F

" "Modelo 3 7530,704499 2510,234833 24,77 0,0001
Erro 96  9727,485501 101,327974

Total corigido 99 _ 17288,190000

___Fomte _~ GL:___ TipoIll QM ___ ValorF __ Pr>F

~ Grupo 1 535,817872  535,817872 5,29 0,0236

Grupos4e7 . Amebocitos ndoestrelados

__Fonte  GL ¢ SQ QM N ValorF ~ Pr>F

" Modelo 3 1307,864078 435.954693 7.9 0.0002
Erro 96 5743.445922 59827562

Total corrigido 99 7051,310000

___Fonte  GL:  TipoTll __ QM ___ ValorF __ P>F___
Grupo 1 902,9191308 902.9191398  15.09 0.0002

Intervalo(Grupo) 2 657,6140777 328.8077388 5,50 0,0055

__Agrupamento ~ Media N _____ ___Grupo
A 15,940 50 4
B 5.882 50 7
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Grupos9el2 Amebocitos estrelados
_Fonte ~~ GL SQ ¢ QM ___ ValorF  Pr>F
" Modelo 3 139,9891899  46,6630633 5,38 0,0017
Erro 109 9457453234  8.6765626
Totalcorrgido 112  1085,7345133 .
___Fonte _ GL: Tipo Tl QM ___ ValorF  PrF
"7 Grupo 1 61,19184221 61,19184221 7,05 0,0091

Intervalo(Grupo) 2 33,17666906 16.58833453 1.91 0,1527

Grupos9e¢l12 . Amebdcitosndoestrelados
__Fonte _ GL ¢ SQ QM ValorF __Pr>F
"~ Modelo 3 4871309280 1623769760  19.65 0,0001
Erro 109 900,8336738  8,264291
Totalcomgido 112 1387,9646018 .
___Fonte GL. TipoIll ¢ QM ___ ValorF _ PrF
Grupo 1 34,8864624 348864624 422 0.0423

Intervalo{Grupo) 2 190247222 951236111 1,15 0,3201

__Agrupamento~ Meédia N o __Grupo
A 3,839 56 12
B 1,895 57 9



Amebocitos estrelados

XVl

Modelo

Erro
Total corrigido

Modelo

Erro
Tatal corrigido

1

40,97590696 13,65863565
470,01508403 4,39266435

1832474782
40,34887701

M ___ ValorF = Pr>F
3,11 0,0295
Valor F P>F
4,17 0,0436

SQ QM ____ Valor® = Pr>F
306,7366250 1022455417 6,39 0,005
1712,5606723 16,0052399
20192972973
Tipo I QM ___ ValorE = Pr>F
35.83401076 2683401076 168 0,1982
Jntervalo(@rupo) 2 7996692513 3998346257 2,50 00870
Agrupamento __ Média N« Grupo ____
2732 56 0
2,582 ss 3
_Agrupamento ___ Média N~~~ Gmupo
9,091 55 i3
6.232 56 10



