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RESUMO

A suscetibilidade de moluscos hospedeiros do Schistosoma mansoni é
controlada geneticamente.O objetivo deste trabatho foi avaliar a resposta imune celular em
Biomphalaria tenagophila selecionada geneticamente para o cariter resisténcia ao
Schistosoma mansoni da linhagem SJ procedente do Vale do Rio Paraiba do Sul,
Avaliamos nas geragGes parental, F1 e F2 as taxas de infeccfio e mortalidade, o niimero de
amebocitos na circulagfio lacular, a atividade fagocitaria dos amebdcitos frente 3 hemacias
formolisadas de carneiro e a reago amebocitaria nos tecidos em torno das larvas do
trematodeo.

O processo de selegdo por autofecundagio de moluscos resistentes, ndo
implicou em alteragfio significativa da taxa de infecgfio, entretanto nossos resultados
mostraram que a selegio genética para o cardter resisténcia aumentou os indices de
sobrevivéncia dos moluscos infectados ( P > 0.0001 ). Uma forte proliferagiio celular
ocorreu para neutralizar a presenga das larvas que se caracterizou pelo aumento
significativo do nimero de amebdcitos na circulagdo tanto de granulocitos como hialindcitos
( P >0.0001). A atividade fagocitaria dos amebocitos ndo foi diferente nas trés geracdes.
Uma intensa reagiio amebocitaria ocorreu nos tecidos da I;egiéo céfalo podal nas primeiras
horas pos infecgdo demonstrando a resisténcia do hospedeiro a infeccfio pelo Schistosoma
mansoni.

Concluimos que no processo de resisténcia apresentado por Biomphalaria
tenagophila ao Schistosoma mansoni da linhagem SI, o aumento do namero de
amebocitos na circulagBo foi fator decisivo, assegurando maior sobrevivéncia dos

planorbideos.



1-INTRODUCAQO

A ESQUISTOSOMOSE

As primeiras observagdes sobre o agente etiologico da esquistossomose
foram feitas por BILHARZ em 1852, no Egito. Posteriormente, WEILAND em 1858,
denominou o helminto de Schistosoma. A denominagio da espécie Schistosoma
mansoni foi dada por SAMBON em 1907, perante a Sociedade Zooldgica de
Londres. O agente causador da esquistossomose mansdnica, Schistosoma mansoni ,
¢ 0 helminto trematodeo pertencente a classe Digenea que infecta o homem, alguns
roedores e marsupiats .

A esquistossomose ¢ endémica em 74 paises, sendo considerada pela
Organizaglio Mundial de Satde ( WHO, 1993 ) a segunda maior doenga parasitaria do
mundo, depois da malaria, com estimativa de 200 milhdes de pessoas infectadas.
Estima-se que 600 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infecglio e é
responsavel por 300 a 500.000 mortes por ano ( BERGQUIST, 1995; CAPRON ef
al, 1995 ). Os altos indices endémicos mencionados refletem o desequilibrio entre a
presenca e a¢do do parasita e a capacidade de resisténcia do hospedeiro. A doenca foi
provavelmente introduzida no Brasil durante o trafico de escravos africanos,
ocupados na cultura de cana de aglicar na regido do Nordeste. Hoje, acredita-se que
5 milhGes de brasileiros sdo acometidos pela esquistossomose mansénica, apesar dos
esforcos da wvigilincia epidemiologica. Isto reflete um problema politico-socio-

econdmico evidente dos paises em desenvolvimento.



O controle da esquistossomose no Brasil priorizado a partir de 1976,
com o Programa Especial de Controle da Esquistossomose ( PECE ), usou
quimioterapia em larga escala com milhGes de doses de oxamniquine, conseguindo
uma acentuada reducfio da prevaléncia e mortalidade da doenga em éareas endémicas
do Nordeste. A redugdo de formas hepatosplénicas da doenga através do uso de
drogas especificas, uma possibilidade demonstrada por KLOETZEL ( 1967 ) tornou-
se uma posterior estratégia de controle pela WHO ( 1985, 1993 ), isto ¢, a redugfio
de formas clinicas severas. Segundo a Organizagio Mundial de Saide, a quimioterapia
¢ um método efetivo no controle da esquistossomose humana { WHO, 1993;
STURROCK, 1995 ), colocando o metrifonato, oxaminiquine e o praziquantel como
drogas mais aceitas. Programas nacionais de controle da esquistossomose tém sido
criados em todo o mundo, embora o nico pais que conseguiu erradicar a doenca
tenha sido o Japdio ( WHO, 1993 ), usando moluscicidas € forramento dos canais
de irrigagdo com concreto. O uso de moluscicidas ( SUCEN, 1989; MC
CULLOUGH, 1992 ) associados a quimioterapia, suprimento de agua potavel,
educagdo em saide e participagio da comunidade em programas de satde locais
( WHO, 1990; SCHAL, 1995 ) constituem estratégias de erradicagiio da doenca.

O Estado de Sdo Paulo, devido & sua importincia na economia
nacional tem recebido um grande contingente de migrantes de varias regides,
principalmente dos Estados do Nordeste e de outros Estados do Sudeste brasileiro,
onde a esquistossomose apresenta alta endemicidade ( FREITAS, 1972 ). A analise
das investigacOes epidemuologicas dos casos notificados no periodo de 1981 -

1992 ( SUCEN, 1989 ) considerou que apenas duas regides, Litoral e Vale do



Paraiba, concentram 86% dos casos autoctones detectados com Biomphalaria
tenagophila. Na bacia do Paranapanema, na fronteira com o Estado do Parana, a
transmissdo se processa por intermédio da Biomphalaria glabrata. A regiio de

Marilia é responsavel por 4,8 % dos casos autoctones do Estado( GLASSER, 1995 ).

O HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO

Varios fatores determinam a atra¢io molusco-miracidio ( CHENG,
1967 ) e levam o miracidio a encontrar o seu hospedeiro intermediario. Foi
demonstrado que a atragio do miracidio exercida pelos hospedeiros intermediarios
faz-se mediante a agdo de substdncias liberadas pelo caramujo na dgua, a qual se
denominou 4agua de condicionamento “ SCW “ ( CHERNIN, 1972 ). A atragiio
miraxonal exercida por moluscos vetores sobre miracidios de Schistosoma mansoni
foi demonstrada sob diferentes circunstincias ( BRASIO er al, 1985; MAGALHAES
et al, 1991, 1997 ). Quando os moluscos s830 selecionados geneticamente para o
carater susceptibilidade atraem mais vigorosamente os miracidios ou seja possuem
maior poder de atragio miraxonal ( BRASIO ef al, 1985; ZANOTTI-MAGALHAES,
1991).

Os vetores do Schistosoma mansoni encontrados no Brasil
pertencem a trés espécies: Biomphalaria glabrata ( SAY, 1818 ), Biomphalaria
tenagophila ( D'ORBIGNY, 1835 ) e a Biomphalaria straminea ( DUNKER,
1848 ). Existem varios focos da endemia em diversos Estados e a sua maior

prevaléncia se encontra nas zonas quentes ¢ umidas do Nordeste e Sudeste brasileiros.



Das trés espécies hospedeiras intermediarias presentes no territorio paulista, apenas
Biomphalaria tenagophila ¢ Biomphalaria glabrata sio responséveis pela
transmissfio da endemia ( SUCEM, 1989 ),

A Biomphalaria tenagophila possui uma ampla distribuigio
geografica, apresentando maior concentragiio de criadouros no Leste do Estado de
Sdo Paulo com focos distribuidos nas regides do Vale do Rio Paraiba , Litoral , grande
S&o Paulo, Baixada Santista, Vale do Ribeira, { SUCEN, 1982 ) e ainda nos Estados
de Espirito Santo, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul ( VAZ, 1989 ).
Em Minas Gerais, no tridngulo mineiro, focos isolados foram encontrados com uma
prevaléncia de 0,1 % sendo considerada como uma regido livre de transmissio
da esquistosomose { CARVALHO eral , 1994).

A B. glabrata, espécie relacionada aos principais focos de transmissdo
da doenga, possui uma ampla distribui¢io geografica e € bastante compativel com o
trematodeo. Esta espécie € encontrada em localidades proximas ao litoral e municipios
do interior de Estados da regifio Nordeste. Também é encontrada nos Estados de
Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Alguns criadouros podem ser
encontrados nos Estados de Sdo Paulo, Parana e Para ( TELES , 1986; TELES &
VAZ, 1987).

A B. straminea ¢ encontrada no litoral ¢ interior do Nordeste ¢
alguns criadouros sdo encontrados em Estados do Norte, Sudeste e municipios do
litoral de Santa Catarina ( TELES , 1988 ) e zona do tridngulo mineiro.

Os moluscos de B.temagophila  criados no moluscario do

Departamento de Parasitologia da Unicamp sdc descendentes de caramujos



provenientes do Vale do Rio Paraiba do Sul. Nesta regifio existem focos autoctones
da esquistossomose com niveis de infecgdo abaixo de 10 %. Estudos ja
demonstraram que a B. tenagophila, desta regido, & pouco susceptivel a infecgio
pelo 8. mansoni local dificultando a manutenggo do ciclo evolutive do parasita em
laboratério ( PARAENSE & CORREIA, 1963; SANTANA , 1978 ). Baixos indices
de infec¢do natural também foram demonstrados no campo quando em 1981 foram
examinados cerca de 104.844 moluscos do Vale do Paraiba com resultados de 0,1 %
de infecgiio ( SUCEN, 1982 ). Algumas populagdes de B.tenagophila podem se
tornar altamente suscetiveis 4 linhagem do verme do Vale do Paraiba ( PARAENSE
& CORREIA, 1978 ).

Sabe-se que o carter suscetibilidade do molusco esta na dependéncia
de fatores genéticos, { NEWTON, 1952, 1953 ; RICHARDS, 1972 ), ajuste
fisiologico molusco / verme, ( FILES & CRAM, 1949; PARAENSE & CORREIA,
1963 ), e presenga concomitante de outras infecgdes parasitarias ( REIS ef af, 1988 ).
A susceptibilidade a infecgdo niio depende apenas do hospedeiro intermediario, como
também da linhagem geografica do parasita ( FILES & CRAM, 1949).

NEWTON {( 1952 ) demonstrou que o cruzamento de progenies de
moluscos susceptiveis e ndo susceptiveis de Biomphalaria glabrata com uma
linhagen de Porto Rico de Schistosoma mansoni é um cariter hereditirio. A
susceptibilidade e resisténcia 4 infecglio por dependerem da constituigio genética,
podem entdo ser transferidas para as geragGes subsequentes. Foi demonstrado nos

estudos de RICHARDS & MERRITS ( 1972 ) e RICHARDS ( 1973, 1975 ) que a



susceptibilidade a infecgio ¢ regulada por fatores genéticos, sendo a resisténcia
expressa por um Gnico gen dominante.

Fatores extrinsecos considerados, nio genéticos, como tamanho e
idade do molusco, nimero de miracidios usados para a exposiglio, fatores ambientes
também exercem influéncia sobre a susceptibilidade ¢ taxa de infecciio.

O hospedeiro desenvolve mecanismos de protecdo para previnir-se de
infecgBes, mas uma vez que o miracidio penetra no molusco vencendo a barreira
externa que constitui o epitélio, mecanismos de defesa internos se opdem ao parasita,
onde o estabelecimento ou posterior infecgfio viio depender primordialmente dos
fatores genéticos que controlam tanto a infectibilidade do parasita como o seu nivel
de resisténcia ( ROLLISON , 1985 ). A sobrevivéncia das larvas é consequéncia de
interagdes como a resisténcia do caramujo e a capacidade de interferéncia do
parasita.

E possivel obter mudangas no grau de suscetibilidade ao S.mansoni
em populagbes de caramujos, B.fenagophile ou  B.glabrata, pela selecio
genética de progenies obtidas por autofecundagio, ( NEWTON, 1952,
RICHARDS, 1975; SANTANA ef al, 1978 ; ZANOTTI - MAGALHAES ef al,

1987, 1991, 1993, 1995 ; MASCARA , 1995 ),

MECANISMOS DE DEFESA DO MOLUSCO
Mecanismos de defesa contra agentes estranhos estdo presentes de
algum modo em todos os filos de invertebrados. Os invertebrados nio possuem

linfocitos antigeno especificos, ndo produzem imunoglobulinas e complemento. Eles



se defendem dos agentes estranhos pelos mecanismos de defesa natural que envolve
elementos celulares e humorais em cooperagio.

A infecglio do caramujo se da pela exposigio deste a um determinado
nimero de miracidios que se tranformam em esporocistos primérios em 48 horas apos
a penetracdo. Em moluscos mais susceptiveis ao S.mansoni, como B. glabrata, os
esporocistos se desenvolvem quase sem reagdo tecidual. Em linhagens resistentes
desta espécie como a 10-R2 originalmente desenvolvida por RICHARDS ( 1975 ), os
esporocistos séo encapsulados e destruidos logo apos a penetragio ( RICHARDS &

MERRIT, 1972 ; LOKER, 1982 ). Em B.tenagophila do Vale do Rio Paraiba,

infectadas pela linhagem SJ, predominam esporocistos priméarios degenerados,
envolvidos por amebocitos ( GUARALDO ,1981 ). Como ja dito anteriormente,
variagBes no grau de suscetibilidade de diferentes espécies de moluscos podem ser
obtidas para diferentes linhagens de  S.mansoni ( FILES & CRAM, 1949,
PARAENSE & CORREIA, 1963, 1978; DIAS et al, 1987 ).

A resposta imune ¢ melhor estudada em moluscos capazes de
responder a invasdo do parasita, podendo ser parcialmente ou totalmente resistentes
(LIE, 1982 ). A resposta humoral tem um importante papel na destruigio das larvas
modulando a resposta celular através das lectinas que agem como opsoninas
( KNAAP, 1990 ), sendo ambas importantes para definir a susceptibilidade ou
resisténcia do hospedeiro.

A fagocitose em moluscos constitui um processo importante na
eliminagio do agente estranho. Em 1883, ano da descoberta da fagocitose

METCHNIKOFF demonstrou o papel de fagocitos na destrui¢o da cauda de girinos e



em 1884, ele observou a fagocitose de Monospora em um crusticeo Daphnia. A
partir destas descobertas passou para a historia como defensor da  teoria celular “ da
imunidade, na qual a fagocitose e inflamacio foram os elementos centrais de suas
investigagBes. A partir dai ficou estabelecido um elo filogenético entre a atividade
imunolégica com atividades biologicas basicas, como digestdo, nutrigio. Alguns
autores sugerem que as células fagocitarias, denominadas amebocitos ( TAKATSUKI,
1934 ; SMINIA ,1972 ) que detectam, encapsulam e removem o agente estranho sio
produzidas pela "APO" ( Orgio produtor de amebocitos ), orgdo situado entre a
cavidade do manto e pericardio ( JEONG, 1983 ). Posteriormente foram
identificados dois tipos de células denominadas como granulécitos e hialinécitos
( CHENG, 1980, 1981, HARRIS, 1975, KNAAP, 1983, SMINIA, 1981, 1987 ).
Atualmente muitos autores se referem ao termo hemécitos como as células de defesa
em invertebrados que se assemelham aos macrofagos de vertebrados ( YOSHINO &
LODES, 1989, LOKER, 1992; LODES & YOSHINO, 1993, BARBARA, 1995 ).
Em nosso trabalho o termo hemocitos se refere a granuldcitos e hialinécitos.

Os granulcitos sdo caracterizados como células maiores com aspecto
estrelado por se espraiarem na superficie do vidro, emitindo pseudépodes, possuem
granulos citoplasmaticos e maior conteido de enzimas lisossomais. Aos granulécitos
sdo atribuidas muitas fungGes como digestdo, excregio e transporte de ions e
nutrientes. Estas células sdo consideradas a maior arma da respostai imune em
moluscos { KNAAP, 1990 ). Os hialindcitos sio células menores, com uma menor
relagio nlicleo-citoplasma, menor conteado de enzimas, ndo possuem grinulos, nem

emitemn pseudopodes.



As fungBes imunes tém sido bem demonstradas em reages como
fagocitose ( ABDUL-SALAM ef of, 1980 ), encapsulagio ( SMINIA, 1974 ),
aglutinacio ( KNAAP, 1981 a ; FISTAD, 1974 ) e opsonizacio ( ANDERSON,
1976; SMINIA, 1979 ).

Em invertebrados a eficiéncia do sistema de defesa celular ¢
dependente de fatores humorais ( KNAAP ef al, 1981 ), mediados por lectinas pelas
suas propriedades aglutinantes e opsonizantes. As lectinas estdo presentes nos fluidos
corporais de invertebrados e a elas sfo atribuidas varias fungbes fisiologicas e
imunolégicas. Sdo proteinas sintetizadas por hemocitos e liberadas na hemolinfa
com alta afinidade por carboidratos { BAYNE, 1983, 1985 ; KNAAP, 1990 ).

Em moluscos resistentes, os esporocistos s@o encapsulados pelos
amebocitos { SMINIA, 1980, GUARALDO ef al, 1981 ) e destruidos pela forte
atividade fagocitaria destas células. Este processo ¢ mediado por fatores humorais
presentes na hemolinfa . A ativagio da resposta celular ocorre logo apds a penetragio
do parasita no hospedeiro onde a presenga de grande nimero de amebdcitos que
formam uma cépsula em torno da larva est4 associada com a degeneracio dos
esporocistos ( LIE, 1981).

Proteinas e polipeptideos tém um importante papel na modulagio da
resposta imune celular em moluscos resistentes, ( B.grablata 10-R2 ), quando
interagem com o tegumento do esporocisto, ( CHISTOPHER, 1985; BAYNE,1986 ).
A superficie do tegumento do esporocisto primario do S.mansoni serve como
interface para a comunicag&o molecular entre o parasita e o hospedeiro intermediario.

O requerimento de moléculas do plasma pelo tegumento larval é essencial para o



abastecimento de nutrientes, importantes para o crescimento e desenvolvimento do
parasita ( BAYNE, 1986 ). Proteinas excretorias-secretorias,” E-S products “ ( ESP ),
liberados durante a transformagfio do miracidio em esporocisto primario, quando
sintetizadas in vitro por esporocistos de S.mansoni estimulam a atividade proteinase
do hemocitos, com um efeito modulador na fagocitose, o que pode representar um
mecanismo inicial de defesa do hospedeiro contra o miracidio récem penetrado
(YOSHINO & LODES, 1988, 1989, 1993).

O tegumento do esporocisto, além de servir como requerimento de

nutrientes € o alvo primario dos mecanismos de defesa interno exercido pelos

hemocitos no reconhecimento, encapsulagiio e destruicio de larvas incompativeis com
o hospedeiro ( YOSHINO & VASTA, 1996 ). A reagio de encapsulagfio da larva em
hospedeiros incompativeis ocorre rapidamente e envolve trés componentes: os
hemocitos, fatores plasmaticos e o tegumento do esporocisto. Ensaios de ligacio
entre plasma e lectinas heterdlogas tem demonstrado a presenga de polipeptideos
associados a superficie do tegumento do esporocisto que formam glicoconjugados
na superficie dos esporocistos do S.mansomi. Carboidratos de membrana,
especialmente aqueles associados com glicoproteinas ¢ glicolipides, representam os
mais importantes componentes dos esporocistos priméarios sugerindo que-eles sirvam
como ligantes ( lectinas associadas a hemocitos ) representando um alvo molecular do
reconhecimento imune por hemocitos ( YOSHINO & VASTA, 1996 ).

InteragGes dindmicas entre larvas e componentes celulares ¢ humorais
do sistema de defesa do molusco determinam o estabelecimento da infecgfio, onde a

sobrevivéncia do parasita no hospedeiro pode ser conseguida através de mecanismos

10
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que s¢ operam no tegumento, como resultado da maturagfio do parasita e trocas em

sua estrutura. Muitos antigenos da resposta imune contra o parasita estdo localizados
no tegumento ( FREDERICO, 1996 ) e antigenos presentes no plasma sdo retidos e
processados no tegumento de esporocistos ( BAYNE & LOKER, 1986 ).

Moluscos que parasitam trematodeos suportam sucessivas formas
larvais que se multiplicam por poliembrionia e utilizam o hospedeiro como estagio de
transporte. Os mecanismos de defesa de moluscos resistentes & infecgiio por
S.mansoni que se opdem ao parasita devem ser melhor esclarecidos. Os trabalhos

realizados até agora visaram o estudo da resposta imune, celular ¢ humoral, em

populagdes de moluscos susceptiveis ao S.mansoni.

2-OBJETIVOS

Avaliar a resposta amebocitaria celular em Biomphalaria tenagophila
selecionada geneticamente para o carater resisténcia a infeccéio por S.mansoni da linhagem
SJ observando os seguintes pardmetros.
Parimetros avaliados

1- Taxa de infecgiio dos moluscos frente ao S.mansoni .

2- Numero de amebocitos na hemolinfa circulante nos tempos de 10h, 18h,
24h, 48h, 72h, e 96h apods a infecclio ao S.mansoni.

3- Atividade fagocitaria dos amebécitos na hemolinfa frente a hemacias
formolizadas de carneiro.

4- Verificacdo da reagdo amebocitaria nos tecidos de moluscos infectados

nos periodos 10h, 24h, 48h, 72h e 96h.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
~ Grupos de estudo

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados grupos de moluscos
selecionados geneticamente por auto fecundagfio para o carater resisténcia 4 infecglio por
S.mansoni da linhagem SJ.

O esquema abaixo ilustra a obtengfio dos mohiscos resistentes

GERACAO

P=> INFECCAO |R S
4

Fl1=> INFECCAO lll S
J

F2=> INFECCAO ir S
2

F3=— INFECCAO R S

Figura 1- Esquema do método de selecio da linhagem de B.tenagophila
resistente ( R ) a linhagem SJ do S. mansoni

S -~ Susceptivel




3.1.1 Dentre estes grupos estiio:

1- Geraglio parental de B.tenagophila exposta ao S.mansoni {100
moluscos ).

2- Geragdio Fi de B.tenagophila obtida a partir da geracdo parental
resistente a infecgio por S.mansoni ( 70 molusos ). .

3- Geragdo F2 de B.tenagophila obtida a partir da geragio F, resistente a
infecgdo por S.mansoni. ( 90 moluscos ).

4-Geraglio F; de B.tenagophila obtida a partir da geracio F, resistente

infecgio por S.mansoni ( 30 moluscos ).

3.1.2- Manutencio dos moluscos ¢ linhagem do S.mansoni.

Os exemplares de B.tenagophila utilizados para constituigio da geracio
parental foram obtidos de populagio ortunda de Sdo José dos Campos ¢ mantida em
laboratério. Os caramujos medindo 3-5 mm de didmetro foram isolados em frascos
individuais, sendo alimentados com alface “ ad libitum ”. Por ocasido do aparecimento das
primeiras desovas, estes moluscos foram expostos a infecgio por S.mansoni da linhagem
SI.

A linhagem SJ de S.mansoni foi mantida em camundongos Swiss e B
tenagophila de Sio José dos Campos niio selecionada geneticamente,

Os miracidios utilizados nas infeccdes dos moluscos dos grupos
experimentais foram oriundos das fezes dos camundongos infectados. A infecglio foi

realizada utilizando-se 10 miracidios para cada molusco em exposigdo individual, segundo
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técnica de STANDEN ( 1951 ). Foram utilizados um nimero de 100 moluscos para a

geragdo parental, 70 para a gerago F; e 90 para F, e 30 para F;,

3.2-DETERMINACAO DO INDICE DE INFECCAO E MORTALIDADE DOS

MOLUSCOS DA GERACAO P,F, e F,eF.

Apés o 30 9 dia da exposi¢do aos miracidios os moluscos foram expostos a
luz e calor por 2 horas para se verificar a eliminagio de cercarias, ( PELLEGRINO er al,
1955 ). Este procedimento foi repetido semanalmente até completar 12 semanas apos a

infecgdo e registrando o nimero de moluscos que morreram no periodo.

3.3-DETERMINACAO DO NUMERO DE AMEBOCITOS NA CIRCULACAO
LACUNAR DOS MOLUSCOS DA GERACAOPE F1E F2.

Um namero de 7 moluscos de cada geragio foram avaliados quanto ao
numero de amebdcitos circulantes apoés a infecgfio por 10 miracidios de S.mansoni da
linhagem SJ nos tempos de: 10, 18, 24, 48, 72 e 96 horas. Destes moluscos, com 5-7 mm de
diametro, foi retirada a hemolinfa, por pungo da regiio céfalo-podal, com auxilio de pipeta
Pasteur de plastico para evitar aderéncia das células. Esta hemolinfa livre de muco foi
imediatamente colocada em tubos “ Eppendorf “ e posteriomente em cimara de Neubauer e

observada em microscopia de fase para contagem de amebocitos,  granulocitos e

hialinocitos. O numero de amebdcitos foi expresso em cél / O,Imm3.g Como controle

utilizamos hemolinfa de 7 exemplares de B. tenagophila sem infecgio.
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3.4-ATIVIDADE FAGOCITARIA DOS AMEBOCITOS DA HEMOLINFA DOS

MOLUSCOS DA GERACAO P F, E F; FRENTE A HEMACIAS

FORMOLIZADAS DE CARNEIRO.

A verificagio da capacidade de fagocitose dos granuldcitos dos moluscos
infectados se fez por ensaios “in vitro” frente & hemacias formolizadas de carneiro,
(ABDUL- SALAM ef al, 1980 ). A formolizaciio das hemdcias de carneiro colhidas em
solugdo de Alsever foi realizada segundo o método de  Stavitsky, 1964. Os testes de

fagocitose foram realizados nos periodos de 10h, 18h, 24h, 48h, 72h e 96h apos a infecgdo

dos moluscos.

3.4.1- Processo de Fagocitose :

Um “ pool "de hemolinfa de 7 moluscos para cada intervalo de tempo foi
obtido para a realizagio da fagocitose. Deste utilizou-se 100 pl que foram depositados em
gotas de 50 ul em duas liminas que foram incubadas em estufa 4 25 ¢ C por 60 minutos,
com a finalidade de que os amebdcitos espraiassem pela lamina. A cada lamina foi
acrescentado 50 pl de hemécias de carneiro formolizadas na concentragio de 3.0 10 ¢ cels /
ml. Apés incubagio e lavagens em meio minimo essencial ( MME ), as preparagdes foram
fixadas em metanol e coradas pelo May-Gruenwald e Giemsa.Depois foram observadas a0
microscopio denominando-se o indice de fagocitose segundo a formula de { ABDUL-

SALAM efal , 1980).

N de amebécitos fagocitando pelo menos uma hemécia x 100

N total de amebécitos
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3.5-REACAO AMEBOCITARIA NOS TECIDOS DOS MOLUSCOS DAS

GERACOES P,F E F,

Dois exemplares de moluscos das geragdes P, F; ¢ F, foram utilizados para
avaliagio da viabilidade dos esporocistos ap6s infecgiio com 100  miracidios de S.mansoni
da linhagem SJ nos tempos 10,18, 24, 48, 72 ¢ 96 h ap6s a exposicio as larvas.

Dos moluscos foi retirada a regifio a céfalo podal abaixo do colar do manto
sendo a peca fixada em Bouin aquoso a 5 % por um periodo de 12 horas. Foram obtidos
cortes transversais seriados de 5 pum de espessura que foram corados pelo tricrdmico de

Gomori ( GUARALDO er al, 1980 ) montadas em Balsamo de Canada. A observagio em

microscopia Optica comum permitiu verificar a viabilidade dos esporocistos e as reagdes

teciduais envolvidas na resposta do molusco.

3.6-ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada no sistema SAS ®. Os
indices de sobrevivéncia de cada grupo de moluscos foram analizados pelo Lifetest
Procedure. O nimero de amebocitos na hemolinfa e a taxa de fagocitose dos amebécitos
frente a hemacias de carneiro formolizadas foram analizados segundo General Linear
Models Procedure. O software utilizado foi a versio 6.08 , SAS ® ( CARY, NC, USA,

1989).
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4- RESULTADOS

4.1, -TAXA DE INFECCAO DOS MOLUSCOS.

A mfecgio dos moluscos das geragdes P, Fy, F, e F; foi verificada
semanalmente a partir de 30 dias da data da exposigdo aos miracidios, pela observagio da
eliminagao de cercarias durante 12 semanas. Os resultados referentes 4 taxa de infeccio
estdo apresentados na tabela 1. A anilise estatistica realizada ( tabela 29 ) do apéndice
estatistico mostrou nd3o haver diferenga significativa entre as taxas de infeccio

verificadas nas diferentes geragBes de moluscos ( p > 0.693 ).

4.2. -TAXA DE MORTALIDADE DOS MOLUSCOS.

A mortalidade dos moluscos das geragdes P, Fi, F, ¢ F3 foi verificada
semanalmente e durante 12 semanas. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 2, 3, 4,
5. A morte ocorreu a partir da 5 semana de infecgio e a analise estatistica realizada
( tabela 30 ) do apéndice estatistico que comparou a sobrevivéncia dos moluscos das
quatro geragbes, mostrou-se altamente significante ( p > 0.0001 ). Ha evidéncias de
diferengas entre as curvas de sobrevivéncia ( Figuras 18 e 19 ), conforme mostrado no

apéndice estatistico. Os membros da geragdo P e F; tiveram vida mais curta.
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43, NUMERO DE AMEBOCITOS CIRCULANTES EM MOLUSCOS DAS

GERACOES P, ¥, E Fa.

Os amebocitos na hemolinfa circulante foram diferenciados em granulécitos
amebocitos e hialindeitos. A Figura 2 mostra as caracteristicas dos amebdcitos e
hialinocitos, quando visualizados em microscopia de contraste e fase. Os granuldcitos
apresentam-se como células maiores, espraiam no vidro e emitem pseudépodes. Os
hialinécitos sdo menores que os granul6citos, ndo aderem ao vidro, sio mais refringentes
quando visualizados em microscopia de contraste e fase. Caracteristicas morfologicas dos
granulocitos podem ser melhor observadas em preparagbes coradas por May-Griinwald -
Giemsa { Figura 3 ).

O nimero de amebdcitos na hemolinfa circulante foi verificado as 10, 18, 24,
48,72 e 96 horas apés a exposi¢io dos moluscos aos miracidios. Os resultados estfio
apresentados nas tabelas de 6 2 26. Grupos controles constituidos de animais nfio expostos
ao S.mansoni, tiveram a hemolinfa coletada e determinou-se o mimero de amebocitos
presentes.

Resumidamente os dados da variagdo cinética do numero de amebécitos
estdo copilados nas Figuras 4,5, 6¢ 7.

A anélise estatistica referente aos granuldcitos mostrou haver discreta
diferenga no efeito de periodo por geragfio; na geragio F,, esta diferenca foi menor; em F, e
parental, ndo ha evidéncia desse efeito ( tabela 31 ) do apéndice estatistico. As diferencas

notéaveis estdo entre as geragbes. As médias foram: P =66, F, = 110 e F, = 110.
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A andlise estatistica referente aos hialindcitos revelou que estes aumetaram

discretamente com o periodo: 0.3/unidade para F;; 0.17/unidade para F, ; zero para a
geragio parental. Efeitos notavelmente diferentes existem entre geragdes; as médias foram:

P=44,F; =40 eF, =61 (tabela 32 ), do apéndice estatistico

4.4. -INDICE DE FAGOCITOSE.

Na tabela 27 estdo apresentados os indices de fagocitose verificados com

granuldcitos de moluscos das geragdes P, F,, F, frente a hemaceas de carneiro. A analise

dos dados obtidos nfio revelou efeito de geragio, nem de periodo para o indice de
fagocitose ( tabela 33 ) no apéndice. A média geral de fagocitose observada foi 32,
praticamente igual para todas as geracgdes,

No processo de fagocitose os granuldcitos apresentaram-se emitindo
pseuddpodes finos, denominados filopodes, envolvendo as hemaceas, notando-se a presenca
de vacuolos no interior do citoplasma ( Figuras 8¢ 9).

A atividade fagocitaria das geragOes parental, F1 e F2 esta mostrada na

figura 10.

4.5.-ANALISE DOS ESPOROCISTOS EM CORTES HISTOLOGICOS DOS
MOLUSCOS.

Os esporocistos de S. mansoni observados nos moluscos das geracdes

parental, F; ¢ F, foram caracterizados pelo aspecto celular, acelular, degenerados ou

integros { GUARALDO et al, 1981 ), conforme apresentado na tabela 28.
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Néo foram evidenciados esporocistos totalmente integros nas trés geragdes

de moluscos estudadas. Os esporocistos primarios se caracterizaram por estarem envolvidos
por reagBo amebocitaria com fortes caracteristicas eosinofilicas ( Figura 11).

As larvas de 8. mansoni foram observadas em processo de degeneragio logo
apos a penetrago intramolusco ( 10 horas apos a infecgdio ) com o citoplasma das células
somaticas apresentando-se com caracteristicas eosinofilicas, desorganizacio das células
germinativas, observando-se ainda um aspecto celular da massa neural e grinulos
citoplasmaticos e algumas células somaticas integras { Figura 12 ). Neste caso as larvas
estavam envolvidas por circulos concéntricos de amebécitos poligonais, formando uma
capsula que podemos chamar tipo I, por apresentar-se em varias camadas ( Figura 13 ),

Na figura 14 € possivel visualizar o aspecto do esporocisto 24 horas apés a
infecglio, notando-se um grande afluxo de amebécitos em diregio ao esporoscisto, as vezes
circundando dois esporocistos ( Figura 15 ).

Nas gera¢des parental e F, os esporocistos apresentaram-se envolvidos por
pequena reacdo amebocitdria, sendo os amebocitos caracteristicamente achatados e
alongados. Os esporocistos degenerados 72 horas apos a infecgdio eram acelulares com um
espaco vacuolizado ( Figura 16).

Moluscos da geragio F, apresentaram esporocistos totalmente degenerados
96 horas apos a infecgio ( Figura 17 ), observando-se vacuolizagio da larva, com pequena

camada de amebécitos circundando-a.
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TABELAS

TABELA 1- TAXA DE INFECCAO ARESENTADA POR MOLUSCOS DAS GERACOES

PARENTAL, F1,F2 ¢ F3 EXPOSTOS AO S, mansoni DA LINHAGEM 5SJ.

Moluscos/ geracies Namero de Moluscos Niamero de Moluscos Taxa de infecchio
expostes i infecgdo que eliminaram cercirias (%)

Parental 100 5 5.0

F1 70 5 7,14

F2 90 8 8,89

F3 30 3 10.0

TABELA 2- MORTALIDADE DE B. tenagophila DA GERACAO PARENTAL EXPOSTA
AO  S.mansoni DA LINHAGEM  SJ.

SEMANA MOLUSCOS MOLUSCOS
VIVOS MORTOS

0-4 100 0

5 88 12

6 7% 13

7 61 14

8 59 2

9 59 0

10 49 10

1 40 9

12 38 2
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TABELA 3- MORTALIDADE DE  B.temagophila DA GERACAO F, EXPOSTA AO
S.manseni DA LINHAGEM SJ.

SEMANA MOLUSCOS MOLUSCOS
VIVOS MORTOS
-4 70 0
5 66 4
6 65 1
7 61 4
8 60 1
9 51 9
10 51 0
11 30 1
12 48 2

TABELA 4- MORTALIDADE DE  B.tenagophila DA GERACAO F, EXPOSTA AO
S.mangsoni DA L INHAGEM SJ.

SEMANA MOLUSCOS MOLUSCOS
VIVOS MORTOS
0-4 9 0
5 89 1
3 87 2
7 85 2
8 81 4
9 79 2
10 78 1
1 76 2
12 74 2
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TABELA 5- MORTALIDADE DE B. tenagophila DA GERACAQ F§; EXPOSTA
AO S8 manwoni DA LINHAGEM SJ.

SEMANA MOLUSCOS MOLUSCOS
VIVOS MORTOS
-4 30 0
5 27 3
6 26 1
7 25 1
8 25 0
9 23 2
10 16 7
| 3 15 1
12 15 0

TABELA 6-NUMERO DE_AMEBOCITOS EM 0, mm® DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
GERACAQ PARENTAL NAO EXPOSTAAQ S mansoni DA LINHAGEM SJ ( GRUPO
CONTROLE ).

MOLUSCO AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBQCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NOUMERO ABSOLUTO)
01 46 20 66
02 71 59 130
03 82 102 184
a4 58 39 97
05 76 80 156
06 62 70 132
07 80 90 170

MEDIA ARITMETICA 67.8 65.7 133.5
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TABELA 7- NUMEROQ DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm°® DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO PARENTAL 10 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S.
mansoni DA LINHAGEM 58J.

MOLUSCO  AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMEROQ ABSOLUTO)
01 53 38 91
62 57 12 69
03 66 14 80
04 46 10 56
05 94 42 136
06 110 20 130
&7 58 11 69
MEDIA ARITMETICA 69.1 210 90.1

TABELA 3- NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm°> DE HEMOLINFA DE B, tenagophila
DA GERACAO PARENTAL 18 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S mansoni
DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCIT{}S NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMEROQ ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
o1 ' 52 63 115
02 37 8 64
03 23 46 69
04 14 15 29
05 2¢ 23 43
06 24 06 30
07 43 o7 30

MEDIA ARITMETICA 30.4 26.8 §7.2
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TABELA 9- NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm * DE HEMOLINFA DE B, tenagophila
DA GERACAO PARENTAL 24 HORAS APOS A EXPOSICAQ A 16 MIRACIDIOS DE S.
mansoni DA LINHAGEM §J.

MOLUSCOS AMEB(')CITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NOMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 45 30 75
0z 63 ‘ 36 99
03 29 33 62
04 76 24 100
05 81 30 111
06 27 23 50
07 13 05 18
MEDIA ARITMETICA 47.7 14.7 73.5

TABELA 10- NOMERO DE AMEBO(HTOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO PARENTAL 48 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S, mansoni
DA LINHAGEM SJL

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NOMERO ABSOLUTO)
01 28 10 38
02 82 25 107
03 46 12 58
o4 i | 34 85
a5 39 07 46
06 50 12 62
07 48 04 52

MEDIA ARITMETICA 49,0 14.7 64.0
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TABELA II-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm® DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DAGERACAO PARENTAL 72 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S. mansoni
DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NGMERO ABSOLUTO)

01 295 15 310
02 78 11 81

03 152 52 204
04 97 26 123
05 82 14 9%
06 48 14 62
07 113 21 134
MEDIA ARITMETICA 122.0 21.7 144.2

TABELA 12- NUMERO DE AMK,BOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B, tenagophila
DA GERACAO PARENTAL 96 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE 8. mansoni
DA LINHAGEM  SL

MOLUSCO AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCIT 0S NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
o1 45 30 75
02 51 34 85
03 70 11 31
04 109 14 123
a5 46 20 66
06 112 21 133
07 100 28 128

MEDIA ARITMETICA 76.1 22.5 98.0
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TABELA 13-NUMERO DE AMEBOCITOSEM 0,1 mm* DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAOF, NAO EXPOSTA AO S, mansoni DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCO  AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAOQ ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
61 123 39 164
02 100 24 132
03 113 3 144
64 33 27 119
05 164 21 183
86 85 15 100
07 114 13 127
MEDIA ARITMETICA 113.1 24.2 1374

TABELA 14-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B, tenagophila
DA GERACAO F, 10 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE §. mansoni
DA LINHAGEM  SJ.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 99 i " 170
02 160 41 201
03 166 33 199
o4 154 27 181
05 125 23 148
06 116 30 146
07 215 17 232

MEDIA ARITMETICA 147.8 34.5 182.4




28

TABELA 15-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. {enagophila
DA GERACAO F, 18 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S. mansoni
DA LINHAGEM  SI

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)

01 159 22 181
02 59 42 101
03 97 15 112
04 63 6 69
05 90 25 115
06 105 15 15
07 109 16 125
MEDIA ARITMETICA 97.4 20.1 164.6

TABELA 16-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO ¥, 24 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE 'S. mansoni
DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)

01 69 38 167
02 108 16 124
03 160 21 181
04 113 20 133
05 44 17 61

06 114 19 133
07 89 25 114

MEDIA ARITMETICA 99.5 22.2 121.8
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TABELA 17~N{}MERO DE AMEB{)CITOS EM 0.1 mm® DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAOF, 48 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S, manseni
DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NOMERQ ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)

L 93 27 120
0z 127 35 162
03 119 43 162
04 129 2 150
03 111 : 21 132
o 188 40 228
&7 95 22 117
MEDIA ARITMETICA 123.0 29.3 153.0

TABELA 18~NUMERO DE AMEBOCiTOS EM 0,1 mm’ E HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO F, 72 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S.
mansoni DA LINHAGEM §J.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUT()
0% 60 34 %4
02 44 17 61
03 52 22 74
04 84 46 130
a5 189 41 230
06 60 44 104
07 120 37 157

MEDIA ARITMETICA 87.0 34.4 121.4
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TABELA 19~NUM¥IRO bDE AMEBGCITOS EM 6,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAOF, 96 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S mansoni
DA LINHAGEM 5J.

MOLUSCOS AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAQ ESTRELADOS  TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)

01 164 31 195
02 75 2 (1}
03 133 23 156
04 58 9 67
05 123 35 158
06 104 ) 19 123
07 61 17 78
MEDIA ARITMETICA 102.3 22.8 125.4

TABELA 20-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B, tenagophila
DA GERACAQ F, NAO EXPOSTA AO §. mansoni_ DA LINHAGEM SJ (GRUPO
CONTROLE),

MOLUSCO AMEBOCIT OS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 94 39 133
02 72 16 88
a3 36 25 61
04 33 05 38
05 28 17 46
06 74 27 97
07 64 16 80

MEDIA ARITMETICA 57 21 78
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TABELA 2}~NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,0 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO F, 10 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S,
mansoni DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCO AMEBOCiTOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NOMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTOQ)
01 329 14 343
1 109 4 113
03 155 11 166
04 83 4 89
03 107 7 114
06 87 13 100
07 131 7 138
MEDIA ARITMETICA 143 9 152

TABELA 22-NUMERO DE AMEBOCITOS EM #,1 mm® DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAO F, 18 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S,
mansoni DA LINHAGEM 8J,

MOLUSCO AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 90 11 101
02 43 16 61
03 20 7 33
04 152 27 17
03 174 17 191
66 9% 10 100
a7 142 13 155

MEDIA ARITMETICA 102.0 15.0 1170
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TABELA 23-NUMERO DE AMEBQCIT()S EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophila
DA GERACAOF, 24 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DBE S, mansoni
DA LINHAGEM S§J.

MOLUSCO AMEKGCYI‘OS ESTRELADOS AMEB@CIT OS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTOQ)
01 79 41 120
02 57 25 82
03 90 11 111
04 124 29 153
05 84 19 103
06 60 18 78
07 97 9 *105
MEDIA ARITMETICA 85.0 22,0 107.0

TABELA M—NUMERQ DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tcnggog!n]
DA GERACAO F, 48 HORAS APOS EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE 5. mansoni
DA LINHAGEM B8J,

MOLUSCO  AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NOMERO ABSOLUTO) (NOMERO ABSOLUTO)
01 38 8 46
02 114 26 : 128
03 57 18 65
04 25 36 31
03 180 20 190
06 110 20 130
07 160 8 168

MEDIA ARITMETICA 98.0 1.1 109.0
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TABELA 25-NUMERO DE AH[EBUCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. tenagophi
DA GERACAO F, 72 HORAS APOS A EXPOSICAO A 10 MIRACIDIOS DE S.
mansoni DA LINHAGEM SJ1.

MOLUSCO  AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 200 13 213
02 254 15 269
03 120 12 132
04 114 20 134
05 156 37 193
06 145 14 159
07 210 18 228
MEDIA ARITMETICA 171.0 C 180 189.0

TABELA 26-NUMERO DE AMEBOCITOS EM 0,1 mm’ DE HEMOLINFA DE B. t enagophila
DA GERACAQ F, 9% HORAS APOS A EXPDSICJ&G A 10 MIRACIDIOS DE §. _mansoni
DA LINHAGEM SJ.

MOLUSCO AMEBOCITOS ESTRELADOS AMEBOCITOS NAO ESTRELADOS TOTAL

(NUMERO ABSOLUTO) (NUMERO ABSOLUTO)
01 48 4 52
02 127 5 132
03 185 3 188
04 144 13 157
05 91 10 101
06 81 5 86
07 141 7 148

MEDIA ARITMETICA 117.0 7.0 124.0
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TABELA 27- INDICES DE FAGOCITOSE FRENTE A HEMACIAS DE CARNEIRO,
APRESENTADOS POR GRANULGCITOS DE MOLUSCOS DAS GERACOES P, F1 E ¥2.

PERIODO GERACAO PARENTAL GERACAO GERACAOQ
( HORAS) (%) (%) K1 (% )R
0 38.8 20,0 33.3
10 28.8 52.5 35.6
18 18.7 31.0 19.0
24 21.3 34.0 324
48 30.1 25.5 47.0
72 46.2 24.0 25.0
96 33.9 31.2 35.1
MEDIA

ARITIMETICA 31.1 32.4 324




35

TABELA 28- CLASSIFICACAO DOS ESPOROCISTOS PRIMARIOS E DAS REACOES
AMEBOCITARIAS OBSERVADAS EM CORTES HISTOLOGICOS DE MOLUSCOS DAS

GERACOES PARENTAL, F, ¢ F,.

GERACAO PERIODO NUMERODE  REACAO ) CARACTERISTICA
( HORAS) MOLUSCOS AMEBOCITARIA ( AD- CD- NE)

P 10 2 NAO OBSERVADO NE

P 18 2 “ NE

P 24 2 “ NE

P 48 2 “ NE

P 72 2 “ Cp

P 9% 2 “ AD

F1 10 2 At CD

F1 18 2 NAO OBSERVADO NE

F1 24 2 -+ (0)))

F1 48 2 NAO OBSERVADO AD

F1 72 2 “ NE

F1 96 2 “ AD

| ) 10 2 NAO OBSERVADO NE

¥2 18 2 “ “

2 24 2 “ “

F2 48 2 “ “

F2 72 2 “ AD
F2 96 2 “ NE

*CARACTERISTICA DOS ESPOROCISTOS

AD- ACELULAR -DEGENERADO - CELULAR DEGENERADO  NE- NAO ENCONTRADO

*REACAQ AMEBOCITARIA- ++ BRANDA

++++- FORTE
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Figura 2- Fotomicrografia de granulocito e hialindcito de B.
tenagophila , observados em microscopia de fase, 500 X.

A- Amebécito H- Hialinécito
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e Amebocitos estrelados s fnebocitos néo estrelados “Total

Fig. 4 - Numero de amebdcitos na circulagdo lacunar de B. fenagophila da geragio
Parental nos tempos 0 hora (grupo controle), 10, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apés
exposi¢do a 10 miracidios de Schistosoma mansoni da linhagem SJ.

200 -
180 -
160 4
140 4
120 - '
100 __-—/\/
80 -

60 -

NGmero de Amebdécitosf0,1 mm3

40 -

0 T T T T Y d

0 10 18 24 48 72 96
Horas apés Exposigéo

} smnn AmebGcitos estrelados == Amebécitos néo estrelados Total |

Fig. 5- Nuamero de amebocitos na circulagdo lacunar de B. fenagophila da geragio F1
nos tempos 0 hora (grupo controle), 10, 18, 48, 72 e 96 horas apés exposicdo a 10
miracidios de Schistosoma mansoni da linhagem SJ.
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Fig. 6 - Numero de amebdcitos na circulagdo lacunar de B. renagophila da geragio F2

nos tempos 0 hora (grupo controle), 10, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apds exposigdo a 10

miracidios de Schistosoma mansoni da linhagem SJ.
200 -
180 -
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140 4
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80
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Horas ap6s Exposigio
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Fig. 7 - Numero de amebdcitos totais na circulagdo lacunar de B. fenagophila das
geragOes Parental, F1 e F2 nos tempos 0 hora (grupo controle), 10, 18, 24, 48, 72 ¢ 96
horas apos exposigdo a 10 miracidios de Schistosoma mansoni da linhagem SJ.
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ATIVIDADE 60
FAGOCITARIA

(%)

0 10 18 24 48
HORAS APOS EXPOSIGAO

72 96
EIPARENTAL
BF1

OF2

FIG- 10- Atividade Fagocitaria dos amebdcitos da hemolinfa circulante frente
a hemacias formolizadas de cameiro das geragdes Parental F1 ¢ F2.



Fig. 11- Esporocisto primario , 96 horas ap6s infecgfio
corado pelo Tricomico de Gomori. Geragdo F{, 1000 X.
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Fig. 12 - Esporocisto primario, 10 horas apds infec¢do
corado pelo Tricomico de Gomori. Geragdo F;, 100 X.



Fig. 13 - Esporocisto primario 10 horas ap6s infecgéo
mostrando reagdo amebocitaria, Geragdo F ; , 400 X.
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Fig. 14 - Esporocisto primario 24 horas ap6s infec¢do corado
pelo Tricomico de Gomori mostrando céapsula tipo II. Geragéo
F1,400 X.
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Fig. 15- Presenga de 2 esporocistos , 24 horas apos
infecgdo. Geragido F 1, 400 X.
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Fig. 16 - Esporocisto primario 72 horas ap6s infecgio corado
pelo Tricomico de Gomori. geragdo F 2, 1000 X.
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5- DISCUSSAQ E CONCLUSOES.

Modificagdes no grau de susceptibilidade de populagdes de moluscos vetores
do Schistosoma mansoni tém sido obtidas através da selegio dos moluscos por
autofecundacio de progenies suscetiveis ou por cruzamento de populagdes suscetiveis e
resistentes ( NEWTON, 1953; RICHARDS & MERRIT,1972 ; SANTANA ef al 1978,
ZANOTTI- MAGALHAES ef al 1991; MASCARA, 1995),

Utilizando o método de seleg@o de moluscos preconizado por SANTANA er
al ( 1978 ), nos propuzemos a estudar a populagéio de Biomphalaria tenagophila originada

de progenies selecionadas para o carater resisténcia ao Schistosoma mansoni da linhagem

SJ. Tal investigagdo visou complementar as informagdes sobre 0s mecanismos envolvidos na
susceptibilidade/resisténcia do hospedeiro invertebrado frente ao trematddeo.

Nossos resultados sobre a suscetibilidade a infecgfio dos moluscos
selecionados para o carater resisténcia nfio mostraram taxas significativamente diferentes nas
varias progenies obtidas. Teria a B. tenagophila de Sio José dos Campos um limite de
resisténcia a infecgdo pela respectiva linhagem simpatrica do S. mansoni?

Varios autores, evidenciaram uma forte resisténcia da B.fenagophila
infec¢io esquistossomdtica ( LUTZ, 1918, MOURA, 1945; COUTINHO, 1949, MOURA,
1952; RUIZ, 1952; DEANE ef al, 1953, ANTUNES, 1953; CORREA et al, 1956,
ANDRADE & MARTINS, 1956; PARAENSE & DESLANDES, 1956; MARTINS, 1957,
CODA et al, 1959; PIZA et al, 1959; PIZA ef al, 1960; CORREA et al, 1962 ). Apesar
dessa caracteristica, B. temagophila constitui o principal vetor do S, mansoni em varios
Estados, sobretudo no Estado de Sio Paulo. Trabalhos de COUTINHO ( 1956 ), RUIZ

(1957 y e COELHO ( 1957 ¢ 1962 ) confirmaram em laboratério a resisténcia dessa espécie
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a infecgio esquistossomotica. PARAENSE & CORREA ( 1963 ) ao investigarem a

susceptibilidade de B. tenagophila procedente do Vale do Rio Paraiba do Sul, exposta a
linhagem simpatrica do trematodeo verificaram taxas de infecgfio que variaram de 65,8% a
100%, dependendo do nimero de miracidios utilizados para infecgio dos moluscos. Para os
autores, a taxa de infecgo dos moluscos seria dependente de uma adaptagio fisiologica
entre o parasita ¢ o hospedeiro.

SANTANA et al ( 1978 ) verificaram uma estreita relagio entre a
suscetibilidade de populagdes de moluscos selecionados e a mortalidade dos mesmos,

confirmando observagbes de SCHREIDER & SCHUBERT, ( 1949 ); PARAENSE &

SANTOS (1949 ) e PAN ( 1965 ) de que moluscos parasitados por trematodeos
apresentam menor espectincia de vida. Nossos resultados referentes a sobrevivéncia dos
caramujos selecionados para o caréter resisténcia confirmaram as observacdes citadas na
literatura. Moluscos da geragiio parental, apresentaram menor sobrevivéncia, conforme
demonstrado nos grificos apresentados no Apéndice Estatistico. Na geragio F; a
mortalidade foi alta a partir da 9°. semana de infecgfio. Nestes moluscos observamos a
presenga de fungos, na concha dos moluscos. Aventamos a hipétese deste fato poder ter
uma relagiio com a maior mortalidade nesta geragiio de moluscos (F 3 ) neste periodo.
Observa-se pelas curvas de sobrevivéncia dos moluscos de i:odas as geragoes
testadas , apresentados no apéndice estatistico, que a morte ocorreu principalmente, a partir
da 5°. semana, no periodo em que ocorreu a eliminagio de cercarias. A presenca de larvas
em 6rgdos vitais dos moluscos e o mecanismo de migragio das cercirias podem ter

provocado a morte dos moluscos, acentuadamente na geragiio parental. Com maior carga
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parasitiria na geragio Parental estes danos seriam maiores e teriam provocado maior

nimero de mortes.

O processo de selegdo de B. tenagophila para o caréter resisténcia conferiu
maior sobrevivéncia dos moluscos expostos ao S. mansoni, indicando ter sido a infecgiio
esquistossomotica mais branda e menos prejudicial nos moluscos das geracdes Fy, F, e Fs,

O mecanismo de defesa dos moluscos é atribuido a células denominadas
hemocitos (amebocitos), que além da fungio na imunidade desempenha papel importante na
excregdo e nutrigio e no transporte de calcio, durante o reparo da concha ( SMINIA, 1974,
SETA,1996 }. Na resposta de defesa os hemocitos fazem a encapsulagiio do material nio-
proprio, evoluindo para fagocitose, produgdo de superdxidos, a producio de enzimas
lisossomais ¢ culminando com a eliminagdo do ndo-préprio.

RICHARDS ( 1975 ) reportou uma intensa atividade no 6rgdo produtor de
amebocitos (APO), localizado entre o pericardio e o epitélio posterior da cavidade do
manto, com a formagdo de um acimulo de amebocitos. Estudos posteriores ( LO VERDE,
1982; RICHARDS, 1975 } mostraram que somente os moluscos resistentes ao S. mansoni
exibiam este acimulo, sugerindo a importincia desse fato, no mecanismo de defesa do
molusco. LO VERDE & RICHARDS ( 1982 ) demonstraram que granulocitos e
hialinocitos acumulavam-se no tecido cardiaco de B. glabrata, verificando-se atividade de
fagocitose em ambas as células e pela primeira vez nos hialindcitos. Neste tiltimo tipo de
célula foi possivel a visualizagio de lisossomas, embora em menor nimero do que nos
granuldcitos.

Nossos resultados indicaram maior nimero de granulocitos nas geragdes F)

¢ F» quando comparado com moluscos da geragdio parental. Desde que os granuldcitos
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desempenham um papel importante no mecanismo de defesa, ¢ de se esperar que moluscos

mais resistentes & infecgfio esquistossomoética devam apresentar maior namero destas células
na hemolinfa ¢ nos tecidos. Durante o processo de selegio de B. fenagophila para o carater
resisténcia houve o aumento do nimero de granulocitos e hialindcitos, conferindo com os
dados da literatura. Este fato parece indicar a atividade do APO em decorréncia da mnfecgdo
esquistossomotica. Trabalhos anteriores em que foram estudados os nimeros de
granulocitos e hialinocitos verificaram-se aumentos precoces de granulécitos em B.
tenagophila exposta ao S. mansoni ( REIS et al, 1995, SETA ef al, 1996). SANTANA

(1990 ) verificou em populagdes de B. glabrata e B. tenagophila selecionadas para o

carater susceptibilidade um aumento significativo de amebdcitos circulantes 24 horas apés a
exposi¢Bo ao 8. mansoni. Nossos resultados referentes a cinética do amebocitos na
circulagio apés a infecgdo esquistossomotica, mostraram que os hialinocitos, aumentaram
significativamente com o perfodo de infecgfio nas geragdes F; ¢ F,. ALLEGRETI ( 1991)
verificou um aumento imediato de hialinocitos entre 0-12 horas apés a infecgio de B,
glabrata com S. mansoni. O conjunto dessas informagbes pode direcionar para a existéncia
de uma célula primordial (hialindcito) que apés a estimulacio através da infecgiio parasitaria
se transformaria em granulocito, com intensa atividade fagocitaria.

A fagocitose em moluscos constitui processo importante na eliminago do
agente estranho. STAUBER ( 1950, 1961 ) verificou a fagocitose como resposta
imunologica em ostras. Posteriormente, TRIPP ( 1966 ) descobriu uma hemaglutinina em
Crassostrea virginica, que atuava como opsonina, acelerando o processo de fagocitose por
hemécitos. O processo inicia-se pela migragiio dos amebdcitos para os tecidos, circundando

0 corpo estranho com uma resposta aparentemente granulomatosa ( PAN,1965 ). Estudos
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histopatologicos em B. tenagophila e B. glabrata experimentalmente infectadas por

trematodeos demonstraram a interacio entre amebocitos e estagios larvais dos parasitas
(COELHO, 1962; PAN, 1965; HARRIS & CHENG, 1975 ). Estudos in vifro, utilizando
preparagdes de amebocitos em monocamadas e variagdes do pH, temperatura, tempo de
incubagdo foram bem definidos por ABDUL-SALAM & MICHELSON ( 1980 ). Muitos
outros pesquisadores estudaram o comportamento e morfologia dos amebécitos isolados da
hemolinfa de moluscos, confirmando a capacidade fagocitaria destas células pelo
englobamento ou encapsulagio do corpo estranho ( SMINIA,1974,1981; HARRIS &

CHENG, 1975; COOPER, 1976, REWRANTZ, 1981 )

Em nosso trabalho a atividade fagocitaria foi utilizada empregando
monocamadas de granulocitos testados frente a hemaceas formolizadas de carneiro. No
processo de seleclio de B. tenagophila para o carater resisténcia 3 infecgdo por S. mansoni,
nfo detectamos pela metodologia adotada alteragio na capacidade fagocitaria dos
amebdcitos nas diferentes geragbes ( parental, F; ¢ F» ). O mecanismo de defesa celular
pode envolver outras varidveis que participam do processo de fagocitose.

SANTANA ( 1990 } verificou uma redugdo significativa no indice de
fagocitose dos granulécitos de B. glabrata mais susceptiveis.

ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980 b) estudando a atividade de
fagocitose in vitro dos granulécitos de B. glabrata pertencente a populagiio susceptivel ao
S. mansoni da linhagem NIH, nfo observaram diferenca significativa nos indices de
fagocitose nos periodos de 24 horas e 2 semanas pos-infecgio, quando comparados com os

indices apresentados por moluscos normais.
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Nossos resultados concordam com os dados da literatura {( SANTANA,

1990} para populagbes de B. femagophila. Para esta espécie nio foi evidenciada uma
alteragdo na atividade fagocitaria dos granuldcitos durante o desenvolvimento do parasita
intramolusco.

Fatores humorais presentes na hemolinfa atuando como opsoninas
(ANDERSON, 1976, FINSTAD, 1974; SMINIA & BAREDSEN, 1980 ) promovem a
atuaclio dos granulécitos durante o processo de fagocitose.

O grau de resisténcia dos moluscos pode ser indicado pela velocidade com
que os amebdcitos encapsulam as larvas de digenéticos. Modelos experimentais da reacdo de
encapsulagio foram estudados indicando que nos moluscos fortemente resistentes o
encapsulamento ocorre em 24 horas (fast reacting) sendo mortos e fagocitados. Uma forte
resposta quimiotixica dos amebocitos do hospedeiro para o parasita é observada nestas
circunstincias ( LIE, 1980 ). Nas reacdes mais lentas (slow reacting) o mecanismo de
encapsulagio do parasita € suprimido e 0s esporocistos morrem em 1 a 2 semanas. Podemos
considerar que em nossa populagio de molusco, o processo de encapsulacio e morte das
larvas de S. mansoni realizou-se rapidamente (fast-reacting), uma vez que 24 horas apos a
infecgdio 0s esporocistos se encontraravam degenerados, envolvidos por uma forte reagdo
amebocitéria ( Figuras 14 e 15).

GUARALDO ef al (1981 ) estudando as reagOes teciduais em B. glabrata e
B. tenagophila expostas ao §. mansoni verificaram intensa reagfio amebocitiria em torno
das larvas em B. tenagophila, com a maior parte dos esporocistos degenerados, enguanto
em B. glabrata as reagdes foram mais brandas e predominavam esporocistos integros. Estas

observacGes em B. fenagophila do Vale do Rio Paraiba exposta ao S. mansoni da linhagem
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SJ confirmaram os resultados obtidos por COELHO ( 1962 ) para esta espécie de molusco.

Em concordancia, ndo verificamos a presenga de esporocistos integros nos tecidos de B
tenagophila selecionados para o carater resisténcia.

LIE efal (1980 ) descreveram reag3es tissulares induzidas por S. mansoni
em B. glabrata exposta previamente a miracidios de Echinostoma paraensei, observando
esporocistos de 5. mansoni degenerados e sem reagdo amebocitaria ou com niimero
reduzido dessas células junto aos esporocistos. Observagio semelhante foi feita por BALAN
et al (1993 ) em superinfecgdes em B. tenagophila. Os autores acima sugerem que a morte

dos esporocistos de S. mansoni se deveu a agiio de fatores humorais.

Em sintese, podemos concluir que o processo de selegio de B. tenagophila
para o carater resisténcia ao S. mansoni da linhagem SJ se manifestou através do aumento
do numero de amebocitos na hemolinfa dos moluscos. Em consequéncia disso, a sobrevida
dos moluscos aumentou através das geragdes, observando-se nos técidos larvas do

trematddeo degeneradas.
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TABELA 29- ANALISE ESTATISTICA REFERENTE A TAXA DE INFECCAQO DOS MOLUSCOS

STATISTICA GL VALOR PROBABILIDADE
Qui-guadrado 3 1.452 4.693
“ 3 1.481 0.687

TABELA 30- ANALISE ESTATISTICA REFERENTE A MORTALIDADE DOS MOLUSCOS,

Teste Qui-gquadrado GL Qui- quadrado (P >)
LOG-RANK 45,0689 3 0,6001
WILCOXON 45,0775 3 $.0001
-2 LOG(LR) 36.3075 3 $.0001

TABELA 31- ANALISE ESTATISTICA REFERENTE AQO NUMERO DE GRANULOCITOS
NOS MOLUSCOS DAS GERACOES P,F1 E F2.

Fonte GL Sema dos quadrados Quadradoes médios Valor de F P>F
TFipo I

PERIODO 1 8752.44475152 8752.4447515252 3.80 0.0532

GERACAO 2 49842.66524612 2492133262306 10.83 0.6601

PERIODO* 2 18281.50187615 9140.75093507 3.97 0.4210

GERACAO
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TABELA 32- ANALISE ESTATISTICA REFERENTE AO NUMERO DE HIALINOCITOS NOS

MOLUSCOS DAS GERACOES P, F1E F2.

Fonte DF Soma dos quadrades Quadrados médios Valor de F P>F
Tipo 1H §8

PERIODO 1 1303.82936691 1303.82936691 5.87 0.0167

GERACAO 2 458453571863 2292267835931 10.32 0.0001

PERiOl)_O* 2 18281.50187615 9140.75093507 397 0.6210

GERACAO

TABELA 33-- ANALISE ESTATISTICA REFERENTE AQ INDICE DE FAGOCITOSE.

Fonte GL Soma dos quadrados  Quadrados médios Valorde F P
>F Tipo IH 88

PERIODO 1 1.22638474 1.22638474 0.01 0.9091
GERACAO 2 146.22395776 73.11197888 0.80 0.4657
PERIODO* 2 192.42477953 96.21238976 1.06 0.3714

GERACAQ
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Total 290 115 175 20,3448
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Log (~Log {Survival Function)} Estimates
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FIG - 19 Legend for Strata Symbols
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