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Resumo

Experimentalmente, Biomphalaria glabrata pode ser utilizada como hospedeiro
intermediario do nematédeo Angiostrongyius  costaricensis, rtesponsavel pela
angiostrongiliase abdominal. Esta zoonose, descrita no Brasil principalmente nos estados
sulinos, pode acometer acidentalmente o homem, sendo que a infecgfio ocorre através da
ingestio de moluscos parasitados ou agua e alimentos contaminados com larvas de 3°
estagio, eliminadas no muco dos moluscos hospedeiros.

O objetivo deste trabalho foi estudar o desenvolvimento dos estagios larvais ¢ o
comportamento dos hemocitos na hemolinfa de B. glabrata infectada.

Um total de 168 moluscos foi infectado com 120 larvas L, de 4. costaricensis
extraidas das fezes de camundongos Swiss albinos previamente infectados via oral sob
tubagem esofdgica com 6 larvas L;. Larvas de 4. costaricensis foram recuperadas de 45
moluscos B. glabrata aps 15, 22 ¢ 29 dias de exposic@o ao parasita, através do método de
Baermann, utilizando tecidos digeridos dos moluscos com solucdo de pepsina e acido
cloridrico. Constatou-se maior recuperagio de larvas de A. costaricensis dos moluscos aos
29 dias de infeccao.

Para o estudo do desenvolvimento de 4. costaricensis, 60 moluscos infectados
foram destinados a recuperacdo larval durante 30 dias consecutivos. Foi observada a
mudanga larval de L, para L, aos 13 dias de infeccio e L, para L; aos 18 dias de mfeccéo.

Hemolinfa de 45 moluscos infectados ¢ ndo infectados com A. cosfaricensis foi
coletada para verificagfo da resposta hemocitaria durante 4 semanas. Os hemécitos foram
distinguidos em hialindcitos e granuldcitos. Enquanto nos moluscos ndo infectados
predominaram os hialinécitos, naqueles infectados os granuldcitos foram mais evidentes,
principalmente entre o 18° ao 25° dia de infecgdo.

Foi confirmada a ocorréncia tanto da infecg@io percutdnea como por via oral. Os
locais mais parasitados foram: regifio cefalopodal, a preferida pelo nematédeo, seguida do
intestino, rim e pulméo. Todas as larvas encontradas estavam viaveis e rodeadas por reagéo

do tipo granulomatosa, independentes de sua localizagio.
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Abstract

Biomp halaria glabrata can be experimentally used as an intermediate host of the
nematode Argiostrongylus costaricensis, responsible for abdominal angiostrongyliasis.
This zoonosis, found in Brazil mainly in the southern states, can accidentally infect man
through the Ingestion of parasitized mollusks or contaminated water and food
containing third-stage larvae, eliminated in the mucous secretion of the mollusks.

The objective of this work was to study the development of larval stages and the
behavior of hemocytes in the hemolymph of infected B. glabrata.

A total of 168 mollusks were infected with 120 L, larvae of A. costaricensis,
extracted frorm excrement of albino Swiss mice previously infected via the oral route by
esophageal tube with 6 L3 larvae. The A. costaricensis larvae had been recovered from
45 B. glabrata mollusks at 15, 22 and 29 days after exposure to the parasite, by means
of the method of Baermann, using molluscan tissues digested with pepsin and
hydrochloric acid solution. A larger recovery of A. costaricensis larvae from the
mollusk was found at 29 days after infection.

For the study of the development of A. costaricensis, 60 infected mollusks were
allocated for larval recovery during a period of 30 consecutive days. It was observed
that there was a larval stage change, from L, to L,, at the 13 day after infection and
from L to L; on the 18" day after infection.

The hemolymph of 45 mollusks, both infected and not infected with 4.
costaricensis, was collected for verification of the hemocyte response during 4 weeks.
The hemocytes were differentiated into hyalinocytes and granulocytes. While in the non
infected mollusks the hyalinocytes had predominated, in those infected granulocytes
were more evident, mainly between the 18" and the 25 day after infection.

The occurrence of infection, both via percutaneous and via oral routes, was
confirmed. The most parasitized sites were the cephalopodan mass, preferred by the
nematodes, followed by the intestines, kidneys and lungs. All the larvae found were
viable and surrounded by reaction of the granulomatous type, independent of their

situation.
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Intoducio

I - Introducio

Das muitas espécies de metastrongilideos do género Angiostrongylus, duas foram
encontradas habitando as artérias do homem: Angiostrongylus canionensis (Chen,1935),
agente etiologico da meningite eosinofilica, observado no sudoeste da Asia e em algumas
ilhas do Pacifico (Jindrak et a/..1970; Alicata,1991); e Angiostrongvius costaricensis, de
conhecimento relativamente recente, descrito inicialmente na Costa Rica (Morera &
Cespedes, 1971a) e causador da angiostrongiliase abdominal.

A angiostrongiliase abdominal ¢ considerada uma zoonose, que tem como
hospedeiros definitivos naturais roedores silvestres e como hospedeiros intermediarios,
algumas espécies de moluscos terrestres que séo naturalmente infectados. A distribuicéio €
propria do Continente Americano, estendendo-se desde a Costa Rica até o norte da
Argentina. Nos Estados Unidos (Ubelaker & Hall, 1979) e na Africa (Baird ef al., 1987) o
parasita também j4 foi relatado.

Esta parasitose pode ocasionalmente acometer o homem, sendo que a infeccio
humana ocorre através da ingestdo de pequenos moluscos parasitados, ou mesmo alimento
e agua contaminados com larvas de terceiro estagio, eliminadas no muco dos moluscos
hospedeiros.

Casos humanos no Brasil foram descritos nos estados de S3o Paulo, Parana, Santa
Catarina e principalmente no Rio Grande do Sul (Zillioto ef al.,1975; Agostini ef al., 1983;
Avyala, 1987). Foram também relatados casos no Distrito Federal (Barbosa ef al., 1980;
Magalhdes et af.,1982), em Minas Gerais (Rocha ef al., 1991) e no Espirito Santo (Pena er

al., 1995).
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As manifestacdes clinicas sdo abdominais, simulando geralmente uma apendicite,
com quadro muitas vezes agudo de evolugdo rapida. A maioria das lesGes ocorre no ileo, no
apéndice e no ceco. O quadro patoldégico é caracterizado pela exuberante eosinofilia
tecidual, edema da parede do intestino, granulomas em torno dos ovos do nematodeo,
alguns com desenvolvimento larval, consistindo de macréfagos, poucos linfécitos e
abundantes eosindfilos (Cespedes ef al., 1967; Graeff - Teixeira ef al.,1991a)

Em decorréncia da infecgio do homem, mesmo que de forma acidental, nos ultimos
anos a angiostrongiliase abdominal tem merecido a atencdo de alguns pesquisadores. Ela
foi observada pela primeira vez por Céspedes er al. (1967), que a descreveram como
granuloma entérico com intensa eosinofilia tissular, trombose arterial ou venosa em vasos
pequenos ¢ médios. Esta trombose desencadeava infartos intestinais que ocasionavam 0s
quadros clinicos mais graves e agudos, com peritonite ¢ morte. A intensa reagdo
inflamatoria retém os ovos do parasita na parede intestinal e impede a eliminagfo de larvas
( L1 ) nas fezes (Morera & Cespedes, 1971b).

Segundo Graeff-Teixeira et al. (1991b), o quadro patoldgico dessa parasitose €
caracterizado pelo comprometimento vascular, visto que os vermes adultos habitando as
artérias causam trombose, necrose tecidual, granulomas periovulares e alta eosinofilia,
devido a eliminagdo de antigenos das fases ovular, larval e adulta do parasita.

Hospedeiros definitivos naturais incluem vérios roedores: Sigmondon hispidus (Say
& Ord,1825), Rartus rattus (Linné,1758), Zygodontomys microtinus (Lund,1884), Liomys
adspersus (Peters,1874), Oryzomys fulvescens (Musser,1989) (Tesh at al..1973);, O.
caliginosus (Tomes,1860) (Makek,1981); O. nigripes (Olfers,1818), O. ratticeps ( Hensel,
1837) (Graeff-Teixeira ar al.,1990); Proechimys sp (Moojen,1948) (Santos, 1985) ¢ outros

marniferos tais como: Saguinus mystax (Spix,1823) (Sly et 0l.,1982); Nasua narica bullata
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(Linné,1766) (Monge et al,1978). Recentemente foi relatado que Canis familiaris
(Linné,1758) pode ser hospedeiro reservatorio de 4. costaricensis (Rodriguez et al., 2002).
No Brasil, . migripes é o responsavel pela manutencio do ciclo na natureza (Graeff-
Teixeira, ef al., 1990).

Em geral, nos roedores silvestres o verme habita as artérias da regifio ileocecal. mais
precisamente os ramos das artérias do mesentério (Morera, 1973). Ali deposita seus ovos
que sdo arrastados pelo sangue para a mucosa intestinal, onde embrionam e eclodem. As
larvas do primeiro estdgio atravessam a mucosa e caem na luz do intestino, sendo
eliminadas para ¢ exterior com as fezes do roedor. Estas larvas sdo ingeridas por moluscos
suscetiveis, onde scfrem duas mudas, dando origem as larvas infectantes de terceiro estagio
no tecido fibromuscular ¢ sfo eliminadas com o muco dos moluscos infectados. No cdo,
Rodriguez et al. (2002) nfo verificaram manifestacSes clinicas ou lestes significantes nos
intestinos, indicando que esse animal pode ser hospedeiro reservatorio do A. costaricensis.

Sdo considerados como os hospedeiros intermediarios principais os moluscos
veronicelideos, sendo Sarasinula plebleia (Fisher,1868) a espécie naturalmente infectada
encontrada na Costa Rica (Morera & Ash, 1971).

De acordo com os estudos de Graeff-Teixeira et al. {1989; 1990), no Brasil foram
encontradas as seguintes espécies naturalmente infectadas no Rio Grande do Sul:
Phyllocaulis  variegatus (Semper,1885), Lymax flavus (Linné,1758), L. maximus
(Linné,1758),  Bradvbaena similaris (Férussac,1822) e Belocaulus angustipes
(Heynemann,1885). Foi também verificado por Thiengo er al. (1993) a infecgio natural de
P. soleiformis {Orbigny,1835) e Helix aspersa (Mueller,1774). Outros moluscos terrestres
sdo capazes de se infectar e eliminar larvas L; em infecgbes experimentais, tais como:

Veronicella occidentalis (Gambetta,1923) (Malek, 1981), Sarasinula marginata

LVa)
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(Semper,1885) (Lima er al.,, 1992a), P. boraceiensis (Thomé,1972) (Bonetti & Graeff-
Teixeira, 1998) e Megalobulimus sp (Morretes,1952) (Graeff-Teixeira et af., 1989). Os
planorbideos de agua doce, Biomphalaria tenagophila (Orbigny,1835), B. straminea
(Dunker,1848) e B. glabrata (Say,1818) sob condigdes laboratoriais, mostraram-se
susceptiveis 4 infecgo, sendo os dois Gitimos considerados os melhores hospedeiros (Lima
er al., 1992b).

Morera & Céspedes (1971b) fizeram as primeiras observacgdes sobre o ciclo do 4.
costaricensis no hospedeiro invertebrado. Esses autores relataram que os moluscos ingerem
larvas L; eliminadas com as fezes dos hospedeiros vertebrados, e ap6s a ingestfio, estas
larvas sofrem duas mudas: Ly ¢ L;. As larvas L; constituem a forma infectante para o
hospedeiro vertebrado. No interior do molusco estas larvas movimentam-se pouco, mas,
quando liberadas, tornam-se ativas e aptas a infectarem o hospedeiro vertebrado.

Thiengo (1996) relatou pela primeira vez a infeccdo percutinea de Sarasinula
marginata por larvas L | de 4. costaricensis.

Quanto & suscetibilidade dos moluscos, Gerichter (1948) relatou a aparente falta de
especificidade dos metastrongilideos em relagdo aos seus hospedeiros intermediarios. De
acordo com este autor, muitas espécies de moluscos podem servir como hospedeiros
intermedidrios e quando mantidas sob as mesmas condi¢des, a intensidade da infecciio e o
tempo de desenvolvimento das larvas mostram-se distintos.

Infeccdes experimentais (Thiengo, 1995) de moluscos com A. costaricensis,
mostraram que B. glabrata é suscetivel, possuindo vantagens quanto a manutencio e
reprodugéio em laboratorio. Porém, de acordo com a autora, esta espécie apresentou grande

indice de mortalidade apés infecgo, ao contrario do que foi observado em outras espécies
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tais como : Sarasinula marginata (Semper,1885), Bradybaena similaris (Férussac,1821) e
Leptinaria unilarnellata (Orbigny,1835).

O mecanismo pelo qual o sistena de defesa dos moluscos elimina materiais
estranhos ou assegura sua integridade contra agentes externos, tem sido alvo de muitos
estudos e vem recebendo maior atencdo dos pesquisadores nos Gltimos anos. Segundo van
Der Knaap & Loker (1990) o sistema usado pelos moluscos para combater organismos
invasores € chamado de Sistema de Defesa Interno, termo mais apropriado que Sistema
Imune. devido a falta de linfécitos e imunoglobulinas. Apesar da auséncia destes
elementos, o sistema de defesa interno consegue discriminar entre ¢ que € proprio € o que
ndo ¢ proprio. Eie compreende tanto elementos celulares como humorais que cooperam, no
processo de discriminagéo e na defesa.

A principal linha de defesa dos moluscos contra materiais estranhos é a celular. As
células da hemolinfa, denominadas de amebocitos ou hemécitos, reconhecem e reagem a
invasdo de materiais estranhos, tanto pela fagocitose como pela encapsulagdo (Cheng &
Auld, 1977). Estas cé€lulas sfo semelhantes aos macrofagos dos mamiferos, circulando
livremente e movimentando-se na hemolinfa pelo sistema vascular aberto e,
consequentemente, para os tecidos dos moluscos (Loker & Bayne, 1986; Sminia & van Der
Knaap,1987; Lie et al.,1987; van Der Knaap & Loker, 1990).

Cheng & Garrabrant, (1977); Lie et al.. (1987); Ottavian & Franchini, (1988)
descreveram dois tipos de hemdcitos circulantes na hemolinfa dos moluscos: os
granulocitos e os hialinocitos. Os granulocitos medem cerca de 7 a $um de diametro e
correspondem a praticamente 90% do total de células encontradas na hemolinfa. Exercem a
fun¢do fagocitaria de agentes estranhos e, para essa finalidade, possuem pequenos

pseudopodos.

Ln
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Os hialindcitos correspondem a 10% dos hemoécitos restantes encontrados na
hemolinfa, apresentando-se menores que os granuldcitos, variando de 4 a 8um de didmetro,
porém nfo emitemm pseuddpodos quando em contato com superficie de vidro. Seu papel no
sistema de defesa dos moluscos ainda € desconhecido.

Além da func¢iio fagocitaria, os hemdcitos fazem transporte de calcio,
desempenhando papel semelhante ao fibrinogénio, em casos de ferimentos dos moluscos
impedindo, assim, extravasamento de hemolinfa (Wagge, 1955; Ratcliffe, 1985).

Vartos autores consideram essas duas células, granuldcitos e hialinocitos, como
células distintas. porém, para alguns elas representam diferentes estagios de
desenvolvimentoc em uma mesma linhagem de célula (Sminia, 1972; Santana ef al., 1985;
Lie et al., 1987; Sminia & van Der Knaap, 1987; Seta ef al.,1996).

Pan (1996) sugeriu que hialindcitos de B. glabrata podem se transformar em
granuldcitos sob estimulacio. Segundo o mesmo autor, os granuldcitos capazes da emissio
de pseuddépodes ficam livres, vagando pelo organismo do molusco, enquanto os hialinécitos
estdo fixados nas fibras colagenosas dos tecidos.

Muitos pesquisadores tém reconhecido a existéncia de subpopulagdes de hémécitos,
dependendo da idade de sua célula (Dikkeboom er af, 1984), do seu contetido enzimatico
(Granath & Yoshino, 1983) ou de seus determinantes de superficie (Yoshino & Granath,
1985).

Segundo Matricon-Gondran & Letocart (1999), a ativagdo de hemécitos é
acompanhada pela mobilizacdo de fibras protéicas da célula, resultando na formacio de
pseuddpodes ¢ ma fagocitose. O reconhecimento de materiais estranhos pelo molusco
estimularia a mobilizacio de fibras proteicas no processo de polimerizaciio dos filamentos

tubulares helicoidais dos hemdcitos. Esta ativacfo pode resultar na interacfio entre residuos
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sacaridicos ¢ lectinas, os quals sdo essenciais no reconhecimento do “non-self” em
invertebrados. Observactes "in vivo" em B glabrata, mostraram que esses filamentos
helicoidais formam uma rede intrinseca, nos quais particulas estranhas sfio presas,
lembrando um processo de coagulacio.

Os hemécitos no molusco sdo produzidos em um o6rgédo chamado "Amebocyts
Producing Organn” - APO - Orgﬁo Produtor de Amebdcitos (Lie ef ol., 1975; Sima &
Vetvicka, 1990). Este 6rgio esta localizado na regido renopericardica dos planorbideos,
entre células epiteliais da regifo posterior do manto e da camada epitelial do pericérdio,
contendo tanto células jovens, imaturas, chamadas ameboblastos, quanio hemoécitos
maduros.

O APO é semelhante a um orgdo linfoéide de vertebrado no qual células de defesa
sdo formadas. N&o estd bem certo se a produciio de hemdcitos nos moluscos € restrita
apenas ao APO. Sminia et al (1974) concluiram que hemocitos podem ser formados
também no tecido conjuntivo, tanto como no APO , conforme observado em Lymnaea
truncatula (Mueller,1774) infectada com Fasciola hepdtica (Linné,1757) e em Marisa
cornuarietis  ((Gray,1824) e  Lymnaea  palustris (Mueller, 1774), infectada pelo
Angiostrongylus cantonensis.

Em moluscos nfo estimulados pela infecgo, esse érgdo é plano, contendo somente
poucos grupos de células ou nodulos. Quando o molusco é desafiado pela infecgio, esse
6rgdo exibe hiperplasia conseqiiente & multiplicacfio celular. Esta resposta ¢ especifica ¢
mantida pela segunda ou ferceira exposicdo aoc mesmo agente, revelando memoria
imunologica (Lie et al.,1975).

Machado (1990) verificou resisténcia a infecgfo em Biomphalaria tenagophila

submetida a inoculacdo de hemolinfa proveniente de moluscos infectados com 8. mansoni
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(Sambon,1907). Quando expostas novamente a0 mesmo parasita, evidenciaram a memoria
imunologica.

Os hemocitos produzem substdncias que sfo encontradas na hemolinfa, ¢ a
produgdio de tais ssubstincias estd na dependéncia da presenca de agentes estranhos, como,
por exemplo, parasitos (Sminia & van Der Knaap, 1987). De acordo com varios autores
(Renwarantz & Cheng, 1957; Kock & Nielsen, 1984; Bride ez al., 1986) lectinas, enzimas,
fatores inibidores de proteases, fibrolectinas e até mesmo ativadores de complemento dos
vertebrados parecem contribuir e participar nos mecanismos de defesa dos moluscos.

As lectinas sdo proteinas sintetizadas pelos hemocitos e liberadas no soro. Unem-se
especificamente z carboidratos atuando como opsoninas sobre material estranho (van der
Knaap et al., 1981 ; Richards & Renwrantz, 1991).

Por meio do mecanismo de fagocitose, os moluscos sfo capazes de encapsular
parasitos, sendo qque esta atividade nfo envolve a participagdo de hialinécitos (Lie ef al.,
1987). A eficiéncia do sisterna de defesa dos moluscos € mantida pelo processo de
fagocitose e fatoress humorais, juntamente com a concha e o muco, evitando assim a entrada
de agentes estrarihos (Ratcliffe, 1985; Bayne, 1990). Perdxido de hidrogénio, oxigénio
simples e radicais hidroxila so produzidos pelas células fagocitérias, formando um sistema
altamente toxico que atua na destruicdo de microorganismos (Sminia & van der Knaap,
1987; Dikkeboorx et al., 1987 e 1988).

Nos moluscos a reaclo de encapsulagdio do esporocisto de S. mansoni pode ser
considerada semelhante a reacfio granulomatosa em torno do ovo de S. mansoni, por isolar
o parasita, impedindo a ocorréncia de danos aos tecidos do hospedeiro. Segundo Harris &

Cheng (1975a), esta reagdo teria inicio devido a produtos toxicos provenientes do parasito.
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De acordo com 0s mesmos autores, a encapsulagdo de A. canionensis por B.
glabrata ocorre em duas fases: uma fase inicial, por volta de 24 horas apéds infeccdo e que
se estende até 6 dias, que corresponde ao envolvimento, infiltragdio e agregagfo de células
da hemolinfa ao redor do 1° estigio larval; e a 2* fase, que envolve a conversdo de
pequenos agregados celulares em agregados compactos, formando nodulos fibrosos. Estes
nédulos contém células alongadas, que resultam em uma céapsula com aparéncia fibrosa.
Tripp (1961) verificou que as capsulas que incorporavam particulas estranhas em B.
glabrata consistiam em hemoécitos e células, designadas por ele como fibroblastos.

O encapsu lamenio de parasitos pode, na realidade, resultar na sua destruigéo, devido
o alto nivel de enzimas atuantes nas capsulas, ou nfo exercer nenhum efeito sobre o
invasor. O tipo de reagio difere com a espécie do parasito e¢ do hospedeiro. Em
Angiostrongylus costaricensis, por exemplo, Sima & Vetvicka (1990) constataram esse
fato, quando conseguiram recuperar larvas viadveis em B. glabrata até um ano apés a
infeccdo inicial. Da mesma forma, Richards & Merritt (1967) verificaram em B. glabrata
infectada com grande nimero de larvas de 4. canmtonensis que estas larvas podiam
sobreviver até 12 meses dentro do molusco, envolvidas por reagdes teciduais que
consistiam de hermocitos ¢ fibroblastos.

Neste trabalho, nos propusemos estudar a infecgio do Angiostrongylus costaricensis
em Biomphalaria glabrata, através da verificagio do desenvolvimento dos estagios larvais

e da resposta hemocitaria frente 4 infecciio pelo nematodeo.
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II - Objetivos

No presente trabatho tivemos como objetivo estudar em Biomphalaria glabrata o
comportamento de Angiostrongylus  costaricensis, observando: a suscetibilidade do
molusco ao A. costaricensis, o desenvolvimento das larvas nos moluscos infectados, o
ndmero de hemécitos na hemolinfa, as reagdes hemocitarias decorrentes da presenca de
larvas no molusco, 0 nimero de larvas de 4. costaricensis e sua localizacio nos diferentes

orgaos do molusco.
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IIT — Planejam ento experimental

Os planorbideos utilizados na pesquisa foram Biomphalaria glabrata, melinicas,
originadas de populagdes coletadas em Belo Horizonte (MG). Os moluscos foram
mantidos em tanques com dgua declorada e alimentacdo diaria consistindo de folhas
frescas de alface fomecidas ad libitum.

A linhagerm de Angiostrongylus costaricensis , proveniente de Crissiumal (RS), cujo
ciclo é mantido ern moluscos B. glabrata e camundongos Swiss albinos no Departamento
de Parasitologia, foi cedida pela Profa. Dra. Silvana Thiengo do Instituto Oswaldo Cruz/
Fiocruz, Rio de Janeiro.

Foram formmados dois grupos experimentais, chamados de A ¢ B.

No grupo A foram utilizados 168 moluscos submetidos a infec¢do com 4.
costaricensis. O grupo B foi constituido por 45 moluscos nfo submetidos a infecgéo,
destinados 4 contagem de hemocitos em periodos pré-estabelecidos.

O grupo A foi subdividido em grupos menores, conforme descrito abaixo:

- Al - 45 moluscos destinados a recuperacéo de larvas Ls;

- A2 - 60 moluscos destinados a recuperacéo de larvas durante 30 dias consecutivos;

- A3 -45 moluscos destinados a contagem de hemocitos em periodos pré-estabelecidos;
- A4 -18 moluscos destinados a cortes histoldégicos para verificacdo de reagdo

hemocitéria intramolusco em periodos pré-estabelecidos.
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Os seguintes pardmetros foram observados:

A) Suscetibilidade de B. glabrata exposta ao A. costaricensis;

B) Desenvolvimento das larvas nos moluscos;

C) Numero de hemocitos na hemolinfa dos moluscos;

D) Reagdes hemocitarias decorrentes da presenca de larvas no molusco;

E) Numero de larvas de 4. costaricensis no molusco.
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IV — Material € métodos

A) Manutenc¢io dos moluscos em laboratoério.

Os exemplares de B. glabrata utilizados nos experimentos foram variante meldnica.
Foram criados no moluscario do Departamento de Parasitologia da UNICAMP sendo
originados de exemplares provenientes de Belo Horizonte (MG).

Os moluscos, selecionados aleatoriamente para os experimentos, mediam de 7 a 8
mm de didmetro e foram mantidos em aqudrios com 4gua filtrada e declorada, recebendo
alface "ad libitum”. A 4gua dos moluscos foi trocada duas vezes por semana e os moluscos
foram infectados logo apds a montagem dos grupos experimentais. Os moluscos foram

mantidos a uma temperatura de aproximadamente 25°C.

B) Infeccio dos moluscos.

Para a infeccio dos moluscos foram utilizados larvas L, de A. costaricensis da
linhagem de Crissiumal, Rio Grande do Sul, BR. Estas larvas foram coletadas das fezes de
camundongos Swiss albinos infectados por via oral, com 6 larvas L.

Decorridos 21 dias, as fezes coletadas dos camundongos pela manhi, foram
homogeneizadas, envoltas em gaze, colocadas numa peneira plastica e depositadas por 24
horas na superficie de um cdlice de sedimentacfo, contendo agua declorada a 37 °C. O

sedimento de cada calice foi submetido a centrifugacfo. Utilizou-se centrifuga de bancada
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FANEM, modelo 206-R a 178.770g -durante 5 min. O sobrenadante foi desprezado. Este
procedimento foi repetido até que obtivesse um concentrado de larvas. A contagem das
larvas L; foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico em placa de Petri,
contendo agua declorada e 1 ml do concentrado de larvas, previamente homogeneizadas.

Os moluscos foram isolados individualmente em pequenos frascos de vidro
contendo 2 ml de agua declorada e foram expostos a 120 larvas (L;) de 4. costaricensis na

presenca de luz e a temperatura de 28°C, durante 24 h.

C) Obtencio de larvas L; e verificacio da suscetibilidade do melusco.

Foram utilizados 45 moluscos (subgrupe A 1) que foram divididos em subgrupos
de 15 moluscos, apods 15, 22 e 29 dias de infecgdo para obtengdo de larvas Lz . A técnica
utilizada para obtencdo de larvas foi a de Wallace & Rosen (1969), com modificacdes. Os
moluscos foram sacrificados separadamente, quebrando-se suas conchas € sendo sua massa
corporal fragmentada em pequenos pedagos. Estes fragmentos foram transferidos para
pequenos frascos contendo soluclio digestiva (pepsina 4 mg% e 0,7% HCI) e deixados em
banho-maria a 42°C durante duas horas. O contetido de cada frasco com o material digerido
foi transferido para funil de Baermann com agua declorada a 37°C por duas horas para se
obter no sedimento as larvas L;. Um concentrado de larvas L; foi obtido pela centrifugacéo
(178.770g) por 5 min. de 10 ml do sedimento formado no funil de Baermann. Apos
centrifugacdo, foi retirado 0,1ml do sedimento com pipeta automatica ¢ depositado em

lamina quadriculada para a contagem do nimero de larvas, com microscépio de luz.
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D) Recuperacio de larvas em periodos pré-estabelecidos para verificagio do estagio

de desenvolvimento.

Foram utilizados, nesta etapa do experimento 60 moluscos infectados, destinados a
recuperagio de larvas durante 30 dias consecutivos. Esse grupo foi dividido em subgrupos
de dois moluscos., os quais foram sacrificados e digenidos individualmente do 1° ao 30° dia
de infecciio. Para obtengdo das larvas e estudo do estagio de desenvolvimento, foi utilizada
a técnica descrita anteriormente para obtencao das larvas L.

As larvas recuperadas foram fotografadas desde o primeiro dia de infecglio, para o

estudo do estagio e da ocorréncia de muda.

E) Contagem de hemécitos na hemolinfa circulante dos moluscos.

Nesta fase do experimento foram utilizados 45 moluscos do grupo A (infectados) e
45 moluscos do grupo B ( nfo infectados), para a contagem de hemocitos nos 4,7, 11, 14,
18, 21, 25, 28 e 32 dias apds infecgdo.

Para cada periodo de tempo, a hemolinfa de cinco moluscos de cada grupo foi
coletada individualmente para contagem do niimerc de hemodcitos. As amostras foram
colhidas, mediante puncdo da regido cefalopodal com auxilio de pipeta Pasteur esterilizada
(Michelson, 1966) ¢ depositadas em camara de Neubauer ¢ observadas em microscopio de
contraste de fase, para diferenciac@o em granulécitos e hialinocitos.

Para os moluscos ndo infectados, os dias de contagens foram os mesmos do grupo

infectado.
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F) Verificacio de reacio hemocitiria decorrente da presenca de larvas em periodos

pré-estabelecidos.

O estudo das reacBes hemocitarias decorrentes da presenca de larvas foi feito em
cortes histologicos. Foram utilizados 18 moluscos infectados, subdivididos em grupos de
dois moluscos para cada dia pré-determinado. Os moluscos foram sacrificados e levados 2
fixagdo por Bouizz aquoso apds 2, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27 e 30 dias da infecgio. Apés 48 h
de fixac#o, a conncha do molusco foi removida ¢ o corpo foi incorporado em parafina, para
posteriormente ser submetido a cortes seriados de Spum de espessura. Estes cortes foram
corados por tricrOmico de Gomeori (Guaraldo er al. 1981) e montados em balsamo do
Canada.

As larvas e as reagdes foram contadas e anotadas de acordo com a regiio no

molusco.
G) Analise estatistica.

Os dados obtidos referentes a localizacdo das larvas de A. costaricensis no molusco
B. glabrata foram comparados e analisados estatisticamente para confirmar a existéncia ou
nio de diferengas significativas.

Foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e para verificacdo de possiveis
diferencas entre as médias de cada fator a ser estudado, foi utilizado o teste de comparagdes

multiplas de DUNCAN.
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A analise estatistica foi feita através do programa estatistico S.A.S. System for
Windows versdo 6.12 { S.A.S. Inst. Inc., 1996). O procedimento de Modelos Lineares
Gerais (PROC GL.M) foi utilizado para a andlise de variancia. Mais detalhes sobre a analise

estatistica encontram-se no Apéncice Estatistico.
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V - Resultados

A) Susceptibilidade de B. glabrata ao A. costaricensis

Natabela 1 e figura 1 estfio apresentados os dados referentes a niimeros e médias de larvas
de A. costaricensis presentes em B. glabrata contadas apds 15, 22 e 29 dias de infeccéo.

Aos 15 dias. recuperamos apenas duas larvas que se encontravam no 2° estagio larval. Dos
15 moluscos exarninados, em apenas um, foram recuperadas larvas (6,7% de infecgéio).

Aos 22 dias de infecgio, foram recuperadas larvas em 40% dos moluscos. Todas as larvas
observadas neste periodo eram L; e apresentavam grande motilidade.

Aos 29 dias de infecciio, foram recuperadas larvas em 100% dos moluscos. Todas as larvas

observadas eram 1.5, estavam vivas e apresentavam-se muito ativas.
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Tabela 1 - Nuameros de larvas de Angiostrongylus costaricensis recuperadas ems

Biomphalaria glabrata apés 15, 22 e 29 dias de exposicao a 120 larvas L.

Molusco Numeros de larvas
15 dias de 22 dias de 29 dias de
infeccio infeccao infeccgiio

1 0 0 5

2 0 0 29

3 0 4 16

4 0 2 46

5 2 0 7

6 0 i 2

7 0 0 3

8 O 2 36

9 0 0 6

10 0 1 15

11 0 2 17

12 0 0 14

13 0 0 24

14 0 0 4

15 0 0 27

Média + DP 0.133+ 0,516 0,8 + 1,207 16,3 £ 13,37

Taxa de

infeccao 6, 7% 40% 100%
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Figura 1: Niameros médios de larvas de Angiostrongylus costaricensis recuperados em

Biomphalaria glabrata.
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B) Recuperacio e verificacio do estigio de desenvolvimento de larvas de 4.

costaricensis.

Com o objetivo de verificar a mudanca de estagio larval do A. costaricensis em B.
glabrata foram infectados 60 moluscos, para a recuperagfo didria de larvas durante 30 dias
consecutivos.

Apbs 24 horas de infeccdo, diariamente foram digeridos dois moluscos individualmente até
o final do experimento, ou seja do 1° ao 30° dia de infeccéo.

Os trés estagios das larvas de 4. costaricensis podem ser observados nas figuras 2, 3 ¢ 4.
De maneira geral, as larvas no interior dos moluscos crescem de maneira significativa do 1° ao
30° dia de infeccio, como pode ser observado nas figuras 2, 3 ¢ 4.

A figura 2 A mostra uma larva L) recuperada de B. glabrata com quatro dias de infecgio.
Esta larva estava viva e pouco ativa no momento da observacio e media aproximadamente 204um
de comprimento.

Foram medidas larvas com seis e dez dias apos infecgfo. As larvas recuperadas com seis
dias mediam 228pum de comprimento por 14,99um de largura. Com 10 dias apresentavam-se bem
maiores, atingindo 343um de comprimento por 2%um de largura.

Na figura 2 B podemos observar uma larva L, recuperada de B. glabrata com 13 dias de
infec¢do. Foi observada neste dia a mudanca de estadio larval de L, para L,. Comparando-se as
fotos da figura 2 A e 2 B com o mesmo aumento (400X), podemos observar o aumento de
tamanho da larva de quatro para 13 dias da foto 2 B em relacfio a foto 2 A. A larva da foto 2 B
apresenta acimulo de granulagBes por toda sua extensfo, cuticula residual em decorréncia da
muda (seta). No momento da observacfio sua atividade era lenta ¢ como pode ser observado na
foto ndo sdo visiveis o eséfago ¢ intestino da larva.
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A figura 3 A mostra uma larva L, de 4. costaricensis recuperada em B. glabrata aos 17
dias de infecciio. Comparando-se as fotos das figuras 2 B e 3 A vé-se que, ndo ha diferenciacéo
nos tamanhos e sim na disposicio das granulagBes. Foi evidente nesta etapa um maior
adensamento de granulos na parte mediana da larva e rarefagfo destes granulos nas extremidades.
O esdfago e intestino também ndo estavam visiveis neste periodo.

A figura 3 B mostra uma larva L3 de 4. costaricensis recuperada de B. glabrata apos 18
dias de infeccfio. Esta larva apresenta diferengas significativas em relagdo a larva da figura 3 A. E
bem evidente a diferenciacdo do esdfago e intestino, além das cuticulas residuais dos estagios
anteriores L; € L o Neste experimento foi verificada a mudanga de estagio de L, para L ;a0s 18
dias de infeccdo. A partir deste dia, todas as larvas observadas apresentaram-se muito ativas, apos
a recuperacio do mnolusco. Houve um relativo aumento de tamanho da larva no periodo de 18 a 30
dias de infeccdo (figuras3 Be 4 A e B).

Na figura 4 A pode ser observada uma larva recuperada de B. glabrata com 24 dias de
infecgdio. Em um aumento de 400X esta larva ndo pode ser vista na sua totalidade, devido o seu
tamanho, 0 que ocasionou no momento da foto a redugio do campo do microscopio para 100X. A
larva observada € uma L;, com observacdo do esbfago, intestino e asas laterais proeminentes
{(setas).

A figura 4 B mostra uma larva L; madura de 4. costaricensis recuperada de B. glabrata
com 30 dias de infeccdo. A larva neste periodo é muito ativa e devido ao crescimento dificulta a

observacio da cuticula. Sdo bem visiveis o esdfago e o intestino.
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30um

Figura 2: Larva de 4Angiostrongylus costaricensis recuperadas de Biomphalaria glabrata.
A -~ Larva L, de 4. costaricensis recuperada de B. glabrata com 4 dias de infecgfio (400X).

B ~ LarvaL, de 4. costaricensis recuperada de B. glabrata com 13 dias de infecgio (400X}
Observa-se em B a mudanca do estégio larvar de L para L, {(seta).
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Figura 3
A - Larva L, de 4. costar

de infecgdo (400X).
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B - Larva L, de A. costaricensis recuperada de B. glabrata com 18 dias de infecgiio (400X},

Observa-se em ambas as fotos a muda de 1, para L.
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Figura 4: Larvas de Angiostrongylus costaricensis recuperadas de Biomphalaria glabrata.

A ~ Larval; de A. costaricensis recuperada de B. glabrata com 24 dias de infecgdo (100X).
A seta indica as asas laterais na extremidade anterjor.

B -~ Larva L, de 4. costaricensis recuperada de B. glabrata com 30 dias de infecgdo (100X).
A setas indicam o esdfago filarioide da larva e o intestino.
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C) Reacibes hemocitarias em torno de larvas de A. costaricensis

Para esta etapa do experimento foram utilizados 18 moluscos expostos ao A4.cosfaricensis,
subdivididos em grupos de dois moluscos que foram examinados nos dias 2, 6, 9, 13, 16, 20, 23,
27 e 30 apos infecgfio. Os moluscos foram sacrificados ¢ fixados em Bouin aquoso e submetidos a
cortes histologicos seriados, corados pelo tricréomico de Gomori.

O objetivo deste experimento foi verificar a presenca de reagdes hemocitarias, o nimero de
larvas nos tecidos e sua localizacdo nos moluscos.

Nos cortes histologicos foram visualizadas 729 larvas nos 18 moluscos expostos a 2.160
larvas L.

Na figura 5 A observa-se uma larva I; de 4. costaricensis, apos 48 horas de infecciio
penetrando pela regifo cefalopodal, envolvida por reagdo hemocitiria. Rea¢Oes hemocitarias
intensas, sem a observacéo de larvas, foram observadas em B. glabrata aos dois dias de infeccéo
(figura 5 B). No mesmo molusco e na mesma regido foram observadas larvas vivas.

As reagGes hemocitirias apresentaram-se bem organizadas, com apenas granul6citos
circundando as larvas e em algumas ocasides as células constituintes destas reacdes apresentavam-
se com o aspecto de fibroblastos, formando camadas concéntricas (figuras 7 A e 10 B).

Nas primeiras horas de infec¢do a larva 1, apresentava-se nas regides mais expostas do
corpo do molusco, como a regifio cefalopodal, sendo que, neste caso, muitas vezes, as reagdes
hemocitdrias em torno das larvas apresentavam-se ora discretas ora abundantes (figuras 6 A e 6

B). Reacbes hemocitarias também foram observadas nos periodos posteriores da infec¢do (figuras
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7.8.9,10e 11). A figura 11 B apresenta uma larva L; madura com 30 dias de infec¢fio na regio
mtestinal. Esta larva apesar de estar rodeada por uma resposta hemocitaria intensa , esta viavel .

A figura © A mostra uma larva L; de A. cosfaricensis localizada no intestino do molusco.
Provavelmente esta larva infectou o molusco pela via oral. Observando-se os graficos da figura 13
e a tabela 2, o periodo de maior encontro de larvas no saco bucal, esdfago e intestino foi de 13 a
16 dias de infec¢&o.

As figuras 9 B e 10 A mostram o momento da muda da larva L; para L; com 13 dia.s de
infec¢do. As larvas apresentavam cuticula residual, com granulactes de localizagfio periférica,
tipica desta fase.

De acordo com a andlise estatistica as regifes mais parasitadas do molusco foram a regido
cefalopodal seguida do intestino, rim e pulmio. QOutros Orgéos foram fracamente parasitados
(figuras 12, 13 e tabela 2). Todos os moluscos examinados estavam parasitados, conforme os

dados apresentados na tabela 2.
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Figura 5: Corte histologico de Biomphalaria glabrata com dois dias de infecgo, apds exposicio a 120
larvas L; de dngiostrongylus costaricensis oriundas de camundongos Swiss.
Coloragio tricrémico de Gomori. 400X.

A - Larva L, de 4. costaricensis penetrando pela regifio cefalopodai do melusco (seta).
B - Intensa reagio hemocitdria no tentdculo, sem a presenca da larva.
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Figura 6: Corte histologico de Biomphalaria glabrata com dois dias de infecglo, apds exposicao
a 120 larvas L; de Angiostrongylus costaricensis oriundas de camundongos Swiss.
Coloragao tricrémico de Gomori. 400X,

A - Larval, de 4. costaricensis (seta) na regifio cefalopodal do molusco.
B - Larva L, de 4. costaricensis (seta) naregifio da vesfcula seminal do molusco, mosirando
reaclo hemociaria.
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Figura 7: Corte histolégico de Biomphalaria glabrata com 6 dias de infecgio, apés exposigio
a 120 larvas L, de Angiostrongylus costaricensis oriundas de camundongos Swiss.
Coloracdo tricrdbmico de Gomord.
A - Larva L; de 4. costaricensis (seta) na regifio do ovotestis do molusco, com intensa reagfio
hemocitaria, 100X .
B - Mesma foto anterior. 400X,
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Figura 8: Corte histologico de Biomphalaria glabrata com 9 dias de infecc#o, apds exposiciio a
120 larvas L; de Angiostrongylus costaricensis oriundas de carnundongos Swiss.
Coloragio tricrdmico de Gomori. 400X,
A -~ Larva L, de 4. costaricensis (seta) na regifio da préstata do molusco, acompanhada de intensa
reacdo hemocitaria .
B - Larva L, de A. costaricensis na regifio intestinal do melusco,
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Figura 9: Corte histologico de Biomphalaria glabrata, ap6s exposigio a 120 larvas L de
Angiostrongylus  costaricensis oriundas de camundongos Swiss.
Colorago tricrdmico de Gomori. 400X.
A - Extremidade anterior da larva L, de 4. costaricensis localizada na regifio intestinal do molusco
( Periodo de infecgfio: 9 dias)
B - Larva L, de 4. costaricensis localizada na mufla do molusco, mostrando cuticula
residual e grinulos no momento da muda (Perfodo de infecgdo: 13 dias).
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Figura 10: Corte histologico de Biomphalaria glabrata, apos exposi¢io a 120 larvas L, de

Angiostrongylus costaricensis oriundas de camundongos Swiss.
Coloragdo tricrémico de Gomori. 400X. (Periodo de infecggo: 13 dias)

A - Larva L, de A, costaricensis (seta) pa regifio cefalopodal do molusco, acompanhada de

intensa reaglo hemocitiria .
B - Larvas L, de 4. cosiaricensis na regifio cefalopodal do molusco envolvidas por reagfio hemocitdria.

33



Resultados

Figura 11: Corte histologico de Biomphalaria glabrata, ap6s exposigio a 120 larvas L, de
Angiostrongylus costaricensis oriundas de camundongos Swiss.

Coloragio tricromice de Gomorl.

A - Larval; de A. costaricensis na regifo pulmonar do molusco, acompanhada de intensa
reacio hemocitdria. 100X { Periodo de infeccio: 27 dias)

B - Larva 1; de 4. costaricensis na regifio intestinal do molusco. 440X ( Perfodo de infecgdo: 30 dias).
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Resuliados

D) Nimero de hemocitos na hemolinfa de B. glabrata exposta ao A. costaricensis.

Os hemdcitos encontrados na hemolinfa foram diferenciados em granuléceitos € hialinocitos
pela capacidade de formagio de pseuddpodos pelos primeiros. Os dados obtidos, referentes ao
numero de hemécitos na hemolinfa de B. glabrata infectada ou nfio com 4. costaricensis, estio
apresentados nas Tabelas 3 e 4 e Figuras 14, 15 e 16. A analise estatistica dos dados revelou que o
numero de heméceitos foi maior na hemolinfa dos moluscos nfio infectados { p= 0,0304), (Figura
16, Tabelas 3 e 4).

Nos moluscos ndo infectados pelo A4 costaricensis o numero de hialinocitos foi
significativamente maior do que o numero de granuldcitos (p= 0,0025) (Figura 14). Como mostra
a Tabela 3, o maior nimero de htalinécitos nos moluscos ndo infectados fo1 observado aos 25 dias
( 238 hialinécitos/mm?) que diferiu significativamente do nimero de hialinécitos no 4° dia de
observaco. O numero de granuldcitos nos moluscos nfo infectados por 4. costaricensis foi
semelhante estatisticamente, em todos os periodos observados (p=0,7112).

Nos moluscos infectados o mamero de granulocitos foi significativamente maior do que o
nimero de hialindcitos (p< 0,0001) (Tabelas 4 e 3, respectivamente e Figura 15). O nunero de
granulécitos na hemolinfa dos moluscos infectados comecou a aumentar aos 18 dias da infeccio,
sendo significati vamente maior aos 21, 25 e 32 dias quando comparado aos 4 dias de infec¢do. Em
relac@o aos hialindcitos, foram significativamente maiores nos dias 18 e 32 e menores aos 4, 11 ¢

28 dias de infeccdo (Tabelas 3 € 4 e Figura 15).



Resultado:

Tabela 3 - Namero médio e desvio padriio de hialindcitos na hemolinta de B. glabrata

infectada ou ndo com 4. costaricensis, em diferentes dias poés infeccio.

hialinécitos / mm’

Dias pés

infeccaio Nio Infectada Infectada
4 51,0 + 17,6 20,0 = 11,5
7 139,06 £ 184,0 34,8+20,9
11 112,6 £ 68,1 9,0+ 6,5
14 118,4 = 42,8 34,6 + 20,9
18 117,8 £138,2 67,6 + 63,9
21 i106,4 + 87,8 27,0+22,5
25 238,0 + 144,9 46,0 £ 9,0
28 116,06 £95,1 15,8+ 6,7
32 152,2 £ 119,9 68,2 42,0
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Tabela 4 - Namero médio e desvio padrio de granuldcitos na hemolinfa de B. glabrata

infectada ou nio com A. costaricensis, em diferentes dias pés infecgio.

granulécitos/ mm’

Dias pos

infeccao Nao Infectada Infectada
4 125,6 +132,9 312+ 243
7 83,0 £ 84,6 78,0 + 40,0
i1 106,6 = 106,06 87,4+£99.2
14 1134 = 169,5 94,4 + 75,8
18 43,4 + 64,8 120.4 + 96,4
21 91,4 £ 79,0 146,0 = 72,9
25 31,44+ 493 1324 £ 51,6
28 68,8 +£ 74,5 62,2 + 46,5
32 142,8 92,0 1440 £+ 69,8
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Figura 14: Namero médio de hemécitos na hemolinfa de moluscos ndo infectados

com Angiostrongylus costaricensis
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VI — Discussao

Neste trabalho, foi analisado o comportamento de 4. costaricensis em moluscos
planorbideos B. glabrata, pesquisando a suscetibilidade, o desenvolvimento das larvas e a
resposta hemocitaria frente ao parasitismo.

Até o momento pouco se sabe das relagdes entre nematddeos e moluscos, incluindo-
se ai A. costaricensis ¢ B. glabrata, que neste caso se deve & alta suscetibilidade deste
molusco ao 4. costaricensis e a facilidade de sua manuten¢do nos moluscarios.

Diversos fatores podem determinar a suscetibilidade dos moluscos ao parasitismo.
Entre os fatores podem ser citados os genéticos, os dependentes de ajustes fisiologicos, a
linhagem, a carga parasitaria, a temperatura e as condi¢cdes alimentares, como sendo de
grande importdncia para o sucesso da infeccdo ( Richards, 1973; Nieman & Lewis, 1990).

Em nossos estudos houve um acentuado aumento de larvas de 4. costaricensis em
B. glabrata com 29 dias de infecc@io. Esse resuitado, ndo se deve a maneira pelo qual os
moluscos foram infectados (120 larvas). Apo6s a infec¢do ndo foram constatadas larvas nio
penetrantes ou ingeridas. Foi observado que B. glabrata infectada com A. costaricensis vai
aumentando a eliminac8o larval assim que o parasita vai atingindo a maturidade com 29
dias. A primeira muda da larva dentro do molusco, a deixa com pouca atividade €, apos a 2%
muda, a larva atinge sua maturidade com grande atividade, que associada aos movimentos
do molusco, provavelmente facilitam seu escape para 0 meio externo. Como relatado por

Morera & Céspedes (1971b), a eliminagio larval seria devido a um fendmeno acidental e
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mecénico que com as contragdes musculares do molusco, a capsula perilarval proveniente
da reacfio hemocitaria se romperia ¢ as larvas seriam eliminadas principalmente pela regido
onde se encontram as glindulas mucosas, através dos ductos glandulares associadas a sua
secrecdo.

E importante ressaltar que as larvas recuperadas com 29 dias apresentavam grande
atividade. Como verificado por Mendonga ef af. (1999) a2 migragéo de larvas L; e L; € um
processo ativo, sendo que as larvas L, se apresentam imdveis, envolvidas por um espago
perilarval. A grande atividade apresentada pelas larvas Ls, pode justificar o maior niimero
de larvas recuperadas de 4. costaricensis no 29° dia de infeccio e a baixa recuperacfio aos
15 e 22 dias de infeccio, uma vez que as larvas nfo estavam maduras neste periodo € em
condicdes favoraveis no tecido do molusco.

Quando Morera (1973). descreveu pela primeira vez o ciclo de 4. costaricensis na
lesma Vaginulus (Sarasinula) plebeius, verificou que as larvas I, ao penetrarem no
molusco, transformavam-se rapidamente e ocorria a primeira muda por volta do 4° dia apoés
infeccdo. Segundo esse autor do 4° ao 10° dia essa transformacdo € muito nitida, visto que
as larvas apresentam-se com maior acumulo de granulos lipidicos ¢ se tornam mais
espessas, dificultando a visualizacdo dos Orglos internos das mesmas. A segunda muda
- (Lo __, L) fol observada a partir do 11° at€ o 14° dia. O mesmo autor relata que estas larvas
atingem a maturidade por volta do16® ac 19° dia, quando se tornam infectantes para os
hospedeiros vertebrados.

Mendonga et al. (1999) em seu trabalho utilizando Sarasinula marginata infectada
com A. costaricensis observaram um aumento no periodo da segunda muda (L; —s L3), ©

qual se estendeu até o 28° dia apds infec¢do. De acordo com os autores, este evento pode
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estar relacionado A baixa temperatura ambiente em que o experimento foi realizado, que
correspondia aos meses mais frios do ano (maio, junho e julho).

No presente trabalho, foi utilizado molusco aquatico e os resultados obtidos nao
foram os mesmos. A larva recuperada com quatro dias de infecgfio (figura 2 A) ainda era
uma larva de 1° estagio, jovem, pouco ativa e j4 apresentava a retengio de grinulos
lipidicos. Algumas diferengas quanto ao tamanho das larvas de 1° estdgio, quando
comparadas ao tamanho das larvas medidas por Morera (1973), foram observadas. De
acordo com as afirmagdes do autor, na 1* muda com quatro dias de infeccdo a larva atinge
0,3mm de comprimento, ou seja, 300pum por 20um de largura. A larva recuperada com
quatro dias de infecgfo possuia 204um de comprimento e, com seis dias de infecc@o,
possuia 228um de comprimento por 14,99um de largura. Esta diferenca no tamanho foi
percebida também com 10 dias em que as larvas medidas por Morera (370um por 36pm)
ainda eram maiores que as larvas por nés recuperadas em B. glabrata (343pm por 29um).

A mudanca de estigio das larvas de A costaricensis em B. glabrata quando
comparado com Vaginulus (Sarasinula) plebeius (Morera, 1973) foi mais tardia. Este fato
provavelmente se deve a espécie de hospedeiro intermediario € mesmo pelo tamanho das
larvas. Em nosso trabalho foi nitida a mudanca para o 2° estagio (L) aos 13 dias apds a
infecgfio. Esta larva pode ser visualizada na figura 2 B, apresentando actmulo por toda sua
extensdo de vactiolos de lipidios e cuticula residual.

Esse actmulo de lipidios observadc durante a mudanga larval, possw grande
importdncia para o seu desenvolvimento, visto gue sfo substincias essenciais para

completar seu ciclo. Em larvas encapsuladas, a fonte energética utilizada € o lipidio

47



Discussdo

(Rey,1991). Em geral, as larvas de nematdédeos, quando atingem o estigio infectante, ndo
mais se alimentam, utilizando as reservas energéticas acumuladas durante a fase L.

Na figura 3 A, a transicdio de estagios L, —» [; estd demonstrada. A larva
apresentava-se muito espessa, com maior adensamento de granulos lipidicos no ter¢o médio
larval e rarefacdo desses grinulos nas extremidades, nfio sendo possivel visualizar o
esOfago e o intestino.

A mudanga para o 3° estagio larval foi observada por volta do 18° dia apos infecgio
(figura 3 B). Esta larva mostrou o inicio do aparecimento do esdfago e iniestino, além das
cuticulas residuais de L, e L.

Pdde-se observar o completo desenvolvimento larval apos o 20° dia de infecgiio. A
partir dai, as larvas recuperadas apresentaram-se muito ativas, sendo possivel a observacdo
das asas laterais da cuticula, pouco visivel pelo fato do acentuado crescimento, e
novamente a visualizacdo do esdfago e intestino (figura4 A e 4 B).

Estas observac¢des em B. glabrata foram semelhantes as de Ubelaker er al.(1980),
com relacio a emergéncia de larvas de 3° estagio de 4. costaricensis provenientes de B.
glabrata. Segundo esses autores, o segundo estagio de 4. cosfaricensis em B. glabraia,
ocorreu por volta do 15° ¢ 16° dia de infecgdo e, apds sete dias, as larvas amadureceram e
emergiram dos moluscos.

Harris e Cheng (1975b) estudaram o processo de encapsulagio em B. glabrata
experimentalmente infectada com o metastrongilideo 4. cantonensis. Apesar de serem
espécies diferentes, 4. costaricensis apresenta muitas semelhancas com A. cantonensis. Foi
verificado histologicamente, por esses autores, que a mudanga do primeiro estagio para o

segundo estagio larval de 4. cantonensis se da por volta do 11° dia apds a infecgéo.
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Lima et al. (1992b) observaram a suscetibilidade de moluscos do género
Biomphalaria criados em laboratdrio ao A. costaricensis a partir de espécimes coletados na
regido metropolitana de Belo Horizonte (MG). Os autores evidenciaram que na infecco de
Biomphalaria glabrara, individualmente com 300 larvas de 4. costaricensis, nem todas as
larvas recuperadas no processo de digestiio do molusco, evoluiram para L; apos o 25° dia
de infeccdo e sim permaneciam ainda como L.

Comparando alguns aspectos de nossos resultados com a literatura ( Morera, 1973;
Ubelaker er al., 1980 e Mendonga er al.,1999) é possivel sugerir que, como normalmente
acontece nos demais ciclos de vida de helmintos que envolvem moluscos, as variagdes do
desenvolvimento de 4. costaricensis no molusco podem ser atribuidas 4 forma de infecgéo
a que sdo submetidos os moluscos, seja pela quantidade de larvas utilizadas para a infecgio
ou se a infec¢do ¢ individual ou em massa, ou outros fatores tais como: temperatura,
tamanho, espécie do molusco e idade.

Segundo Mendonga ef al. (1999) o desenvolvimento das larvas de 4. costaricensis
em Sarasinula marginata variou em conseqiiéncia da baixa temperatura, ou seja, se tornou
mais tardia a mudanga de estagio (Lo Ls) dentro do molusco, que se deu por volta do
28° dia apds a infeccio e, as vezes, demorou até 40 dias para o aparecimento das larvas de
3° estagio. Esse dado ¢ de importancia pratica principalmente na manutencdo do ciclo em
laboratério € na cautela da manipulagio de B. glabrata infectada em aquarios, como citam
os autores Ubelaker et a/.( 1980).

Os processos de defesa em moluscos do género Biomphalaria, sdo de natureza
celular, ou seja, células da hemolinfa reconhecem e reagem a invasiio de materiais

estranhos, mediante fagocitose e encapsulagdo. E possivel que fatores humorais estejam
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envolvidos nos mecanismos de defesa dos invertebrados, e que estimulem os granulécitos
aumentando sua capacidade de fagocitose.

Cabe aqui ressaltar, a importancia dos hemdcitos circulantes em invertebrados na
funcio além da defesa, tais como fagocitose ou encapsulacfo, na liberagfio de substincias
citotéxicas, transporte de calcio nas situagBes de reparo tecidual ¢ na produgfo de fator
coagulante da hernolinfa (Lie ez al., 1987).

Foi verificado um numero de hemocitos maior na hemolinfa dos moluscos néo
infectados do que nos moluscos infectados (p=0,0304).

Foi possivel constatar uma significativa interagfio entre a infecgfio de A
costaricensis em B. glabrata e o nimero de hemodcitos na hemolinfa dos moluscos. A
infeccdo alterou tanto o nimero de hemoécito como o tipo de hemdcito. Em moluscos néo
infectados houve predomindncia de hialindcitos em comparagio aos granulécitos (tabelas 3
e 4, figura 14) (p=0,0025). Aos quatro dias de observagdo o numero de hialindcitos foi
pequeno, em contrapartida houve aumento significativo aos 25 dias de observagio.
Comparando o naamero de granuldcitos com os hialinocitos, em moluscos ndo infectados, o
numero de granul Gcitos foi semelhante em todos os periodos de observacido (p=0,7112).

Menor ntimero de hemdcitos na hemolinfa dos moluscos infectados pode ser devido
a migracdo dessas células para os tecidos, uma vez que foram observadas nos cortes
histologicos larvas do A. costaricensis rodeadas por hemocitos (figuras 7, 8,9, 10 e 11).

Em moluscos infectados foi observado que no inicio da infecgfio tanto granuldcitos
como hialindcitos apresentavam em valores baixos na hemolinfa (tabela 3 e 4, figura 15),
provavelmente pela requisicio destas células pelos tecidos nas fungdes de defesa, tais
como: fagocitose, encapsulamento larvar, liberacdio de substincias citotoxicas, reparagio

tecidual. Gradativamente o namero de granulocitos aumentou sendo significativo aos 18,
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21, 25 e 32 dias de infeccio, enquanto o niimero de hialinécitos foi pequeno aos 4, 11 ¢ 28
dias de infeccio. Os hialindcitos poderiam estar contribuindo para o aumento de
grapulGeitos se admitirmos que sejam células precursoras de granuldcitos (Cheng &
Auld.1977). Como mencionado acima o declinio de hialinécitos foi percebido por volta do
11° dia de infecgdo, periode este gue corresponde a primeira muda da larva de A4
costaricensis. Quando ocorre a 2° muda, por volta do 18° dia de infecgfio, o nlimero de
hialinécitos aumentou de maneira significativa. Poderia ocorrer neste perfodo uma maior
sintese de hemdcitos, visto que as larvas do parasita estio completando seu
desenvolvimento e, conseqlientemente, as capsulas de hemocitos em torno das larvas
aumentam de tarmanho, acompanhando o desenvolvimento larval. A necessidade de
protegdo e reparacéo tecidual produzida pela atividade larval provavelmente seria o motivo
do seqiiestro destas células da hemolinfa. Com a grande atividade das larvas infectantes de
3° estagio e sua tendéncia de abandonar o molusco, fica nitida a relagio que ocorre com o
decréscimo dos hemdcitos, tanto hialinécitos como granuldcitos, na hemolinfa por volta do
28° dia de infeccdo (figura 16).

Nos cortes histoldgicos, a presenca de um grande numero de hemdcitos foi
observado envolvendo as larvas de 4. costaricensis (figuras 5 A, 6 B, 7A, 8AeB,. 9Ae
B,10AeB 1l A eB)

Estes resuiltados estdo de acordo com as observagdes feitas por muitos
pesquisadores  (Michelson, 1975; Granath & Yoshino, 1984; Santana er al, 1985;
Allegretti, 1994; Seta er al, 1996) que visualizaram um rapido aumento no nuimero de
hemocitos em B. glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Serrano et al. (2002)
demonstraram que o nimero de granulécitos sofre um aumento na hemolinfa de B. glabrata

ja nas primeiras 72 horas apds exposi¢iio ao S mansoni. Lie & Heyneman (1976)
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verificaram aumento de hemocitos em B. glabrata exposta a Echinostoma lindoense
(Sandgroud & Bonne,1940) e Balan et al. (1993) constataram aumento de hemdcitos em B.
tenagophila, parasitadas por S. mansoni.

Um grande nimerc de hialindcitos foi observado na hemolinfa de moluscos ndo
infectados (figuras 14 e 15). Nos moluscos infectados predominaram os granulécitos,
indicando a participaciio dessas células nos mecanismos de defesa do molusco frente 2
infecgio por A. costaricensis.

Podemos propor a hip6tese de que com a infecgdo, os hialindcitos reagiram com
antigenos larvares ou mesmo que estas células pudessem se transformar em granulécitos
para mais eficientemente combater as larvas do parasita.

Reacdes teciduats decorrentes da presenca de larvas em periodos pré-determinados
nos moluscos foram observadas através de cortes histologicos seriados, corados pelo
tricromico de Gomori. Estes resultados foram de grande importancia, pois foi possivel
estabelecer relac#o sobre o desenvolvimento do A. costaricensis e as reacdes hemocitarias.
Algumas vezes a reac¢dio hemocitaria estava presente, sem a visualizagdo da larva, porém foi
mais frequente a observagdio de larvas encapsuladas por intensa reagéio celular (figuras 8 e
10).

De acordo com diversos autores { Richards & Merritt 1967, Harris & Cheng 1975a),
a reacfo hemocitdria que envolve o parasita tem sido considerada como um processo de
formacdo de capsulas, ou de “granuiomas” ( Cheng & Garrabrant 1977), ou de massa de
amebocitos (Conejo & Morera 1988), ou de “estruturas granulomatosas™ ( Pan, 1965;
Souza et al. 1995, 1997).

O processo de encapsulaco em B. glabrata infectada com A. cantonensis foi

observado por Harris & Cheng (1975a). Os autores observaram que as larvas I,
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encontravam-se preferencialmente na regifio do pé do molusco e nas primeiras 24 horas de
exposi¢do j4 apresentavam reagdo de hemdcitos em tormo do parasita. Essa reagio
intensificava-se apos seis dias. A capsula assumia um aspecto arredondado, na sua parie
externa, enquanto & interna apresentava um aspecto mais “frouxo”.

Segundo Mendonga er 2l(1999) a reagdio em torno do A. costaricensis em
Sarasinula margizata foi observada apdés duas horas de infeccfio, ao redor da larva,
localizada preferencialmente na camada fibromuscular do corpo. A reagdo conmsistia
inicialmente de hesnocitos que envolviam a larva formando uma monocamada de células e,
apos formago de camadas subseqlientes, caracterizando a reagéo “pré—granulomatosa”.
Estas lesdes se organizaram em “granulomas”, formando extratos definidos: 1° extrato —
formado de varias camadas concéntricas de hemocitos, e o 2° formado pelas células
achatadas, semelhantes a fibroblastos, as quais, segundo a autora, constituem a
pseudocapsula. Exm seu trabalho as larvas sempre apareceram muito bem preservadas
independentemente do estigio de desenvolvimento e parasitas degenerados ndo foram
observados.

Como relatado por Richards & Merritt (1967) B. glabrata ¢ capaz de servir como
um hospedeiro intermediario de 4. cantonensis e as larvas encapsuladas ndo s&o destruidas
pela reagfio hemocitdria. Harris & Cheng (1975a) também observaram que larvas de 4.
cantonensis ndo foram destruidas pelos hemocitos de B. glabrata e, ac contrario elas
completaram com sucesso sua metamorfose apesar da rapida encapsulagéo.

Foi possivel em nosso trabalho a observagio de reagdes tipicas granulomatosas,
bem desenvolvidas constituidas por agregados compactos e organizados de hemécitos,
mostrando ao redor fibroblastos. Essa reacfio foi observada tanto na presenca da larva,

como no 2° dia de infeccio quando observamos reages sem a presenca larval (figura 5 B).
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Essa reag®&o granulomatosa nio afetou o desenvolvimento larval, favorecendo o seu
desenvolvimento. FEsse fendmeno ja foi estudado e demonstra mais uma vez a utilizagéo da
resposta celular do hospedeiro pelo parasita, permitindo seu desenvolvimento e a
perpetuacio do seu ciclo de vida (Doenhoff ef al. 1986; Damian, 1987; Lenzi ef al ,1997).

De acordo com as observaghes de Harris & Cheng (1975b) no interior das células
que formam as capsulas, existe uma alta concentragio de fostatase acida, de B-glicorosidase
e de esterase nfio especifica. Os autores acreditam que devido a esse alto nivel de atividade
enzimatica, o processo de encapsulagdo seja altamente dindmico e ativo e que uma possivel
explicagfio para & ndo destruicdo das larvas de A. cantonensis pela B. glabrata € que, por
alguma raziio, a concentragio de hidrolases existentes nas células de encapsulagdo ndo €
liberada na superficie do parasita, propiciando desta forma a sua sobrevivéncia. A cuticula
dos nematdédeos, em geral, possui uma estrutura complexa. E constituida na grande maioria
de 75% de agua, associada a proteinas, carboidratos e lipidios. Possivelmente, a cuticula
deve contribuir de alguma forma para impedir a absorcio da larva por fagocitose €
propiciar o desen'volvimento do parasita.

Das 2160 larvas L; utilizadas na infeccio de 18 moluscos para verificagio de
reacdes hemocitarias, apenas 729 larvas foram observadas nos cortes histologicos. A regido
mais parasitada foi a cefalopodal, seguida do intestino, rim ¢ pulmao. Nio foi constatada
nenhuma larva restante nos frascos de infec¢fo. Todos os moluscos sobreviveram a
infec¢dio e foram sacrificados somente no dia estipulado para estudo.

No preserxte trabalho encontramos poucas larvas com dois dias de infecgdo no trato
digestivo (figura 13), a grande maioria estava localizada na regido cefalopodal e demais

érgdos. Todas as larvas ja estavam envolvidas com reagdes hemocitarias. Provavelmente, o
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menor nimero de larvas observado nos tecidos em relagfo ao niimero de larvas infectantes,
deveu-se ao fato destas larvas serem eliminadas pelo molusco muito rapidamente, processo
este que antecedeu o periodo de observagdo dos cortes histologicos com dois dias de
infecgdio. As larvas que conseguiram transpor a membrana basal € se localizar em outras
regides foram apri sionadas pelas reagBes hemocitérias, sendo entdo visualizadas nos cories
histologicos.

A resposta para este fato talvez seria a atividade fagocitdria dos hemocitos ou
mesmo o rapido prercurso das larvas que provavelmente foram ingeridas e passaram pelo
tube digestivo sendo eliminadas antes mesmo de serem visualizadas nos cortes
histologicos. Merxdonga ef al (1999) descreveram a via migratéria das larvas de 4.
costaricensis em .Sarasinula marginata e observaram esta seqiiéncia a partir de 30 minutos
de infeccdio. No inicio da infecgio (30°) as larvas L, apds penetracdo oral, ja se
encontravam localizadas na Iuz do saco bucal, esdfago, glindula digestiva, papo, estdmago
e intestino. Apoés uma hora de infecgfio, as larvas L, encontravam-se localizadas nas
mesmas regides, porém, eventualmente, foram encontradas larvas no interior dos vasos
periféricos. Com dluas horas de infeccdo, as larvas, em sua maioria foram encontradas na
luz do trato digestivo, comecando a transpor a membrana basal ¢ invadindo a camada
conjuntiva dos 6rgfos. A partir de quatro horas de infec¢éio o nimero de larvas diminuiu na
luz do trato digestivo, sendo comum encontré-las na musculatura. Com oito horas de
infeccio praticarmente todas as larvas encontravam-se cercadas por reagdes celulares,
independentes da sua localizagao.

Com dois dias de infeccfio, foi verificada em B. glabrata reacbes hemocitarias

intensas (figura 5 B) sem a observagiio de larvas. Tal constatagio, demonstra a imediata
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capacidade de reacdo do molusco qﬁando submetido & infecc@o pelo A4.costaricensis na
elimincdo do parasita através do processo de encapsulamento e fagocitose.

Ja nas primeiras horas de infeccBo houve um decréscimo de hemdécitos na
circulagdo que, provavelmente, contribuiram, além da encapsulacfio larval nos tecidos,
também no processo de fagocitose e absorcfo das larvas. Nio foi constatado em nenhum
momento larvas mortas; sempre encontramos larvas vivas com reacdes intensas ou reagdes
somente, sem a presenca larval (figuras 5 A e B).

Foi constatada as duas vias de infeccio tanto oral como percutdnea (Figura 5 A).
Pela observagdo € contagem de larvas nos cortes histologicos foi verificada maior
quantidade de larvas na regifo cefalopodal do molusco. A presenca de grande namero de
larvas nesta regifio pode indicar uma preferéncia pela infec¢fio percutinea.

Uma pequena propor¢do de larvas foram detectadas no esdfago e saco bucal com
dois, seis e nove dias de infeccio.

Segundo Mendonca er al. (1999), a infeccfio oral em Sarasinula marginata foi
constatada 30 minutos apds a infec¢do, e apds quatro horas de infecgo estas larvas foram
encontradas em owutras localidades.

A rota preferida de infeccio pelo nematédeo constatada no nosso trabalho foi a de
invasdo de regides mais expostas através da infeccio percutdnea. Rapidamente estas larvas
foram encapsuladas permanecendo na regifo cefalopodal ou migraram para outros ¢rgéos.
Em nenhum momento foram constatadas larvas dentro de vasos sangtiineos.

Como mencionado por Mendonga ef al.(1999), provavelmente, o intestino € o rim
facam parte da rota migratéria de infeccfio oral. Em nossos experimentos muitas larvas
foram encontradas no intestino e rim apés o 16° dia de infecgfio. A presenca de grande

namero de larvas em 6rgdos que compdem © sistema reprodutor, pode indicar um outro
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local de preferéncia, além do tecido fibromuscular, para o desenvolvimento larval do 4.
costaricensis.

A invasdo larval nos tecidos do molusco se da por contato direto de Orgéo a érgéo.
através de ductos anatomo-fisiologicos ou da cavidade do corpo. Os orgos invadidos
funcionam como passagem para o habitat final, a camada fibromuscular; que € a preferida
pelo parasita no processo de mudas, por possuir intensa vascularizagdo, um exuberante
tecido fibromuscizlar e abundéncia de células secretoras (Mendonga et a/., 1999).

Concluindo, confirmamos mais uma vez que a infeccio de B glabrata por A.
costaricensis pode ser simultaneamente ativa e passiva. Essa infec¢fio foi seguida de uma
intensa mobilizac3o de células hemocitéarias, seguida de encapsulacéio larval. As larvas
permaneceram vivas e completaram seu desenvolvimento no interior do molusco, sendo
constatada a 2° muda por volta do 13° dia e a 3% muda a partir do 18° dia onde completaram

seu desenvolvimento de preferéncia na regido cefalopodal do molusco.

57



Conclusdes

V11 — Conclusoes

3 Foi constatada rnaior recuperacfio larval em B. glabrata infectada com A. costaricensis

no 29° dia de infeccéo.

0 Os estagios larvares de A. costaricensis no molusco B. glabrafa foram observados no
estudo. A transi¢io de L, para L (12 muda) ocorreu no 13 ° dia de infecgo e a transi¢do de

1, para L; (2* muda) ocorreu no 18° dia de infecglo.

7 Observou-se que ocorreu, simultaneamente, as duas vias de transmissao:
- Passiva — oral — pela ingestdo da L, através do encontro de larvas no saco
bucal, esdfago ¢ intestino.
- Ativa ~ percutinea — a preferencial pelo parasita no molusco, através da
regifo cefalopodal.
1 Nos moluscos ndo infectados o nimero de hemoacitos na hemolinfa foi maior em relagao

aos moluscos infectados.

[} Nos moluscos ndo infectados“pelo A. costaricensis o niimero de hialinécitos foi superior
ao de granulocitos:
- A quantidade de hialinocitos foi pequena aos quatro dias de infecgdo e
apresentou um aumento significativo no 25° dia de infecgfo;
- Estatisticamente os granuldcitos apresentaram-se em numero constante em

todos os periodos observados.

1 Nos moluscos infectados pelo 4. costaricensis o nimero de granuldcitos foi superior ao
de hialindcitos:
- Os granulécitos aumentaram gradativamente, sendo percebido um maior

nirmero a partir do 18° dia de infeccéo;
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- A guantidade de hialinocitos no 4°, 11° e 28° dia de infecgdo foi pequena €

aurrzentou no 18° e 32° dia de infeccfo.

= De acordo com O estudo histolégico e estatistico, as localidades mais parasitadas foran:
- Regifo cefalopodal;
- Intestino;
- Rimz;

- Pulzmio.

1 Todas as larvas encontradas nos moluscos estavam vivas e rodeadas por intensa reacio

hemocitaria.

1 Ocorreram apennas duas manifestacdes de reagdes hemocitarias intensas, sem a presenga

do parasita.
[} A reacio presente no molusco em torno da larva de A. costaricensis é do “tipo

granulomatosa”, com presenca de hemocitos circundando as larvas assumindo aspecto

tipo—fibroblasto, constituindo camadas de células bem distintas.
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IX — Apéndice estatistico

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

REALIZADA PELO

PROF. DR. ARICIO XAVIER LINHARES
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1) Anilise estatistica referente 4 distribuicie de larvas de A. costaricensis por regifo

no molusco B. glabrata.

Class

loc

dia

-

he

GLM Procedure

Class Level Information

Levels

Dependent Variable : freqg

Source

Model

Error

Corrected Total

R-Square

5.71764 6

Source
lec

dia
loc*dia

Source

loc
dia
loc*dia

Number of observations 2758
The 3SAS System
The GLM Procedure
Sum of
DF Squares Mean
44 12255.0181¢8 27
225 4821.68182 2
269 17076.70000
Source Pr > F
Model <.0001
Error
Corrected Total
Coeff Var Root MSE
171.4527 4629222
DF Type I 53 Mean
4 9567.412121 2391,
g 247 .800000 30.
32 2432.806061 TE.
Source Pr > F
loc <.0001
dia 0.1787
ioc*dia <. 0001
DF Type ITI 35 Mearn
4 89567.412121 2391.
g B45.328517 105.
32 2439.806061 T6.
Source Pr » F

Values

5 CEF INT QUTROS PU

S 13 16 2 20 23 27

L RIM

30 6 9

Square
8.52314

1.42870

freg Mean

2.700000

Sguare

853030
975000
243939

Square

853036
666180
2439338

F Value

13.00

F Value
111.61

1.4
2.56

F Valiue
111.61

4.93
3.56
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loc <. 0001
dia <.0001%
loc*dia <.0001

The SAS System

The GLM Procedure
Duincan's Multiple Range Test for freg

NOTE: This test <sontrols the Type I comparisonwise error rate, not
the experimentwlise error rate.

Alpha 0.05
=rror Degrees of Freedom 225
Error Mean Square 21.4297
Harnmonic Mean of Cell Sizes 22

NOTE: Cell sizes are not egual.

Number of Me&ans 2 3 4 5
Critical Rangge 2.750 2.895 2.982 3.063

Means with tiie same letter are not significantly different.

Duncan Groizping Mean i loo
Sy 24.222 18 CEF
B 5.556 18 INT
B
C B 4.278 18 RIM
[od D 1.722 i8 PUL
5]
jul 0.429 198 OUTRGS
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2) Anailise estatis€ica do pumero

A. costaricensis

de hemécitos na hemolinfa de B. glabrata exposta ao

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 2 INF NINF
dia 9 11 314 18 21 25 28 32 4 7
tipo 2 G H
Number of cbservations 180
The SAS System

The GLM Procedure

Dependent Variable = freg

Source oy
Model 27 3
Error 152 10
Corrected Total 178 i4

Source

Model

Error

Corrected Total

R-Sgquare Coeff Var
0.241437 95.28678
source DF
trat 1 7
dia 8 7
tipo 1
trat*dia 8 2
trat*tipo 1 11
dia*tipo 8 5
Source
trat
dia
tipo
trat*dia
trat*tipo
dia*tipo

Sum of
Squares Mean 3guare F Value
49272 .744 12936.028 1.7%
97366.500 7219.51%
46639.,244
Pr > F
0.015¢0
Root MSE freg Mean
54.26774 88.24444
Type I S8 Mean Sguare F Value
580%.0888% 758(3.0889 10.59
3372.3444 9171.5431 1.27
7220.0000 7220.0000 1.0
5658.2111 3207.2764 0.44
7045.0000 117045%.0000 16.21
0168.1000 6271.0125 0.87
Pr > F

0.00615% - sigrnificante
0.2629
0.3189
0.8827
<.0001 ~ significante
0.5445
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3) Analise estatistica dos dados referente a0 nimero de hemdcitos na hemolinfa de B.

glabrata nio exp osta ao A. costaricensis.

Class
trat
dia

tipo

Dependent Variable:

Source
Model
Errox

Corrected Total

R-3guar e

0.09021 1

Source
trat
dia
tipo

The GLM Procedurs

Class Level Information

Levels Vaiues
2 INF NINF
9 11 14 18 21 25 28 32 4 7
2 G H
Number of observations 189
The SAS System

The GLM Procedure

lfreq
Sum of
DE Squares Mean Sqguare E Value
10 20.8705122 2.0870312 1.68
16% 211.4834005 1.2514166
173 232.4599127
Source Pr > F
Model 0.0900
Error
Corrected Total
Coeff Var Root MSE lfreq Mean
28.17251 1.1186867 3.870776
DF Type 1 88 Mean Sgquare F value
1 5.96650574 5.96650574 4.77
8 14.5613209¢ 1.82016512 1.45
1 0.44268552 0.44268552 0.35
Source FPr > ¥
trat 0.0304 -~ significante
dia 0.1775%
tipo 0.35528
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- tratamento = nZo infectado tipo = granulécito

The GLM Procedure

Dependent Variable : freq
Sum of

Source Dy squares Mean Sguars F Value
Model g 54914.0000 6864.2500 0.67
Brror 36 3668685.8000 101506.8000
Corrected Total 44 421782.8000

Source Pr > F

Model 0.7112 ~ n3dc foil significante

Error

Corrected Total

—————————————————————————— trat=NINF tipo=( —-=m=so—osomm o e e o
The GLM Procedure
buncan's Multiple Range Test for freg

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise e€rror rate.

Alpha 0.03
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Sduare 101%0.8
Number of Means 2 3 4 5 <3 7 8 9

Critical Range 129.5 136.1 140.5 143.6 145.9% 147.8 149.3 150.¢

Means with T-he same letter are not significantly different.

Duncan Groupring Mean N dia
A 142.80 5 32
2y
A 125.860 5 4
2
A 113.40 5 14
A
2 106.60 5 11
A
A 91,40 5 21
A
A 83.00 5 7
A
2y 68.80 5 28
A
9 43,40 5 18
A
A 31.40 5 25
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- tratamento = ndo infectado ~  tipo = hialinodcito

Dependent Variable: lfreqg

Sum of
Source pr Squaxres Mean Square P Value
Model g 24,3343850 Zz.7038206 .87
Error 80 115.5184236 1.4439803
Corrected Total 89 139.8528085
Source Pr > F
Model ¢.0681
Error
Corrected Total
R-3quare Coeff Var Root MSE 1freg Mean
0.174000C 28.93537¢ 1.201657 £.152840
Source PE Type 1 53 Mean Sguare F Value
dia 8 10.24532390G 1.28066549 0.89
tipo 1 14.08906105 14.089206105 9.76
Source Pr > F
dia 0.5314
tipo 0.002% ~ significante

—————————————————————————— trat=NINF LTiposH oo s o e —
The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for freg

NOTE: This test controls the Type I comparisconwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Errcr Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 12432.28
Number cf Means 2 3 4 5 4] 7 8 ]

Critical Range 143.0 150.4 155.1 158.6 161.2 163.2 164.9 166.3

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Groupling Mean N dia
EY 238.00 5 25
A
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= A 132.20 5 32
=3 A

h=3 A 138.C60 5 7

= <3

B A 118.40 5 14
B A

=1 A 117.80 5 ig
B A

=3 A 116.00 3 z8
= .3

B A 112.80 5] 13
= A

B A 156.40 5 21
B

=3 51.00 5 4

4) Anilise estatistica dos dados referente ao niimero de hemdécitos na hemeolinfa de B.

glabrata exposta ao A. costaricensis.

The GLM Procedure
Duincan's Multiple Range Test for lfreg

NOTE: This test «rontrols the Tyvpe I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 80

Error Mean Sguare 1.505104
Number of Means 2
Critical Range L5147

Means with i-he same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N trat

A 4.283¢6 45 INF

B 3.7572 45 NINE
—————————————————————————————— Lo R e

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
dia 9 11 14 18 21 25 28 32 4 7
tipo 2 G H

Number of observations 90

The SAS System
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—————————————————————————————— o e B
The GLM Procedurse

Dependent Variables: lireqg

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Mode ] el 44.33294389 4.22588267 G.231
Exror B0 42.30765447 0.52884568
Corrected Total 83 86,64050846
Source Pr > F
Model <. 2001
Error
Corrected Total
R~Squars Coeff Var Root MSE lireq Mean
0.511e883 18.19432 G.727218 3.788712
Iource DF Type I SS Mean Sguare F Value
dia 8 22.29478864 2.78684858 5.27
tipo 1 22.03815535 22.03815535 41.67
Source Pr > F
dia <.0001 - significante
tipo <.0001 ~ significante
-tratamento = imfectado tipo = granulécito

—————————————————————————— trat=IRF tipo=G =w===—=-—o-s oo — o
The GLM Procedure
Drancan's Multiple Range Test for freg

NOTE: This test <ontrols the Type I compariscnwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.305

Error Degrees of Freedom 36

Error Mean Sguare 4676.622
Number of Means=s 2 3 4 5 3 7 3 g
Critical Range 87.7 82.z 95.1 97.3 98.9 106.1 101.1 162.0

Means with TIe same letter are not significantly different.

Duncan Gr<ouping Mean N dia

A 146.00 3 21
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BRrwrREwEOREW

- tratamento = imfectado

=T Sl R T =T S S i S S i

The SAS 3System
trat=INF tipo=H

The GLM

Foet
[
[1=N

.08

132.40

120.40¢

94,40

27.40

78.00

62.20

31.20

tipo = hialindcite

Procedure

puencan's Multiple Range Test for freq

NOTE: This test c<controls the Type I comparisonwise error rate, not

the experimentwise error rate.

Alpha

Number of Meanss
Critical Range

Error Degrees of Freedom

Error Mean Square

2

3

4

5

0

.05
36

837.1889

3

-

8

g

37.11 3%.02 40.26 41.15 41.83 42.36 42.80 43.15

Means with tixe same letter are not significantly different.

Duncan Gr<

il R R e R

uping

RN R PP

Mean

68,26

87.60

34.80

34.60

27.00

20.00

15.80

dia

3z

18

25
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