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RESUMO

Os corticosterdides, hormbnios do cortex da supra-renal com formacgéo
esterGide ou composto qualquer que possua atividades similares, tem como exemplo
principal a hidrocortisona (cortisol), que nos mamiferos apresenta efeito anti-inflamatorio e
imunossupressivo, atuando principalmente sobre as células de defesa. E por isso usada em
casos de infeccdo e alergia, inibindo melhor a resposta primaria do que secundaria.

Os moluscos apresentam sistema de defesa interno constituido por
mecanismo de origem celular ¢ humoral. Os amebdcitos, células de defesa, podem ser de
dois tipos: hialinocito e granuldcito, sendo o segundo semelhante aos macrofagos dos
mamiferos € responsaveis pela atividade fagocitéria.

Com o objetivo de verificar a aciio da hidrocortisona sobre os componentes
da hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectada com miracidios de Schistosoma mansoni
da linhagem BH e sua influéncia no desenvolvimento do trematédeo em seu hospedeiro
intermediario, realizamos varios experimentos: verificacio da sobrevivéncia dos moluscos,
taxa de infec¢@io, numero de cercarias liberadas, verificacio da reacdo amebocitaria em
torno dos esporocistos. Os resultados mostraram que os moluscos tratados com
hidrocortisona  apresentaram menor quantidade de amebécitos circulantes na hemolinfa,
maior suscetibilidade a infec¢do, precocidade na liberagio de cercarias, liberagdo de
cercarias em maior numero, predomindncia de esporocistos vidveis sem reacdo
amebocitaria ao seu redor, precocidade no aparecimento dos esporocistos secundarios. Tais
dados, compativeis entre si, sugerem atuagfio da hidrocortisona sobre o sistema de defesa
interno dos moluscos Biomphalaria glabrata de modo semelhante a0 que ocorre no ser
humano, ou seja, causando imunossupressfo. Tal atuacio facilitaria o desenvolvimento do

Schistosoma mansoni em seu hospedeiro intermediario.



INTRODUCAQ

Dentre os corticdides, hormonios do coértex da supra-renal ou
qualquer outro composto natural ou sintético que possua atividade similar, realgamos
aqueles que apresentam formacgfo esterdide, os chamados corticosterdides, possuidores de
21 carbonos ¢ derivados do metabolismo do colesterol. Os corticosterdides, em geral,
possuem efeitos anti-inflamatérios e imunossupressivos, sendo amplamente usados em
doses terapéuticas para reduzir a resposta inflamatoria observada nas infecgdes, nos estados
alérgicos € no choque anafilatico. As atividades imunosupressiva e anti-inflamatéria dos
corticosterdides podem ser agrupadas convenientemente em trés categorias gerais; o efeito
dessas drogas na circulagio de leucdceitos, sua habilidade para alterar funcdes celulares
especificas e varias outras atividades anti~inflamatorias (STITES et al, 1997).Em geral, os
corticdides inibem a sensibilizagdio ou resposta priméaria melhor do que as tardias ou
anamnésticas (HARPER, 1977; EISEN, 1979).

Esterdides  cristalinos, como cortisona, corticosterona e
hidrocortisona {cortisol) quando em altas concentragdes, Teduzem as reacdes celulares de
protegdo e, em particular, retardam a migra¢io de polimorfonucleares para as éareas
traumatizadas, impedindo a vaso dilatagdo e consequente aumento da permeabilidade
vascular (HARPER, 1977, FERRI et al., 1977). Inibem a mobilizagio de macrofagos e sua
habilidade de penetrar nas areas de inflamagiio. Este efeito pode ser atribuido a
modificagdes na membrana dos macrofagos e na permeabilidade dos pequenos vasos.

Segundo FERRI ef al (1977) as membranas lisossémicas de polimorfonucleares



tornam-se “estabilizadas” pela acdo dos corticosterdides, postulando ser este o mecanismo
pelo qual os esterdides inibem a inflamac¢@o. No homem e em animais de laboratorio as
concentragbes terapéuticas usadas pouco afetaram as membranas lisossémicas dos
polimorfonucleares.

Os glicocorticoides s@o os corticoides conhecidos por exercerem, nos
mamiferos, efeitos sobre o metabolismo dos hidratos de carbono, proteinas e gorduras,
sobre o balan¢o da agua e eletrolitos e nos processos inflamatérios. Entre os efeitos
podemos citar o aumento da gliconeogénese, com acentuado acimulo de glicogénio no
figado. Sobre as proteinas, promove sua quebra e inibe seu anabolismo e sintese,
interferindo na cicatrizagdo de feridas e inibindo a producio de anticorpos (HAYNES,
1962; LANDAU ef al,1962).

A administrag@o de glicocorticoides resulta numa série complexa de
mudangas nas agdes das células envolvidas em reacgtes inflamatorias, podendo levar a
neutrofilia devida a uma diminuigdo da passagem dos neutrofilos para os espacos
perivasculares (neutrofilia por “represamento™). Esse represamento interfere com a entrada
de neutréfilos nos exsudatos, caindo a 10% das cifras normais. Estes fatos explicam, em
parte, a razao pela qual os corticosterdides favorecem a infeccio, apesar de induzir uma
neutrofilia no sangue periférico, a qual resulta apenas no acumulo de neutrdfilos nesse setor
(OLIVEIRA, 1977)

Devido ao seu efeito imunossupressivo, muitas vezes os corticoides
sfo usados com o objetivo de reprimir a formacgio de anticorpos. A acdo primaria dos
esterdides ao deprimir a reagio imune pode ocorrer nos locais de sintese de acido nucleico

e proteinas, nas celulas imunologicamente ativas, suprimindo a sintese de DNA e RNA, as



s

mitoses e alterando os precursores intracelulares do DNA (HARPER, 1977; FERRI et al,
1977). Possuem efeito linfocitolitico. Estudos, pesquisas clinicas tem muitas vezes sido
confusos, por uma fatha para reconhecer que linfocitos de diferentes espécies animais
variam em sua suscetibilidade a lise induzida por esterbides. Em camundongos, ratos e
coelhos, tais hormdnios causam extensiva destruicdo linfoide. Por outro lado, linfocitos
normais de cobaias, macacos e seres humanos sdo altamente resistentes a linfolise induzida
por esteroides, sendo que os linfécitos T, in vifro, sdo os mais resistentes a acdo dessas
drogas. Essas drogas efetivamente “matam” células de leucemia linfoblastica aguda e sdo
moderadamente citotoxicas a células neoplasticas B em leucemia linfocitica crénica e
linfomas (STITES ef al, 1997). As pequenas células T sobreviventes parecem ser
extraordinariamente ativas em algumas reagdes, por exemplo, na reagio ENXERTO X
HOSPEDEIRO e talvez mesmo na cooperagio com células B na indugdo da formacio de
anticorpos (FERRI e a/, 1977, EISEN,1979).

O efeito da redugio da recirculagio de linfocitos (em camundongos
as células T imunocompetentes ficam sequestradas na medula 6ssea) poderia explicar a
linfocitopenia que ocorre em seres humanos quando tratados com esterdides. Tais drogas
possuem ainda surpreendente efeito sobre os eosinéfilos (FERRI et al, 1977).

A descoberta dos corticosteréides foi o maior avango no tratamento
de doencas inflamatérias. Desde o primeiro uso bem sucedido de hidrocortisona (cortisol)
em 1948, o principal glicocorticdide da supra-renal (cortex-adrenal), para controle de
manifestagbes clinicas de artrite reumatéide, varios compostos com atividade
glicocorticoide tem sido sintetizados ¢ s@o atualmente terapia padronizada de muitas

imunologicas e ndo imunolégicas doengas inflamatorias (STITES, e al., 1997).



No processo inflamatério, a hidrocortisona é capaz de inibir o
deposito de fibrina, a dilatagio capilar, a migragio de células fagocitarias, bem como as
manifestagdes tardias do processo inflamatdrio, como a proliferagio capilar e de
fibroblastos, o depdsito de colageno e a cicatrizacio (HARPER, 1977, EISEN, 1979).

Os corticosteroides sdo muito mais eficazes em bloquear as respostas
primarias do que as secundarias: ou as células de memoria sdo mais resistentes do que as
células sensiveis ao antigeno ou entio o numero aumentado de células aptas & resposta
eleva a probabilidade de que algumas delas iniciem a formagiio de anticorpos antes de
serem bloqueadas. Apesar disso, se administrados imediatamente antes do antigeno os
corticosteroides inibem a formagio de anticorpos em algumas espécies (ratos,
camundongos, coelhos). Nas doses clinicas usadas, porém, ndo tem sido observada uma
supressdo significativa no homem, ou seja, no ser humano mesmo podendo tais drogas
diminuir os niveis de auto anticorpos, n3o inibem a produgio de anticorpos para antigenos

De acordo com VAN DER KNAAP & LOKER (1990), o sistema
usado pelos caramujos para combater organismos invasores é chamado Sistema de Defesa
Interno, nomenclatura mais correta que Sistema Imune, devido a falta de linfécitos,
imunoglobulinas e respostas de aparéncia clinica a antigenos especificos. Tal sistema é
composto de células que diferem das que compdem tal sistema nos vertebrados.
RATCLIFFE (1985) assinalou o papel dos mecanismos de defesa celular e humoral
presentes nos moluscos. Os moluscos, assim como outros invertebrados, possuem células
ameboides que participam das respostas de defesa interna do hospedeiro. Essa célula
representam a principal arma de defesa interna desses animais (SHIFF, 1994; SIMA &

VETVICKA, 1990). Em gastropodes a resposta celular foi demonstrada por



SMINIA(1972), CHENG & RIFKI (1970), TRIPP (1970), MICHELSON (1975) ,
ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980a, 1980b). As mais importantes dessas células
nos gastropodos levam o nome de AMEBOCITOS (PAN, 1958) ou HEMOCITOS. Séo
células que se assemetham aos macrofagos de mamiferos, circulando livremente na
hemolinfa desses animais; e como os moluscos possuem sistema vascular aberto, os
amebdcitos também movimentam-se liviemente para e pelos tecidos (LOKER & BAYNE,
1986, SMINTA & VAN DER KNAAP. 1986; LIE et af, 1987, VAN DER KNAAP &
LOKER, 1990).

Basicamente dois tipos de amebocitos sdo descritos na hemolinfa:
GRANULOCITOS responsaveis pela atividade fagocitaria e enzimatica nos mecanismos de
defesa que perfazem 90% do total das células encontradas na hemolinfa, apresentando
forma levemente circular (7 a 8um de dimetro) e pequenos pseudopodos (CHENG &
GARRABRANT, 1977; LIE ef al, 1987, OTTAVIAN & FRANCHINI, 1988). Os granulos
citoplasmaticos, produtores de enzimas, existentes nos granulocitos sdo tidos como
verdadeiros lisossomos (CHENG & GARRABRANT, 1977, CHENG & BUTLER, 1979).
A outra sub-populagio (10% dos amebocitos) € constituida dos chamados
HIALINOCITOS, esféricos, de menor tamanho, variando de 4 a 8 um de difimetro, com
citoplasma brilhante, nfio apresentam emisséio de pseudopodos, quando em contacto com
superficies de vidro. O papel de defesa dos hialindcitos ¢ ainda desconhecido, existindo
evidéncias de que estas células reagem contra antigenos soliveis (CHENG &

GARRABRANT, 1977). Nao existem evidéncias concretas de que ocorram apenas duas



ou mais populagdes de amebocitos circulantes ou de que uma delas se transforme na outra
(SETA et al, 1996). Alguns autores consideram as duas categorias de amebécitos como
tipos de células distintos, enquanto outros acreditam que elas representam diferentes
estagios de desenvolvimento em uma mesma linhagem de células (SMINIA, 1972;
SMINIA & VAN DER KNAAP, 1986, SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987; LIE ef al,
1987, SANTANA et al, 1985). Os resultados obtidos nos experimentos de SETA ef ol
(1996) sugerem essa possibilidade. PAN (1996), de acordo com suas observacdes
anteriores (1965), sugeriu que os hialinécitos de Biomphalaria glabrata podem, sob devida
estimulagiio, transformar-se em granuldcitos. Segundo ele, os amebocitos encontrados
livres, vagando pelo organismo do molusco, correspondem aos GRANULOCITOS,
possuidores de pseudopodia; os amebocitos fixados nos tecidos de tal molusco com
numerosas fibras colagenosas, seriam os HIALINOCITOS.

Os amebocitos presentes na hemolinfa e nos tecidos sio produzidos
em um 6rgdo denominado “Amebocyts Producing Organ” — APO - Orgio Produtor de
Amebécitos (LIE ez al, 1975; SIMA & VETVICKA, 1990). Em Biomphalaria glabrata a
estrutura do APO foi descrita por JEONG er af (1983); localizado na regidio
renopericardica dos planorbideos entre células epiteliais do manto posterior € a camada
epitelial do pericardio, contendo ameboblastos primarios e secundarios, tanto quanto
amebdcitos maduros. As novas células se originaram predominantemente de células
precursoras (ameboblastos), amebdcitos imaturos ou maduros, células epitaliais e
endoteliais ou fibroblastos (MULLER, 1956 ap. RATCLIFFE, 1985). Nesse 6rgdo nunca

foram encontrados parasitos (JOKY ef af, 1985).



As células citadas assumem muitas funcdes, incluindo a defesa
interna do organismo, através de processos de pinocitose, fagocitose, encapsulagio,
formagio de granulomas, coagulagio de hemolinfa e cicatrizagio (WAGGE, 1955;
CHENG & BUTLER, 1979). Sabe-se ainda que os amebdcitos sdo responsaveis pelo
transporte de célcio, visando o reparo tecidual, (RATCLIFFE, 1985; WAGGE, 1951;
WAGGE & MITTLER, 1953), participando também da distribuigio de glicogénio e
gordura (SIMA & VETVICKA, 1990). A fagocitose de material estranho por células da
hemolinfa € um importante aspecto do mecanismo de defesa interna de moluscos bivalvos
(FOLEY & CHENG, 1975) e a mobilidade dos amebdcitos € uma das caracteristicas que
facilita tal processo (ABDUL SALAM & MICHELSON, 1980 a b). A variagio do
comportamento cinético dos amebocitos nos moluscos pode ser influenciada por varios
estimulos, como a presenca de parasitos ou de material estranho (CHENG, 1987, VAN
DER KNAAP er al, 1987; SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987, MOUKASSA &
JOURDANE, 1990; SETA e al., 1996). Junto & fagocitose, os moluscos sio capazes de
imobilizar parasitos através do processo de encapsulagio (MULLER, 1956 ap.
RATCLIFFE, 1985) sendo que a encapsulagio de helmintos ocorre sem a participacio de
hialinécitos (LIE er al., 1987).

As reagdes de encapsulagfo nos moluscos podem ser consideradas
analogas as reagbes granulomatosas no figado de vertebrados para isolar o parasita e
impedir a ocorrencia de danos maiores ao hospedeiro, ajudando a manter a integridade
interna dos tecidos do molusco. Tais reagdes, provavelmente, tem como causa a acio de
produtos toxicos provenientes do parasito (HARRIS, 1975; CARTER & BOGITSH, 1975).

A resposta varia muito de acordo com o grau de compatibilidade entre o hospedeiro e o



parasitc € com a espécie do parasito encapsulado (MULLER, 1956 ap. RATCLIFFE,
1985). FRYER & BAYNE (1990) e BAYNE (1990) verificaram que amebocitos de
moluscos suscetiveis tinham menor capacidade de fagocitar em relacio aos moluscos
resistentes, € os experimentos de SETA er al.(1996) mostraram que quando submetidos a
infecgiio pelo Schistosoma mansoni, moluscos Biomphalaria glabrata, mais suscetiveis
apresentaram aumento imediato de amebocitos circulantes, enquanto que moluscos
Biomphalaria fenagophila, mais resistentes, apresentaram aumento tardio, sugerindo
modifica¢do prévia de tais células para os tecidos. Tais resultados foram confirmados pela
avaliagio histopatologica, mostrando grande incidéncia de reagdes amebocitarias intensas,
ja nos periodos iniciais, em torno dos esporocistos.

O destino de parasitos encapsulados difere de acordo com o tipo de
parasito. Algumas capsulas retornam apés a completa destruigio de seu contelido, e
algumas sdo excretadas através de rupturas da epiderme. Alto nivel de enzimas nas capsulas
poderiam atuar na destruiciio de parasitos, mas algumas vezes ndo resulta em morte. A
larva viavel de Angiostrongylus, por exemplo, tem sido recuperada de Biomphalaria até um
ano ap6s a injecdo inicial (SIMA & VETVICKA, 1990),

Além dos amebodcitos, componentes plasmaticos ndo celulares
parecem tambeém estar envolvidos na resposta dos moluscos quando expostos aos
miracidios (LIE er al, 1980, LOKER et al, 1982, MICHELSON, 1964). CHENG &
YOSHINO (1976), FOLEY & CHENG (1977), BALAN er al. (1993) e REIS (1996)
afirmaram que a destrui¢do dos organismos estranhos pode ocorrer com ou sem a presenca
de células na hemolinfa, sugerindo a participacio de componentes humorais com liberacdo

de substincias ciotdxicas.



Segundo SMINIA & VAN DER KNAAP (1987), amebocitos
produzem substancias que sdio encontradas na hemolinfa, sendo que a secrecdo ¢ liberagio
dessas substancias depende da presenga de material estranho, como por exemplo, parasitos.
Lectinas, algumas enzimas, fatores inibidores de proteases (RENWRANTZ & CHENG,
1977), ativadores de complementos de vertebrados (KOCK & NIELSEN, 1984) ¢
fibronectinas (BRIDE ef al, 1986) parecem participar dos mecanismos de defesa dos
moluscos. As lectinas, com capacidade aglutinante, produzidas por moluscos Biomphalaria
glabrata podem ajudar a elucidar a relagio caramujo-trematodeo, ficando sua atividade
bem evidente em linhagens resistentes ao Schistosoma mansoni, sendo que essa
caracteristica esta ausente em Biomphalaria glabrata suscetivel (FRYER et al., 1989). Os
granulos citoplasmaticos presentes nos granulécitos sio tidos como verdadeiros lisossomos
(CHENG & BUTLER, 1979) e as enzimas lisossomais presentes em tais lisossomos
(CHENG & MOHANDAS, 1985) teriam como fungio a destruicio de material estranho, ou
seja, provocar a morte € lise desse material (SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987). A
liberagéio de tais substdncias ocasionaria a degranula¢do desses amebdcitos, caracteristica
dos processos de fagocitose (FOLEY & CHENG, 1977, CHENG, 1975; CHENG &
AULD, 1977). Segundo CHENG (1983 a .b) apés o reconhecimento do material estranho
inicia-se a sintese de enzimas lisossomais; os lisossomos migram a superficie celular ¢ a
seguir se da a extrusdo dos grianulos. Para LOKER & BAYNE (1982) entretanto, a
habilidade dos moluscos em destruir os esporocistos pode ser atribuida mais aos
amebocitos (processo de defesa celular) do que aos componentes plasmaticos ndo celulares.
Outros experimentos (BAYNE et al., 1980) mostraram que os esporocistos em contato com

o plasma de caramujos resistentes e suscetiveis permaneceram vivos enquanto os
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amebocitos estavam ausentes. ALLEGRETTI (1994) também verificou que os fatores
humorais sozinhos sdo incapazes de determinar a eliminagdo do parasito. Pode-se, assim,
evidenciar a dependéncia existente entre os mecanismos de defesa celular e humoral.

Foi notado por REIS e al (1995) que a maior resisténcia dos
moluscos a infecglo por Schistosoma mansoni resultou sempre em maior destruigio dos
esporocistos, quer por mecanismos predominantemente celular ou humoral; notou ainda
que a reagido amebocitaria pareceu ser fator importante no sucesso do combate & infecgio.
No caso de Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni discute-se a
possibilidade de que as reagdes de defesa sejam direcionadas as placas ciliadas perdidas
pelos miracidios imediatamente apés a penetragio no molusco, ¢ niio propriamente ao
parasito em desenvolvimento no esporocisto-mée (esporocisto primario). Niio se sabe ainda
se os fatores humorais, que interferem na ativagdo e supressido do mecanismo de defesa, sdo
derivados do parasito ou do molusco (SETA ez af., 1996).

Biomphalaria glabrata ¢é espécie vetora por exceléncia, tanto na
América Central como na América do Sul, sendo abundantemente encontrada no Brasil. Os
experimentos de ZANOTTI-MAGALHAES ef al. (1997) confirmam a exceléncia de vetor
atribuida a Biomphalaria glabrata de Belo Horizonte. Segundo FILES & CRAM (1949),
PARAENSE & CORREA (1963 b), MAGALHAES (1966), BALAN ef al (1993),
Biomphalaria glabrata € considerada um modelo de agente transmissor, provavelmente por
haver ocorrido uma adaptagdo fisiologica entre o molusco e a linhagem local do parasito.
Pelos experimentos realizados por ZANOTTI-MAGALHAES et al (1995) pode-se crer
que a maior adaptacio do parasito ao hospedeiro intermediario pode levar a um

comportamento diferente deste mesmo parasito no hospedeiro definitivo. Essa hipotese
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havia sido sugerida por SAOUD (1966) para explicar as diferencas de infectividade
patogenicidade de diferentes linhagens de Schistosoma mansoni. Sabe-se ainda que muitos
fatores genéticos em Biomphalaria glabrata influenciam a resisténcia ou suscetibilidade

ao Schistosoma mansoni (MILLER ef al., 1996). Os trabalhos de THERON (1997) levam a
crer que o nivel de suscetibilidade ou resisténcia dentro de uma amostra de populacdo de
caramujos € definida pela propor¢io de caramujos cujos genétipos permitem ou ndo o
desenvolvimento do parasito, levando em conta a variabilidade genética existente entre a
amostra de parasitos.

NEWTON (1953) referiu-se a influéncia da idade do hospedeiro
sobre a suscetibilidade. Tal hipotese foi confirmada, 20 anos depois, pelos trabalhos
elaborados por RICHARDS (1973) e posteriormente RICHARDS & MERRITT (1975),
que provaram a possibilidade de caramujos jovens suscetiveis tornarem-se resistentes
quando adultos. Ha pouco tempo, FERNANDES (1997) confirmou o que ja4 havia sido
demonstrado antes, que o fator idade {(estigio de desenvolvimento) do hospedeiro
intermediario  do  Schistosoma  mansoni  influencia a  suscetibilidade do molusco
Biomphalaria glabrata cujos membros mais jovens sdo mais suscetiveis 2 infecgdo.
Segundo SMINIA ef al. (1981) isso ocorre porque os moluscos jovens possuem mais
hialinécitos, menos granulocitos € menos enzimas lisossomais, o que reduz sua capacidade
fagocitica. MAGALHAES e al. (1997) verificaram ainda que os moluscos possuidores de
esporocistos secundarios perderam a capacidade de atrair miracidios.

Em 1963 (b), PARAENSE & CORREA publicaram os resultados dos
estudos sobre a suscetibilidade de 23 populagbes de Biomphalaria glabrata de

proveniéncias diversas, i infecgdo por miracidios oriundos de ovos colhidos em fezes de
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pacientes em fase cronica, que haviam sido contaminadas em Belo Horizonte (MG). A
maioria das populagdes de moluscos mostrou-se altamente suscetivel, apresentando
indices de infecgfo superiores a 50%. CONCEICAO & COURA (1983) verificaram maior
produgio de cercanas em Biomphalaria glabrata quando expostas a miracidios oriundos
de pacientes com formas clinicas mais graves da esquistossomose e, coincidindo com tais
resultados, ZANOTTI-MAGALHAES e al (1997) observaram maior patogenicidade do
parasito da linhagem BH selecionado quando comparado com Schistosoma mansoni nio
selecionado, fato esse que tem como consequéncia sua maior capacidade de infectar o
molusco.

Nos estudos de SOUZA e al (1995), comparando o
desenvolvimento do Schistosoma mansoni em trés espécies de hospedeiros (Biomphalaria
tenagophila, Biomphalaria straminea e Biomphalaria glabrata), as taxas mais baixas de
infecgfio e as médias menores de cercarias liberadas por Biomphalaria tenagophila e
Biomphalaria straminea foram relacionadas aos sistemas internos de defesa eficientes
dessas espécies. No entanto, mesmo em moluscos como esses, mais resistentes a infecciio
por Schistosoma marisoni , a atuagiio do mecanismo de defesa provavelmente ocorre
sempre parcialmente, pois alguns esporocistos escapam a destruicio e conseguem se
desenvolver, dando origem as cercarias (SOUZA et al., 1995).

Diante do que foi exposto acima, nos propusemos a verificar o efeito
da hidrocortisona administrada durante quatro dias em Biomphalaria glabrata infectada por
Schistosoma mansoni. Os motivos que nos levaram a desenvolver este projeto estdo

baseados nas seguintes observacgdes:
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- Em estudos sobre os diferentes comportamentos das linhagens, NEWTON (1952),
investigandoa influéncia genética ¢ de outros fatores sobre a suscetibilidade do
hospedeiro intermediario, verificou em Biomphalaria glabrata de Porto Rico, suscetivel

ao Schistosoma mansoni da regido, que o parasito se desenvolveu sem provocar
qualquer reagdo de defesa por parte do caramujo. Ao contrario, em Biomphalaric
glabrata de Salvador (BA), espécie refrataria ao desenvolvimento do Schistosoma
mansoni de Porto Rico, o parasito foi destruido e removido vinte e quatro a vinte e oito
horas ap6s a penetragdo. Neste caso, a resposta do molusco foi marcada por infiltragio
celular em torno dos esporocistos.

- COELHO (1962) verificou o mesmo tipo de resposta, quando submeteu Biomphalaria
tenagophila a infeccio por Schistosoma mansoni de Belo Horizonte (MG).
Posteriormente, KASSIN & RICHARDS (1979), SULLIVAN & RICHARDS (1981) ¢
GUARALDO et al. (1981), confirmaram a observacio de que o desenvolvimento dos
esporocistos em moluscos suscetiveis era acompanhado por uma reacdo branda,
enquanto em moluscos ndo suscetiveis os esporocistos eram circundados por células e
rapidamente destruidos. A reacdo granulomatosa, que provoca a fagocitose e a morte das
larvas poucas horas apOs a penetragdio, era constituida por amebécitos (granuldcitos)
com grande atividade fagocitaria (PAN, 1965; LIE er al., 1980; BAYNE ez al., 1980 b;
GUARALDO ef al. | 1981).

- Em moluscos ndo infectados, a atividade fagocitaria de granulocitos de Biomphalaria

tenagophila € maior do que aquela observada com granulécitos de Biomphalaria
glabrata. Entretanto, em moluscos infectados ha uma queda na atividade fagocitaria dos

granulocitos em Biomphalaria tenagophila observada um dia apos a infecgfio. Em
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Biomphalaria glabraia, nas mesmas condigdes, ha um aumento da atividade fagocitaria,
passando a ser aproximadamente duas vezes maior do que em Biomphalaria tenagophila
(SANTANA, 1990).

- Em Biomphalaria tenagophila selecionada geneticamente para o carater suscetibilidade,
os granulOcitos apresentam atividade fagocitaria menor, enquanto em Biomphalaria
tenagophila resistente, grande nimero de granulécitos foi observado vinte e quatro horas
apos a infecgdo, concomitantemente a completa degeneracio das larvas intramolusco e
da maior atividade fagocitaria dos amebdcitos (ZANOTTI-MAGALHAES ef al., 1993
a).

- Granulécitos foram encontrados em maior nimero em Biomphalaria glabrata adulta
infectada por Schistosoma mansoni. Biomphalaria glabrata infantil foi mais suscetivel a
infecgdo esquistossomotica do que exemplares adultos, observando-se maior numero de
esporocistos vidveis setenta e duas horas apos a infecgiio pelo trematodeo (ZANOTTI-
MAGALHAES et al., 1993 b).

Depreende-se portanto, que os trés primeiros dias de infeccdo dos
moluscos sdo fundamentais para o desenvolvimento do trematodeo intramolusco e que os
mecanismos de defesa estfio intimamente associados a este fato. Exerceria a hidrocortisona
o mesmo efeito apresentado em mamiferos, sobre os granulécitos dos moluscos vetores do
Schistosoma mansoni, evitando a reagiio amebocitaria em torno das larvas do trematodeo e

facilitando o desenvolvimento do parasita intramolusco?



OBJETIVOS

Verificar a acio da hidrocortisona sobre os componentes da
hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectada com miracidios de Schistosoma mansoni da
linhagem BH e sua influéncia no desenvolvimento do trematodeo em seu hospedeiro

intermediario.



16

MATERIAIS E METODOS:

1) PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL:
Os moluscos utilizados nos experimentos foram da espécie
Biomphalaria glabrata albina com didmetro variando de 7 a 8 mm.e originados de
populagdes colhidas em Belo Horizonte. A linhagem de Schistosoma mansoni utilizada foi
a BH (Belo Horizonte) (PARAENSE & CORREA, 1963), que foi mantida no
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP através de passagens
sucessivas em Mus musculus Swiss, SPF, proveniente do Centro de Bioterismo da
UNICAMP
Foram os seguintes, 0s grupos experimentais:
GRUPO I  Moluscos nfo infectados, ndo tratados com hidrocortisona
GRUPO II: Moluscos néo infectados, tratados com hidrocortisona
GRUPO III: Moluscos infectados, nio tratados com hidrocortisona

GRUPO IV: Moluscos infectados, tratados com hidrocortisona

A hidrocortisona usada (Solu-Cortef), apresentava-se em frascos de 500mg
de succinato sodico de hidrocortisona e ampolas de 4ml de diluente “Agua para Injecdo

Bacteriostatica” (alcool benzilico e agua destilada), sendo mantida em geladeira apos

aberta.
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Varios experimentos foram realizados:

No primeiro experimento, utilizaram-se 20 moluscos para cada grupo experimental com
a finalidade de se verificar a sobrevivéncia dos moluscos, a taxa de infeccio dos
moluscos dos grupos Il e IV e o niimero de cercérias eliminadas por estes moluscos.
Numa segunda etapa, novos grupos experimentais, constituidos de 40 exemplares de
Biomphalaria glabrata, igualmente distribuidos nos grupos 11l e IV, foram utilizados
para verifica¢do da taxa de infecciio e sobrevivéncia, totalizando 80 exemplares (40
para cada grupo).

No segundo experimento, 80 exemplares de Biomphalaria glabrata distribuidos em
igual nimero entre os 4 grupos experimentais foram utilizados para a determinagfo do
numero de amebdcitos circulantes na hemolinfa.

No terceiro experimento, 48 exemplares de moluscos pertencentes aos grupos I e IV
foram utilizados para o estudo histoldgico do desenvolvimento do esporocisto e das

reagdes amebocitarias.

(vide esquema a seguir)
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EXPERIMENTOS N’ DE CARAMUJOS NOS GRUPOS OBSERVACOES

1 o 11 | 1v
1* etapa 20 20 20 20 Sobrevivéncia, taxa
de infecgio, n° de
cercarias eliminadas
IO
2% etapa 20 20 Taxa de infecgdo
{complementar p/
taxa de infeccdo)
2° 20 20 20 20 N° de amebécitos
circulantes na
hemolinfa
3° 24 24 Estudos histolégicos

{desenvelvimento dos
esporocistos e reagdes
amebocitarias)

A seguir, todos os dados foram analisados estatisticamente,
considerando conforme o caso, os grupos infectados tratados ou nfio com hidrocortisona e
na anélise da sobrevivéncia dos moluscos foi também considerada a infecgio ou ndo dos
moluscos. Os dados foram analisados utilizando-se o “Software™ SAS (Statistical Analysis
System) pelo Prof. Dr José Ferreira de Carvalho e a metodologia empregada estd descrita

nos resultados para cada pardmetro analisado.



19

2) MANUTENCAO EM LABORATORIO DE Biomphalaria glabrata E

TRATAMENTO COM HIDROCORTISONA

Os moluscos da espécie Biomphalaria glabrata albina utilizados nos
experimentos foram provenientes de uma populagio de Belo Horizonte (MG} criados e
mantidos no moluscario do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da
UNICAMP.

Os moluscos constituintes dos grupos 1I eIV foram divididos em
subgrupos de 4 exemplares, em recipientes com 100ml de 4dgua declorada e 0,3ml de
solugdo de hidrocortisona, a qual corresponde a 37,5mg da substincia.. A agua contendo
hidrocortisona foi trocada a cada 24hs durante um periodo de 04 dias. A cada troca
adicionava-se nova dose de solugiio de hidrocortisona, na mesma concentracio utilizada
inicialmente. Vinte e quatro horas ap6s a 4° dose de hidrocortisona (inicio do 5° dia) a dgua
contendo hidrocortisona foi substituida por 4gua declorada. Optou-se por aplicar a
hidrocortisona na agua, uma vez que a injegdo na regifo cefalopodal do molusco poderia
provocar aumento do namerc de amebocitos, conforme verificado por SETA ef al. (1996).

No 2% dia de tratamento os moluscos dos grupos III e IV foram
infectados com miracidios de Schistosoma mansoni da linhagem BH (Belo Horizonte,
MG).

Apoés o término do tratamento com hidrocortisona, os moluscos de
cada um dos grupos experimentais foram mantidos em recipiente de vidro de 2000 ml de
volume, em 4gua declorada a temperatura ambiente de 22-25 ° C. A alimentacdo foi feita
utilizando-se folhas de alface fresca ad libitum, sendo feita troca de agua de cada grupo 2

VEZES pOor semana.
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3) INFECCAO DE MOLUSCOS Biomphalaria glabrata COM  Schistosoma mansoni

DA LINHAGEM BH E DETERMINACAO DA TAXA DE INFECCAO

Os miracidios de Schistosoma mansoni foram obtidos das fezes de
camundongos fémeos, Swiss, infectados por cercarias de Schistosoma mansoni da linhagem
BH. A passagem das fezes pelo processo de sedimentagio (HOFFMAN ef al., 1934),
lavagem de sedimento e exposi¢io a luz e calor (STANDEN ,1951) ocasionou a eclosio e a
liberaco dos miracidios.

A determina¢iio da taxa de infecgiio dos moluscos tratados ou ndo
com hidrocortisona (Grupos III e IV, respectivamente) foi realizada em 2 etapas. Em cada
etapa foram utilizados 40 exemplares de Biomphalaria glabrata (20 exemplares para cada
grupo) que foram expostos individualmente a 10 miracidios do Schistosoma mansoni da
linhagem BH em frascos contendo 2 m! de agua declorada, sendo levados ao foco de luz e
calor por 2 horas para a penetragio dos miracidios (STANDEN, 1951). Apos a infecgdo, os
moluscos voltaram ao recipiente contendo 4gua declorada (Grupo IIT) ou a segunda dose de
hidrocortisona (Grupo V).

ApoOs 4 semanas de exposicdo aos miracidios os moluscos dos
Grupos I e TV (grupos de moluscos infectados) foram examinados semanalmente apos a
exposigdo a foco de luz e calor, em recipientes individuais contendo 2 ml de agua declorada
durante 2 horas para verificagio da liberagdo de cercarias (PELLEGRINO & MACEDO .,
1955). Os moluscos positivos foram mantidos individualmente em frascos até o final do
experimento, a fim de acompanharmos a liberacio de cercarias. Somente foram

considerados moluscos positivos aqueles em que se observaram eliminacdes de cercarias.
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4) SOBREVIVENCIA DOS MOLUSCOS Biomphalaria glabrata ;

Os moluscos foram observados durante 23 semanas, sendo anotada

semanalmente a ocorréncia de mortalidade.

5) VERIFICACAO DO NUMERO DE CERCARIAS ELIMINADAS PELOS

MOLUSCOS

Nos moluscos dos Grupos II e IV que apresentaram eliminacio de
cercarias procedeu-se a contagem das larvas eliminadas segundo a técnica de PARAENSE
& CORREA (1989). Tais moluscos foram, dai por diante, mantidos em beckers
individualmente identificados.

A determinacdo do ntimero de cercaria foi realizada somente com os
moluscos utilizados no primeiro experimento para determinagio da taxa de infecgdo (vide

esquema de experimentos, pag. 18).
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6) CONTAGEM DIFERENCIAL DOS AMEBOCITOS CIRCULANTES NA

HEMOLINFA DOS MOLUSCOS Biomphalaria glabrata.

No segundo experimento, 80 exemplares de Biomphalaria glabrata
distribuidos entre os 4 grupos experimentais foram utilizados para coleta da hemolinfa e
determinacdo do numero de amebdcitos circulantes

Para cada periodo de tempo a hemolinfa de 2 exemplares de
moluscos de cada grupo foi cothida para a contagem do nimero de amebdcitos circulantes,
diferenciando-se tais células segundo critério morfolégico em 2 tipos: GRANULOCITOS e
HIALINOCITOS. As amostras da hemolinfa de cada molusco, obtidas mediante pungio
cefalopodal com pipeta Pasteur devidamente esterelizada (MICHELSON, 1966) foram
depositadas em camara de Neubauer e observadas em microscopio de contraste e fase.
Foram contados os amebocitos existentes nos 4 quadrados laterais da cAmara e o resultado
foi expresso em numero de amebdcitos/mm?.

As contagens foram feitas aos 30 min., 1,3, 5,7, 9, 11, 24, 48 ¢ 72
horas apds o término do tratamento dos moluscos com hidrocortisona. Para os moluscos de

grupos nfo tratados os horarios de contagens foram semelhantes aos dos outros grupos.
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7) VERIFICACAO DE REACAO AMEBOCITARIA £M TORNO DOS
ESPOROCISTOS:

7.1) PREPARACAO DE LAMINAS COM CORTES HISTOLOGICOS

Foram constituidos 2 grupos de 24 exemplares de Biomphalaria
glabrata infectados individualmente com 100 miracidos de Schistosoma mansoni cada e
que receberam ou néo tratamento com hidrocortisona (grupos TV e Il respectivamente).
Cada grupo foi dividido em subgrupos de 3 moluscos, os quais
foram sacrificados e levados a fixagdo em Bouin aquoso as 12, 24, 48,72hs e 7, 14, 21 e 28
dias ap0s o final do tratamento com hidrocortisona (Grupo IV), sendo que os moluscos do
grupo de ndo tratados (Grupo III) também foram sacrificados e levados a fixacdo em
horarios semelhantes aos do grupo dos moluscos tratados. Esses periodos correspondem,
respectivamente, a 3.5 , 4,5, 6, 10, 17, 24 e 31 dias de infeccio.
Apos 48 horas de fixagdo, cada molusco teve sua concha removida.
Nos 4 primeiros subgrupos (12 moluscos) de cada grupo apenas a regido cefalopodal foi
utilizada, enquanto que nos outros subgrupos todo o corpo foi submetido ao corte
histologico.
Cada peca foi incluida em parafina e foram realizados cortes seriados
de Sum de espessura. Os cortes foram montados em albumina e corados por Tricrémico de

Gomori. As preparagdes foram montadas em balsamo do Canada.
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7.2) OBSERVACAO DOS ESPOROCISTOS NOS CORTES HISTOLOGICOS

As Jdminas com cortes histologicos foram observadas em
microscopia Optica comum onde puderam ser verificados esporocistos primarios e
secundarios. Os esporocistos primarios foram contados e classificados quanto a sua
viabilidade (viaveis ou degeneradas), as reacdes amebocitarias em torno das larvas
(presentes ou ausentes) e o tipo de célula nas reacbes amebocitirias. No caso dos
esporocistos secundarios, observou-se sua localizagdo, viabilidade e maturidade, sendo que
aqueles que apresentaram cercarias no seu interior foram considerados maduros. Dessa
maneira puderam ser verificadas e comparadas as reagdes amebocitarias em moluscos que

receberam hidrocortisona e 0s que nio receberam tal tratamento.
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RESULTADOS

1) SOBREVIVENCIA DOS MOLUSCOS

Na Tabela 1 € na Figura 1 encontram-se os dados da sobrevivéncia de
Biomphalaria glabrata tratadas ou ndo com hidrocortisona e infectadas ou nfio por
Schistosoma mansoni (Grupos 1, 1L Il e TV).

A analise estatistica considerando os moluscos infectados ou ndo e
tratados ou ndo pela hidrocortisona (em um esquema fatorial 2x2) comparou as medianas
das curvas de sobrevivéncia (estatistica Log Rank) e concluiu pela existéncia de diferenca
significativa entre estas curvas de sobrevivéncia. A sobrevivéncia dos moluscos infectados
foi significativamente menor (p=0,03) do que a dos grupos nio infectados. Entretanto,
verificou-se que no grupo de moluscos infectados tratados com hidrocortisona alguns
permaneciam vivos apos a 19° semana, o que ndo ocorreu em nenhum dos outros grupos.
Comparando-se o grupo de moluscos tratados com hidrocortisona com os ndo tratados,

verificou-se que os que receberam hidrocortisona sobreviveram mais.
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TABELA 1: NUMERO DE MOLUSCOS SOBREVIVENTES NOS GRUPOSLILHIE IV

(IN=20 MOLUSCOS POR GRUPOQ)

NUMERO DE MOLUSCOS  VIVOS

SEMANAS GRUPGI ~~ GRUPOHID GRUPO I GRUPO 1V
""""" 0 20 20 20 20
1 19 20 20 20
2 19 20 20 18
3 18 20 19 16
4 16 20 17 16
5 15 19 15 15
6 14 19 14 14
7 13 18 12 12
g 13 16 11 12
9 13 15 08 11
10 12 14 07 11
11 1t 14 06 11
12 10 13 05 11
13 10 13 05 11
14 07 0% 04 11
15 07 06 04 10
16 07 05 04 10
17 05 04 04 10
18 0 0 04 09
19 0 0 04 08
20 0 0 0 07
21 0 0 0 07
22 0 0 0 05
23 0 0 0 05
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!""MWGRUPOI GRUPQ I ====GRUPO Hl *~==GRUPQ IV

MOLUSCOS VIVOS

0 | A | T Tyt E 2N B | LI S I S I i ]
¢ 1 2 3 4 5 6 ¢ 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 16 20 21 22 23

SEMANAS APOS FORMAGCAO DO GRUPO

FIGURA 1 -MOLUSCOS SOBREVIVENTES NOS GRUPOS 1 (NAQ INFECTADOS,
NAO TRATADOS), T (NAQ INFECTADOS, TRATADOS COM
HIDROCORTISONA), III (INFECTADOS, NAO TRATADOS COM

HIDROCORTISONA), IV (INFECTADOS, TRATADOS COM
HIDROCORTISONA)
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2) INFECCAO DE MOLUSCOS Biomphalaria glabrata POR Schistosoma mansoni

DA LINHAGEM BH

Quatro semanas apOs os moluscos terem sido submetidos & exposi¢io
aos miracidios de Schistosoma mansoni, iniciou-se a verificagiio da eliminacio de cercérias,
examinando-se os moluscos semanalmente. Os dados referentes a infeccio dos moluscos
encontram-se nas Tabelas 2 e 3.

Os moluscos do  Grupo I (infectados, sem hidrocortisona)
comegaram a liberar cercarias na 6* semana ap6s a exposi¢io dos mesmos aos miracidios
de Schistosoma mansoni, enquanto que os do Grupo IV (infectados, com hidrocortisona) ja
liberavam cercarias na 5 semana (Tabela 2).

Ocorreu aparecimento de novo molusco positivo no Grupo 1T apenas
na 7° semana; ja no Grupo IV, apesar do maior nimero de moluscos infectados ter surgido
da 5* 4 8* semana, houve aparecimento de um molusco positivo na 11° e outro na 19°
semana.

SO até a 13" semana haviam moluscos do Grupo HI liberando
cercarias. J4 no Grupo IV ocorreu liberaciio de cercarias até a 19” semana.

Os moluscos n3o tratados resultaram 7,5% infectados, e os tratados
com hidrocortisona 22,5% (Tabela 3). O teste de qui-quadrado, em que se verificou a
igualdade de propor¢des, mostrou nivel de significincia igual a 0,12, podendo-se concluir
pela igualdade de proporcdes. O teste de Fisher que compara as pequenas proporgdes (as de
respostas positivas) revelou um nivel de significancia de 0,057, ou seja, cerca de 6%. Este
valor indica certa significincia, mostrando que é razoavel admitir que o tratamento com

hidrocortisona favoreceu a infecgdo por Schistosoma mansoni.
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TABELA 2 - NUMERO DE MOLUSCOS POSITIVOS NOS GRUPOS 111 E IV VERIFICADOS
SEMANALMENTE.
(N=40 MOLUSCOS POR GRUPQ)

SEMANAS N’ TOTAL DE NYMOLUSCOS N'TOTALDE  NYMOLUSCOS
MOLUSCOS POSITIVOS MOLUSCOS POSITIVOS
VIVOS (GRUPO 1I) VIVOS (GRUPO 1V)
(GRUPO I1I) (GRUPO 1V)

4 35 0 35 0

5 34 0 33 04
o 33 02 32 06
7 31 03 29 03
& 29 02 27 04
G* 26 01 26 06
10° 25 01 26 05
11# 24 01 26 06
12¢ 23 01 26 06
13% 21 01 26 06
14 I 23 03
15° 19 21 02
16 18 21 02
17 16 21 02
18 14 20 01
19 13 17 01
20° 09 14 0

OO OO0 OO

TABELA 3: TAXA DE INFECCAO DOS MOLUSCOS TRATADOS (GRUPO 1V) QU NAQO
(GRUPO IIT) POR HIDROCORTISONA E EXPOSTOS AO Schistosoma mansoni

DA LINHAGEM BH. (N=40 MOLUSCOS POR GRUPO)

GRUPO N° DE MOLUSCOS N° DE MOLUSCOS TAXA DE
EXPOSTOSOS POSITIVOS INFECCAOQ
e AINFECCAO e
1 40 03 7,5%

1Y 40 09 22.5%



3) NUMERO DE CERCARIAS ELIMINADAS PELOS MOLUSCOS

Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentados os dados referentes ao nimero
de cercarias por moluscos dos Grupos TII (n#o tratados com hidrocortisona) ¢ IV (tratados
com hidrocortisona).

A contagem de cercéarias eliminadas pelos moluscos foi feita nos
Grupos 11I e TV utilizados na primeira etapa do experimento em que se determinou a taxa
de infeccio e sobrevivéncia dos moluscos. Tal contagem mostrou o grande aumento na
eliminagdo de cercarias obtido através do tratamento dos moluscos com hidrocortisona,
visto que a quantidade maxima de cercarias eliminadas a cada semana pelo Grupo III ndo
alcangou 1/5 da quantidade maxima eliminada pelo Grupo IV (produgiio em grupo). Além
disso, o molusco do Grupo 1V maior eliminador de cercarias (3BgIV) conseguiu sobreviver
por muito mais tempo que qualquer outro do Grupo T, alcangando um limite maximo de
eliminagdo de cercarias por semanas (4692) cinco vezes maior que o maximo alcancado
pelo molusco 2BglII (927), o maior produtor do Grupo I11.

A analise de varidncia, realizada através das raizes quadradas dos
valores observados de nimero de cercarias, revelou-se altamente significante, visto que o
nivel de significancia do teste ( F=33.51, com 1 a 63 graus de liberdade) foi menor do que

0,0001).
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4) NUMERO DE AMEBOCITOS CIRCULANTES NA HEMOLINFA DOS

MOLUSCOS Biomphalaria glabrata

Os amebdcitos encontrados na hemolinfa foram diferenciados em
GRANULOCITOS (estrelados), Figura 2, e HIALINOCITOS (nfo estrelados), Figura 3;
Em todos os grupos e em todos os periodos de leitura a quantidade de granuldcitos
ultrapassou a quantidade de hialinécitos. Os resultados dessas contagens estdo apresentados
nas Tabelas 6 a 9 e nas Figuras 4a 7.

Os graﬁulc’)oitos e os hialinocitos dos moluscos tratados com
hidrocortisona (Grupos 1T e IV) mantiveram-se sempre em quantidade inferior a dos
moluscos dos grupos néo tratados (Grupos I e III). Os hialinécitos ndo ultrapassaram a
média de 21,5 hialinocitos/mm® no Grupo I (nfo infectados, com hidrocortisona) e 22
hialinécitos/mm’® no Grupo TV (infectados, com hidrocortisona), enquanto que no Grupo 1
(ndo infectados, sem hidrocortisona) alcangaram o maximo de 75 hialindcitos/mm’ ¢ no
Grupo III (infectados, sem hidrocortisona) 54 hialindcitos/mm®. A média maxima de
granulocitos no Grupo I chegou a 161 granuldcitos'mm® e no Grupo HI 3105
granulécitos/mm3; no entanto, o Grupo I apresentou média maxima de 1095

granulécitos/mm’ € o Grupo TV de 50 granulécitos/mm’.



Em relagdo aos granuldcitos a analise estatistica, realizada através de
modelos de andlise de variincia, mostrou que a interagio infecgdo-tratamento  foi
significante (p=0,0001). Neste caso ¢ efeito do tratamento nos moluscos niio infectados foi
menor do que nos infectados. Nenhum termo envolvendo tempo foi significante, donde se
conclui que este fator ndo teve efeito.

Considerando os hialindcitos, a analise estatistica revelou que apenas

o tratamento foi significante (p=0,0001), nfio havendo diferenca de acio da droga entre 0s

infectados e os nfo infectados.
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FIGURA 2 - Granulocitos na hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectada por
Schistosoma mansoni da linhagem BH, Contraste e fase. 430X

FIGURA 3 - HialinOcitos na hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectada por
Schistosoma mansoni da linhagem BH. Contraste e fase. 430X

LA



TABELA 6 - NUMERO MEDIO DE AMEBQCIT()S CIRCULANTES NA HEMOLINFA
DE Biomphalaria glabrata NAQ INFECTADA E NAO SUBMETIDA AO
TRATAMENTO COM HIDROCORTISONA (GRUPO )

PERIODO GRANULOCTITOS*  HIALINOCITOS*  TOTAL*
)

30 min. 125,5 41,0 166,5
1 hora 97,5 31,0 1285
3 horas 153.5 75,0 2285
5 horas 1315 40,0 171,35
7 horas 1520 36,0 1880
9 horas 80,5 390 1195

11 horas 161.5 62,5 2240

24 horas 126,0 58.0 184,0

48 horas 124.5 53.5 178.0

72 horas 91,0 32,0 123,0

* N’ DE CELULAS/mm>

(+) Tempo apos o tratamente dos moluscos dos grupos I e IV
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TABELA 7 - NUMERO MEDIO DE AMEBOCITOS CIRCULANTES NA HEMOLINFA
DE Biomphalaria glabrata NAQ INFECTADA E TRATADA COM
HIDROCORTISONA (GRUPO T

PERIODO (tempo GRANULOCITOS*  HIALINOCITOS* TOTAL*

apés tratamento)

30 min. 109.5 17,5 127.0
1 hora 455 215 67,0
3 horas 68.0 5.5 73,5
5 horas 485 8.5 57.0
7 horas 48 0 10,0 58,0
9 horas 39,5 17,5 57,0

11 horas 41,0 8.5 49,5

24 horas 73.5 16,0 89.5

48 horas 45,5 15,5 61,0

72 horas 305 21,5 52,0

* N"DE CELULAS/ mm®



TABELA 8 - NUMERO MEDIO DE AMEBOCITOS CIRCULANTES NA HEMOLINFA
DE Biomphalaria glabrata INFECTADA POR Schistosoma mansoni E
NAO TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO TII)

PERIODO GRANULOCITOS*  HIALINOCITOS* TOTAL*
)

30 min. 101,5 30,0 i31.5
1 hora 123,0 54.0 177,0
3 horas 2645 345 299.0
5 horas 13,0 33,5 172,5
7 horas 1240 42,0 166,0
9 horas 183,0 275 2105

11 horas 196,5 31,5 228.0

24 horas 1445 30,5 175,0

48 horas 247.0 25,5 2725

72 horas 310,5 31,0 3415

* N DE CELULAS/mm’

(+) Tempo apos o tratamento dos moluscos dos grupos 11 e IV



TABELA 9 - NUMERO MEDIO DE AMEBOCITOS CIRCULANTES NA HEMOLINFA
DE Biomphalaria glabratac INFECTADA POR Schistosoma mansoni E
TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO 1V)

PERIODO (tempo GRANULOCITOS* HIALINOCITOS* TOTAL*
apés tratamento)
30 min. 31,0 9.0 40,0
1 hora 31.5 6,0 37,5
3 horas 46,5 8,5 55,0
5 horas 26,5 13,5 40,0
7 horas 42,0 16,3 58.5
9 horas 20,5 7.0 27,5
11 horas 25,0 7.5 32,5
24 horas 50,0 18,0 68,0
48 horas 38,5 22.0 60,5
72 horas 18,5 9.5 280

* N’ DE CELULAS/mm’
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5) REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS ESPOROCISTOS

Os cortes histologicos dos moluscos foram realizados com o objetivo
de quantificar os esporocistos primarios, avaliar a viabilidade das larvas de Schistosoma
mansoni, verificar a existéncia ou ndio de reagdo amebocitaria em torno dos esporocistos e
localizar os esporocistos secundarios, avaliando sua viabilidade e maturidade. Os dados
referentes aos esporocistos primarios observados em moluscos tratados ou nio com
hidrocortisona (Grupos IV e III, respectivamente) estfio apresentados nas Tabelas de 10 a
13 eFiguras 8 all.

Conforme pode ser verificado nas Tabelas 10 e 11 e Figuras 8 e 11,
houve uma predominancia de esporocistos degenerados em moluscos nio tratados com
hidrocortisona (Grupo HII), enquanto que em moluscos tratados (Grupo IV), o niimero de
esporocistos primarios foi maior ¢ predominaram esporocistos viaveis (Tabelas 12 ¢ 13 e
Figuras 9 ¢ 10). As Figuras 12 e 13, respectivamente, mostram exemplos de esporocistos
em processos de degeneraciio (Grupo I1) e vidveis {Grupo IV).

Em 4 exemplares de Biomphalaria glabrata do Grupo I (ndo
tratadas com hidrocortisona) nio foi observada a presenca de esporocistos primarios
(Tabela 10), fato este ndo verificado em moluscos do Grupo IV, tratados com
hidrocortisona (Tabela 12).

Nas Tabelas 14 a 17 estdo demonstradas as avaliaces da reagio
amebocitaria em torno dos esporocistos presentes em moluscos dos Grupos 1L e IV. Como
pode ser melhor visualizado nas Figuras 16 e 18, em Biomphalaria glabrata ndo tratada

com hidrocortisona a maioria dos esporocistos primarios estava envolvida por uma reagio



amebocitaria. Em moluscos tratados com hidrocortisona predominaram esporocistos sem
reagdio amebocitaria (Figuras 17 € 19). As Figuras 12 e 14 mostram exemplos de reagdes
amebocitarias em torno dos esporocistos em moluscos ndo tratados com hidrocortisona
(Grupo ). Nas Figuras 13 e 15 estdo demonstradas a auséncia de reagdes amebocitarias
em torno dos esporocistos, aspecto esse comumente observado em moluscos tratados com
hidrocortisona (Grupo 1V).

Com algumas excegdes, os amebocitos presentes nas reacdes em
torno dos esporocistos apresentavam-se alongados, lembrando o aspecto de fibroblasto
encontrado nos mamiferos (Figura 12 e 14).

A analise estatistica realizada considerou os quarenta e oito moluscos
participantes do experimento, sendo aleatoriamente selecionados trés moluscos para cada
combinag¢do (tratamento ou nfio com hidrocortisona; tempo: 3.5, 4, 5, 6, 10, 17. 24 e 31
dias). Foram verificados os nimeros de esporocistos primarios vidveis e niio vidveis e os
numeros de esporocistos primarios cercados por reagio amebocitaria e livres da reacdo.

Para o nimero de esporocistos primarios viaveis e degenerados foram
ajustados modelos lineares generalizados com erros distribuidos segundo a distribuicdo de
Poisson e funcio de ligaglio logaritmo. O procedimento GENMOD do sistema SAS® foi
utilizado para o calculo.

Considerando o nimero de esporocistos primarios viaveis, a analise
revelou que o tratamento e o tempo foram significantes (p= 0.0001) e houve interagdo entre
tratamento (p=0.003). Isto €, o efeito de tempo depende do tratamento. Efetuados os
caleulos separadamente por tratamento, resultou para o tratamento com hidrocortisona

tempo p=0.0003, sendo o seguinte o modelo ajustado: log (n) = 3.2288-0,0185 tempo,
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onde n € o numero de esporocistos viaveis e log representa a fungiio logaritmo Neperiano.
Para os moluscos ndo tratados o valor de p para o tempo foi de 0.0016 e o modelo ajustado
log{n) = 1.2917-0.0924 tempo.

Para o nimero de esporocistos primérios degenerados, nio houve
evidéncia de interacdo nem de efeito de tratamento (p= 0.09 e 0.08, respectivamente).
Apenas tempo foi significante (p=0.005). O modelo ajustado foi log(n)= 1.9543+0,0166
tempo.

Na andlise estatistica das reagbes amebocitarias (numero de
esporocistos primarios cercados por reagdes amebocitarias e livres de reagéio) foi estudada a
propor¢do de reagdo em fungdo de tratamento e de tempo. O modelo empregado foi a
regressio logistica. A ferramenta de célculo usada foi o procedimento LOGISTIC do
sistema SAS®. Ajustou-se a regressio logistica separadamente para cada tratamento. Os
modelos ajustados foram: {y = log {p[t]/( 1- p[t]) }, onde p[t] é a proporcio de respostas
com reagdo em t dias). Para o tratamento com hidrocortisona y= -0.7941 — 0.0210 tempo; ¢
para moluscos ndo tratados y= 1.2401. N3o se observou variacio estatisticamente
significante na propor¢io de reagdo no tempo para os moluscos niio tratados.

O tratamento com hidrocortisona fez ab initio, reduzir drasticamente
a proporgdo de reagSes amebocitdrias em torno dos esporocistos e ainda promoveu um

pequeno aumento na redugio, com o passar do tempo.
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As estimativas das propor¢Bes de reagio, por tempo, para moluscos

tratados foram:

TEMPO P
3.5 0.30
4.0 0,29
5.0 0,29
6.0 0.28
10.0 0,27
17.0 0,24
24.0 021
31.0 0,19

Os ndo tratados tiveram proporgdo de reagiio estimada em p= 0.77,
para qualquer tempo.

Os primeiros esporocistos secundérios maduros, isto €, aqueles em
que & possivel a visualizagdo de cercarias no interior da larva (Figura 20) foram observados
aos 10 dias de infec¢do em moluscos tratados com hidrocortisona, Grupo IV (Tabeta 21),
enquanto que no Grupo Il (ndo tratados com hidrocortisona) o primeiro molusco a
apresentar esporocistos secundarios maduros tinha 24 dias de infecgdio (Tabela 20). Os
locais onde os esporocistos secundarios foram encontrados foram semethantes em ambos 0s
grupos; porém, quantitativamente, eles predominavam nos moluscos do Grupo IV (Tabelas
18 ¢ 19).

Nas Tabelas 19 e 21 podemos observar que predominaram os
esporocistos secundarios viaveis (Figura 22) em moluscos tratados com hidrocortisona
(Grupo IV). Nos moluscos néo tratados com hidrocortisona (Grupo I1I), predominaram os

esporocistos secundarios em processo de degeneracio ( Tabelas 18 ¢ 20, Figura 21).
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Os esporocistos  primarios, tanto em moluscos que passaram por
tratamento com hidrocortisona (Grupe IV) como em moluscos que ndo tiveram tal
tratamento (Grupo 1), foram encontrados na regido cefalopodal do caramujo. Ja os
esporocistos secundarios variaram bastante quanto a sua localizagio, tendo varias regides
anatdmicas apresentado o parasita em tal fase de seu ciclo vital, como a regido cefalopodal,

tentaculo, colar do manto, ureter, hepatopéancreas, ovotestis, intestino, etc.
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TABELA 10: NUMERO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM Biomphalaria glabraia
EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH E NAO TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO

TIT)
N° DO MOLUSCO TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAO PRIMARIOS

(DIAS) * v D T
01 3.5 0 0 0
02 3.5 01 24 25
03 3.5 10 05 15
04 04 01 06 07
05 04 06 0 06
06 04 0 17 17
07 03 01 07 08
08 03 04 13 17
09 03 07 02 09
10 06 0 0 0
11 06 0 13 13
12 06 0 03 03
13 10 02 11 13
14 10 0 0 0
15 10 0 0 0
16 17 0 46 46
17 17 0 18 18
18 17 01 34 35
19 24 01 02 03
20 24 03 13 16
21 24 0 28 28
22 31 0 13 13
23 31 0 04 04
24 31 0 07 07

V= ESPOROCISTOS PRIMARIOS VIAVEIS

D= ESPOROCISTOS PRIMARIOS DEGENERADOS

T= TOTAL DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS OBSERVADOS

* Correspondem, repectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas ¢ 7, 14, 21 e 28 dias apoés o
tratamento dos molusco do Grupo 1V,
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TABELA 11 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM Biomphalaria
glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH E NAO TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO

111)
TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAO PRIMARIOS
%
VIAVEIS DEGENERADOS TOTAL
(DIAS) MEDIA %% MEDIA Yo
3.5 3,67 27,46 9,67 72,54 13,33
4 2.33 233 7.67 76,7 10
4.0 35,3 7,33 64,7 11,33
6 0 0 5,33 100 5.33
10 0,67 15,24 3,67 84,76 433
17 0,33 1,0 32,67 99,0 33
24 1,33 8,49 14,33 91,51 15,67
31 0 0 8,0 100 8

4

* Correspondem, respectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas ¢ 7, 14, 21 28 dias apos o
tratamento dos moluscos do Grupe IV



TABELA 12 - NUMERO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM Biomphalaria glabrata

EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni

DA

LINHAGEM BH E TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO 1V)

N*DOMOLUSCO  TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAO PRIMARIOS

(DIAS) * Vv D T
01 3,5 21 3 24
02 3,5 23 3 26
03 3,3 20 5 25
04 4 4 1 5
03 4 22 6 28
06 4 11 8 19
07 5 45 16 61
08 5 28 6 34
09 5 23 4 27
10 6 37 12 49
11 6 18 1 19
12 6 18 3 21
13 10 11 1 12
14 10 24 17 41
13 10 19 8 27
16 17 42 13 55
17 17 35 7 42
18 17 14 3 17
19 24 18 10 28
20 24 16 8 24
21 24 8 4 12
22 31 18 1 19
23 31 13 7 20
24 31 0 10 10

V= ESPOROCISTOS PRIMARIOS VIAVEIS
D= ESPOROCISTOS PRIMARIOS DEGENERADOS

T=TOTAL DE ESPOROCISTOS PRIM ARIOS OBSERVADOS
* Correspondem, respectivamente a 12, 24, 48, 72 horas e 7, 14, 21 e 28 dias apos o

tratamento



TABELA 13: NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM Biomphalaria
glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH E TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO 1V)

TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAO PRIMARIOS
* VIAVEIS DEGENERADOS TOTAL
(DIAS) MEDIA % MEDIA %
3,5 21,33 85,32 3,67 14,68 25
4 12,33 71,15 5,0 28,85 17,33
32,0 78,68 8,67 21,32 40,67
6 24,33 82,03 5,33 17,97 29,67
10 18,0 67,49 8.67 32,51 26,67
17 30,33 79,82 7,67 20,18 38
24 14,0 65,64 7.33 34,36 21,33
31 10,33 63.26 6,0 36,74 16,33

* Correspondem, respectivamente, a 12, 24,48, 72 horas e 7, 14, 21 e 28 dias apos o
tratamento.
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FIGURA 8 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS OBSERVADOS EM
Biomphalaria  glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma
mansoni ENAO TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO IIT)
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FIGURA 9 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS OBSERVADOS EM
Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schisiosoma
mansoni E TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO 1V)
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FIGURA 10 - NUMERC MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS VIAVEIS
OBSERVADOS EM Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100
MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni, TRATADA OU NAO COM
HIDROCORTISONA (GRUPOS 1V E I, RESPECTIVAMENTE)
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FIGURA 11 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS DEGENERADOS
OBSERVADOS EM Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS
DE Schistosoma mansoni E TRATADA OU NAQ COM HIDROCORTISONA
(GRUPOS 1V E 1II, RESPECTIVAMENTE)



FIGURA 12

- Corte histoldgico da regifio cefalopodal de Biomphalaria glabrata nao
tratada com hidrocortisona (Grupo TIT) 3,5 dias apés a infecglo por
Schistosoma mansoni. Observa-se esporocisto primario degenerado com

reacdc  amebocitaria intensa ao seu redor. Coloragfo por Tricrémico de
Gomori, 430X



FIGURA 13 - Corte histologico da regido cefalopodal de Biomphalaria glabrata tratada
com hidrocortisona (Grupo 1V} 3,5 dias apds a infeccdo por Schistosoma
mansoni. Observa-se esporocisto primario viavel sem reagio amebocitaria
ao seu redor. Coloraglo por Tricrémico de Gomori. 430X
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FIGURA 14 — Corte histologico da regifio cefalopodal de Biomphalaria glabrata nio
tratada com hidrocortisona (Grupo III) 4 dias apds a infecglo por
Schistosoma mansoni.Observa-se esporocisto primario em degeneragio
com reacfio amebocitaria ao seu redor. Coloracio Tricromico de Gomori.
430X. Uso de filtro azul.
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FIGURA 15 — Corte histoldgico da regifio cefalopodal de Biomphalaria glabrata tratada
com hidrocortisona (Grupo TV) 5 dias apos a infecclio por Schistosoma
mansonz . Observa-se esporocisto primario viavel sem reagfio amebocitaria
ao seu redor. Coloragdo por Tricrdmico de Gomori. 1090X
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TABELA 14 - REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS ESPOROCISTOS

PRIMARIOS EM  Biomphalaria  glabrata EXPOSTA A 100
MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA LINHAGEM BH E NAO
TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO II)

N° DO TEMPO DE ESPOROCISTOS
MOLUSCO INFECCAO
(DIAS) * COM SEM TOTAL
REACAO REACAQ

01 3,5 0 0 0

02 3.5 24 01 25
03 3,5 06 09 15
04 04 06 01 07
05 04 01 05 06
06 04 15 02 17
07 05 07 01 08
08 05 13 04 17
09 05 02 07 09
10 06 0 0 0

11 06 13 0 13
12 06 03 0 03
13 10 06 07 13
14 10 0 0 0

15 10 0 0 0

16 17 46 0 46
17 17 18 0 18
18 17 24 11 35
19 24 01 02 03
20 24 10 06 16
21 24 17 11 28
22 31 12 01 13
23 31 04 0 4
24 31 07 0 07

C/ REACAO Existéncia de reagdo amebocitaria ao redor do esporocisto priméario

S/ REACAO= Nio existéncia de reacio amebocitaria ao redor do €sporocisto primario
* Correspondem, respectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas e 7, 14, 21 e 28 dias apos
tratamento dos motuscos do Grupo IV
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TABELA 15 - AVALIACAO DA REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS
ESPOROCISTOS PRIMARIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH PRESENTES EM Biomphalaria glabrata EXPOSTA A
100 MIRACIDIOS E NAO TRATADA COM HIDROCORTISONA

(GRUPO 111)
TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAQO
* COM REACAO SEM REACAO TOTAL
(DIAS) MEDIA % MEDIA %
3.5 10,0 75,02 3.33 24.98 13.33
4 33 73,3 2,67 267 10
3 7.33 647 4.0 333 11,33
G 5,33 100 0 0 5.33
10 2.0 46,19 2,33 53,81 4133
17 2933 88.88 3,67 11,12 33
24 9.33 59,38 6.33 40.42 15.67
31 7,67 95,873 .33 4,123 8

* Correspondem, respectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas e 7, 14, 21 e 28 dias apos
tratamento dos moluscos do Grupo IV.
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TABELA 16 - REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DE ESPOROCISTOS
PRIMARIOS EM  Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100
MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA LINHAGEM BH E
TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPOQ 1V)

N! DO TEMPO DE
MOLUSCO INFECCAO ESPOROCISTOS
*
(DIAS) COM SEM TOTAL
REACAOQ REACAO

01 3.5 0 24 24

2 3,5 5 21 26
03 3,5 8 17 25
04 4 1 4 5
05 4 6 22 28
06 4 4 15 19
07 5 23 38 61
08 5 8 26 34
09 5 7 20 27
10 6 i1 38 49
11 6 13 6 19
12 6 2 19 21
13 10 1 11 12
14 10 16 25 41
15 10 25 2 27
16 17 6 49 55
17 17 8 34 42
18 17 1 16 17
19 24 9 19 28
20 24 5 19 24
21 24 3 9 12
22 31 2 17 19
23 31 6 14 20
24 31 0 10 10

COM REACAO— Existéncia de reagdio amebocitaria ao redor do esporocisto priméario

SEM REACAO= Nio existéncia de reagdo amebocitaria ao redor do esporocisto primario
* Correspondem, respectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas ¢ 7, 14, 21 e 28 dias ap0s o
tratamento
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TABELA 17 - AVALIACAO DE REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS
ESPOROCISTOS PRIMARIOS DE  Schisiosoma mansoni DA
LINHAGEM BH PRESENTES EM Biomphalaria glabrata EXPOSTA A
100 MIRACIDIOS E TRATADA COM HIDROCORTISONA {(GRUPO

IV)
TEMPO DE ESPOROCISTOS
INFECCAQO
* COM REACAO SEM REACAO TOTAL
(DIAS) MEDIA % MEDIA %
3.5 4.33 17,32 20,67 82,68 25
4 3.67 21,12 13,67 78.88 17.33
3 12 67 31,15 28,0 68,85 40,67
6 867 29.22 21,0 70.78 28,67
10 14,0 52.49 12,67 4751 26.67
17 5.0 13,16 33.0 86,84 38
24 5.67 2654 15,67 73,46 21.33
31 2,67 16,29 13.67 83,71 16,33

* Correspondem, respectivamente, a 12, 24, 48, 72 horas ¢ 7, 14, 21 e 28 dias apds o
tratamento.
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FIGURA 16 - REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM
Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH E NAO TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO III)
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FIGURA 17 - REACAO AMEBOCITARIA EM TORNO DOS ESPOROCISTOS PRIMARIOS EM
Biomphalaria glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni da
LINHAGEM BH E TRATADA COM HIDROCORTISONA (GRUPO 1V)
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FIGURA 18 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS COM REACAQ
AMEBOCITARIA AO SEU REDOR, ENCONTRADOS EM Biomphalaria
glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA

LINHAGEM BH E TRATADA OU NAO COM HIDROCORTISONA (GRUPOS
1V E TIL, RESPECTIVAMENTE)
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FIGURA 19 - NUMERO MEDIO DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS SEM REACAQO
AMEBOCITARIA AO SEU REDOR, ENCONTRADOS EM Biomphalaria
glabrata EXPOSTA A 100 MIRACIDIOS DE Schistosoma mansoni DA
LINHAGEM BH E TRATADA OU NAO COM HIDROCORTISONA
(GRUPOS IV E ITI, RESPECTIVAMENTE)
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FIGURA 20 - Corte histologico do ovotestis de Biomphalaria glabrata tratada com
hidrocortisona (Grupo IV) 10 dias apos a infeccio por Schistosoma mansoni.
Observa-se a formag#@o de cercaria em esporocisto secundario maduro. Coloragio por

Tricrémico de Gomori. 430X,
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DISCUSSAO:

Este trabalho visou observar a atuac@io de glicocorticoides (hidrocortisona)
sobre as células que constituem o principal mecanismo de defesa dos moluscos
Biomphalaria glabrara expostos a infeccio por Schistosoma mansoni e a influéncia que tal
atuag@o poderia ter no desenvolvimento do trematédeo em seu hospedeiro intermediario.
Com os resultados obtidos pretende-se contribuir para o conhecimento dos mecanismos de
defesa dos moluscos.

Nosso primeiro passo foi a avaliacio da taxa de infec¢do e sobrevivéncia dos
moluscos durante as semanas posteriores a infec¢fio por Schistosoma mansoni ¢ ao
tratamento com hidrocortisona. Foi avaliado também, de modo quantitativo, a liberagio de
cercarias, comparando tal ocorréncia entre os moluscos que haviam recebido o tratamento
por hidrocortisona e os que nfio receberam tal tratamento. A seguir, observamos de modo
quantitativo as celulas circulantes na hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectadas ou
ndo por Schistosoma mansoni, tratadas ou ndo com hidrocortisona.

A sobrevivéncia dos moluscos infectados foi significativamente menor do
que a dos moluscos ndo expostos a infeccdo, observando-se entretanto que os moluscos
infectados e tratados com hidrocortisona sobreviveram mais, verificando-se ao final da 23°
semana a presenca de moluscos vivos no Grupo IV (moluscos infectados e tratados com
hidrocortisona). Tais moluscos, provavelmente, tiveram condicfes de sobreviver por mais
semanas devido ao fato da menor ocorréncia de processos inflamatérios pelo corpo, gracas

a0 tratamento com hidrocortisona.
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A taxa de infecglo por Schistosoma mansoni apresentada por moluscos
tratados com hidrocortisona (Grupo IV} foi superior aquela apresentada por Biomphalaria
glabrata ndo tratada (Grupo IHI). Os moluscos do Grupo IV iniciaram o periodo de
liberagdo de cercaria primeiro que os moluscos do Grupo 11 e continuaram a libera-la
até a 19° semana, enquanto que apds a 8" semana ndio observamos mais liberagio de
cercarias no grupo de moluscos ndo tratados (Grupo IH). Ficou assim evidente a maior
suscetibilidade a infecg¢lio por Schistosoma mansoni apresentada pelos moluscos do Grupo
IV (tratado com hidrocortisona). Esse resultado mostra que, como ocorre tanto no homem
como em outros animais, a hidrocortisona nos moluscos Biomphalaria glabrata também
tem a ac¢do de favorecer a infecclio. Foi altamente significante o aumento do nimero de
cercarias liberadas pelos moluscos que receberam o tratamento. Como pode ser observado
nas Tabelas 4 e 5, a quantidade méaxima de cercarias liberadas por semana por
Biomphalaria glabrata ndo tratada ndo chegou a 1/5 do numero maximo semanal
apresentado pelo grupo dos moluscos tratados (Grupo IV). Nas mesmas tabelas, podemos
observar ainda que tais resultados ndo se devem unicamente ac aumento do nimero de
moluscos suscetiveis (mais moluscos infectados, maior quantidade de cercarias), mas sim 2
agdo da hidrocortisona sobre a produgdio individual de cercarias de cada molusco, ja que a
maior producio individual de cercarias a cada semana por moluscos do Grupo II (Tabela 4
— molusco 2BglIl, 7* semana) corresponde a apenas 1/5 da méaxima produgiio individual a
cada semana por moluscos do Grupo IV (Tabela 5 — molusco 3BgIV, 15" semana).
Interessante ressaltar que o molusco 3BglV, aquele que na maioria das vezes apresentou o
maior nimero de cercdrias liberadas semana a semana no Grupo IV, foi também o que

conseguiu manter-se vivo liberando cercarias por maior tempo {12 semanas), como pode
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ser observado na Tabela 5. Tal dado confirma o favorecimento & sobrevivéncia dos
moluscos infectados e tratados com hidrocortisona; tal corticéide diminuiria a ocorréncia de
processos inflamatoérios, oferecendo methores condigBes de vida ao molusco e permitindo o
desenvolvimento normal do Schistosoma mansoni em seu hospedeiro.

Segundo NEWTON (1953), RICHARDS (1973), RICHARDS & MERRITT
(1975) ¢ SANTANA ef al (1978) a suscetibilidade ac Schistosoma mansoni é
genéticamente determinada e se constitui num carater herdavel. Outros fatores, como a
idade do molusco, numero de larvas a que o molusco ¢ exposto e a linhagem do
trematddeo, influenciam a suscetibilidade. RICHARDS (1973) e RICHARDS & MERRIT
(1975} observaram que moluscos jovens suscetiveis tornaram-se resistentes quando adultos.

O corticoide deve ter atuado logo apos sua aplicaco, causando modificacdes
no sistema de defesa celular do molusco favorecendo o desenvolvimento dos esporocistos
primarios. Segundo GUA}iALDO ef al. (1981) as primeiras 72 horas de infecgdo sdo
fundamentais para a determinagio da viabilidade das larvas do Schistosoma mansoni
intramolusco.

Analisando os mecanismos de defesa de Biomphalaria glabrata,
confirmamos os dados apresentados por CHENG (1975), CHENG & AULD (1977) e
JEONG & HEYNEMAN (1976). a existéncia de 2 tipos de células na hemolinfa dos
moluscos, representando os granuldcitos a maior sub-populacie de células circulantes. O
outro tipo, os hialinocitos, encontrados em menor propor¢do, possuem papel de defesa
ainda desconhecido. Ha evidéncias preliminares que estas células representam um tipo
primario de células que reagem contra antigenos soluveis (CHENG & GARRABRANT,

1977).
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Os amebocitos comportaram-se de maneira diferente frente ao tratamento
por hidrocortisona. Apesar de granulocitos e hialindcitos terem sofrido o efeito
imunossupressivo da droga, quer em moluscos infectados (Grupo 111 e Grupo 1V), quer em
moluscos ndo infectados por Schistosomia mansoni (Grupo 1 e Grupo II), os granulocitos
foram as células que se apresentaram imais afetadas pelo tratamento, tendo sido sua
quantidade menor nos moluscos tratados. Quanto ao nimero de células circulantes na
hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectados por Schistosoma mansoni da linhagem BH
nfio tratadas com hidrocortisona, nossos achados sdo compativeis com aqueles encontrados
por SANTANA (1990). Nesses experimentos tanto os moluscos como os parasitas haviam
sido mantidos em laboratério de maneira semelhante a utilizada por nés, e o método de
contagem de células fol 0 mesmo.

Apesar de ndo terem sido afetados tio profundamente, também os
hialindcitos foram sempre encontrados em menor quantidade nos moluscos tratados.

Confirmando as observagdes de JOKY er al (1985), SANTANA (1990)
demonstrou aumento do nimero de amebocitos durante as primeiras 72 horas apés a
infeccdo (intensa atividade mitética). SETA er ol (1996) mostraram que quando
submetidos a infecgdo por Schistosoma mansoni, moluscos Biomphalaria glabrata
apresentaram aumento imediato de amebocitos circulantes. A intensa proliferagio celular
ocotre apods estimulo, provavelmente para neutralizar o miracidio no hospedeiro
intermediario. Por que, entdo, num grupo de moluscos dessa espécie, infectados por esse
mesmo trematddeo, quando submetidos ao tratamento com hidrocortisona, o niimero das
células de defesa circulantes na hemolinfa diminuiu ? No ser humano e em outros animais,

a hidrocortisona muitas vezes € usada para reprimir a formacéo de anticorpos (HARPER,
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1971, FERRI ef al. 1977). Visto que houve variagfio quantitativa entre os amebocitos dos
moluscos tratados pelo corticdide e os dos moluscos ndo tratados, podemos sugerir que a
hidrocortisona atua sobre o APO (Orgio Produtor de Amebocitos) dos caramujos (LIE ef
al., 1975), diminuindo, de modo semelhante ao que ocorre em outros animais, a produgio
de suas células de defesa efou talvez dificultando a maturacio das mesmas.

Pudemos notar a existéneia significante da interagfo infec¢io-tratamento na
alteracio do nUmero de granuldcitos, diminuindo a quantidade dos mesmos, ja que os
moluscos que apresentaram uma diminui¢io mais intensa dessas células de defesa foram os
pertencentes ao Grupo IV, ou seja, os infectados por Schistosoma mansoni e tratados com
hidrocortisona. Ja no caso dos hialindcitos comprovou-se estatisticamente a atuagio
somente do tratamento, ou seja, a ndo existéncia de interacdo infec¢io-tratamento. Também
neste experimento ficou clara a ndo atuac@o de nenhum fator ligado ac tempo.

FERRI ¢ al. {1977) relataram o poder de inibi¢io que esterdides cristalinos,
como a hidrocortisona, causam sobre a mobilizagdo dos macrofagos nos homens. Os
granulocitos sdo, assim como os macrofagos, as células de defesa que apresentam
pseudopodos e que tem como fungdo a atividade fagocitaria. Assim, também nos moluscos,
além de afetar quantitativamente as células de defesa na hemolinfa circulante, como ja foi
citado acima, a hidrocortisona atuou diminuindo o niimero de esporocistos com reagdes
amebocitarias. A hidrocortisona nfo sO atuaria sobre o APQO, mas também diretamente
sobre as células de defesa, afetando fisiologicamente as células produzidas, uma vez que,
quando presentes nas reagdes em torno dos esporocistos, ndo foram eficientes o suficiente

para impedir o desenvolvimento do Schistosoma mansoni.
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Os grianulos citoplasmaticos presentes nos granuldcitos sdo tidos como
verdadeiros lisossomos (C’E{ENG & BUTLER, 1979) e as enzimas lisossomais presentes
nesses granulos (CHENG & MOHANDAS, 1985) teriam como fungio a morte ¢ a lise do
material estranho (SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987). As enzimas lisossomais,
formadas por fosfatases dcidas e alcalinas, lisosimas e esterases nfio especificas tem seu
inicio de sintese apds o reconhecimento do material estranho e sua liberagio quando da
migragdo dos grinulos & superficie celular e sua extrusio.

As evidéncias sugerem que reagdo mediada por amebdcitos € a principal
responsavel pela resisténcia 4 infecgio em Biomphalaria glabraia, embora os fatores
humorais possam modular fungdes amebocitarias (BAYNE e7 al., 1980)

A verificagdo da reacfo amebocitaria em torno dos esporocistos mostrou-nos
que a taxa infecgfo, a quantidade de cercarias liberadas, a quantidade de amebécitos
circulantes na hemolinfa do molusco, o niimero de esporocistos degenerados e/ou vidveis e
a presenca de reagdo amebocitaria ao redor do esporocistos estio intimamente
correlacionados.

O Grupo IV (Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni e
tratada com hidrocortisona) foi o grupo que apresentou maior niimero de esporocistos
viaveis, sem reacdo amebocitaria; estas, quando existentes, eram do tipo discretas. Fsse
grupo, composto de moluscos que se encontravam em estado de imunossupressio celular,
havia apresentado menor quantidade de granulécitos circulantes na hemolinfa. Da mesma
maneira que ocorre nos vertebrados, a hidrocortisona mostrou nos moluscos acfio direta
sobre as células fagocitarias, afetando tanto a mobilizagio dos amebdcitos como a produgio

de substdncias que acentuam a fagocitose de microorganismos, evitando reacdes
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amebocitarias em torno das larvas do trematdédeo e promovendo o desenvolvimento do
parasita intramolusco.

Podemos sugerir, a partir de nossos resultados, que, nio havendo a
hidrocortisona anulado totalmente a produgiio amebocitaria do APO, nem mesmo a
atividade fagocitaria, os amebocitos que conseguiram se aproximar dos esporocistos
causaram uma teaglo celular ao redor dos mesmos de forma muito mais discreta que a
encontrada nos moluscos ndo tratados, pois os amebocitos (assim como ocorre com 0s
macrofagos no ser humano) quando afetados pela hidrocortisona, sofreriam inibicdo de sua
habilidade de penetrar nas areas traumatizadas.

Os granulocitos, como foi citado anteriormente, foram mais afetados que os
hialinocitos; a diminuicdo no nimero de amebocitos com capacidade em imobilizar
helmintos pela encapsulaciio (LIE ef al, 1987) foi mais um fator que favoreceu a nio
ocorréncia e/ou ocorréncia mais discreta de reagdes amebocitarias em moluscos tratados
com hidrocortisona.

Segundo RENWRANTZ & CHENG (1977), SCHOENBERG & CHENG
(1980), VAN DER KNAAP & LOKER (1990), existem fatores do soro que provavelmente
influenciam ¢ mecanismo de defesa dos moluscos, como as lectinas e os polipeptideos
livres. As lectinas, presentes no soro da hemolinfa e na superficie dos amebécitos, segundo
MULLAINADHAN & RENWRANTZ (1986), sdo as responsaveis pela formacio de
pontes entre carboidratos das células e as particulas estranhas. Atuam ainda como
opsoninas crtofilicas, que aumentam a adesfio de particulas estranhas (RENWRANTZ &
STAHMER, 1983 VAN DER KNAAP & LOKER, 1990). Outros pesquisadores, como

LIE er al. (1980), LOKER ez af. (1982), MICHELSON (1964), também acreditam que



componentes plasmaticos ndo celulares devem estar envolvidos na resposta dos moluscos
frente aos miracidios. Porém, segundo SMINIA & VAN DER KNAAP (1987) sdo os
proprios amebocitos os produtores de substincias encontradas na hemolinfa do molusco
atuando em seus mecanismos de defesa. SCHOZAWA & KUMADA (1986) demonstraram
a produgdo de radicais de oxigénio pelos amebécitos de Biomphalaria glabrata apos o
estimulo com material estranho; produgdo essa que, para DIKKEBOON et al. (1988), é tida
como um mecanismo pelo qual as células da hemolinfa desses moluscos matam parasitas.
Uma falha dos amebocitos em produzir radicais de oxigénio poderia ser um dos fatores que
determinariam a suscetibilidade a um parasito como Schistosoma mansoni. Teria a
hidrocortisona uma a¢o sobre os componentes nio celulares do molusco?

LOKER & BAYNE (1982) afirmaram que a habilidade dos moluscos em
destruir os esporocistos pode ser atribuida mais ao processo de defesa celular do que aos
componentes plasmaticos ndo celulares, colocando a reagiio amebocitaria como o fator de
maijor importancia no sucesso do combate & infecgdo. No entanto, ALLEGRETTI (1994)
referiu que os mecanismos celular e humoral sdo dependentes, isto é, s6 a presenca de
células ndo € o suficiente para eliminar o parasito, assim como somente o plasma (soro)
também ndo o elimina.

Em nossos experimentos histologicos do desenvolvimento do esporocisto e
das reaghes amebocitarias), observamos que a maior parte dos esporocistos era do tipo
viavel no Grupo IV, grupo dos moluscos infectados por Schistosoma mansoni e tratados
com hidrocortisona (Tabelas 12 e 13; Figuras 15 e 22); essa observacio explica a maior
liberagdo de cercarias pelos moluscos desse grupo em um nimero muito maior que o

liberado pelos moluscos ndo tratados. A suscetibilidade ao Schisfosoma mansoni foi tio
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elevada neste grupo que todos os moluscos se infectaram e em todos os periodos de
observacdo enconiramos esporocistos vidveis, o que ndo ocorreu com Biomphalaria
glabrata do grupo ndo tratado com hidrocortisona.

Confirmando o que ja fora observado nos experimentos para determinagio
do nimero de cercarias produzidas, verificamos através da observacio dos cortes
histologicos a precocidade do desenvolvimento do Schistosoma mansomni em moluscos
tratados com hidrocortisona, onde verificamos a presenca de esporocistos secundarios
maduros 10 dias apos a exposicio aos miracidios, enquanto em moluscos ndo tratados,
esporocistos secundarios maduros so6 foram notados com 24 dias de infecgio.

Os esporocistos primarios de Schistosoma mansoni costumam se localizar no
pé, cabega, tentaculos, colar do manto e outras regides, restringindo-se as areas mais
expostas a infecgdo. Acredita-se que ndio exista, de modo especifico, um orgdo oferecendo
methores condigdes para o desenvolvimento do esporocisto primario e, portanto, os
diferentes Orgdos comportam-se de maneira igual com relagdo a tais esporocistos na
primeira semana. Eles permanecem na regio de entrada por varias semanas, possivelmente
até esgotar sua capacidade reprodutiva (GUARALDO, 1981).

Compativelmente com as informagdes acima citadas, em nossos
experimentos tanto nos moluscos tratados com hidrocortisona (Grupo 1V) como naqueles
ndo tratados (Grupo III), a localizagio dos esporocistos primérios se deu na regido

cefalopodal.



Foi ainda interessante notar que, considerando-se quantidade de esporocistos
primarios vidveis, a analise estatistica revelou interagdo entre tempo e tratamento, enquanto
que para Os esporocistos priméarios degenerados ndo houve evidéncia de interaciio nem de
efeito de tratamento. Notou-se ainda que, além de reduzir drasticamente a proporgio de
reagdes amebocitarias em tomo dos esporocistos, o tratamento com hidrocortisona
promoveu pequeno aumento na reducgiio de tais reagdes com o passar do tempo.

Quanto aos esporocistos secundarios, PAN (1965) afirma que, para a maioria
dos sistemas caramujo-schistosoma, geralmente sdo distribuidos ao acaso no tecido
conjuntivo interlobular da glindula digestiva. Alguns casos observados por SCHUTTE
(1975) mostraram que a densidade de esporocisios secundarios de Schistosoma mansoni
seria maior na por¢do distal da glandula digestiva do molusco do que na porgiio proximal.
Foi mostrado que apenas uma parte dos numerosos esporocistos secundarios produzidos
pelos esporocistos primarios migra diretamente em diregio a glandula digestiva do
caramujo onde vai dar origem a cercarias. A outra fragdo dos esporocistos secundarios
mantem-se localizada na regido cefalopodal do caramujo, onde a maioria dard origem a
novos esporocistos filhos.

Em nossos experimentos, 0s esporocistos secundarios em moluscos de
ambos os grupos foram principalmente encontrados na regifio cefalopodal, tentaculo, colar
do manto, ureter, hepatopéncreas, ovotestis e intestino,

Ficou evidente que a distribui¢io dos esporocistos no corpe do molusco nio

mostrou diferencga significativa entre os grupos.
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Podemos sugerir, baseados em todos os experimentos realizados, que a
hidrocortisona, assim como ocorre no ser humano e em outros animais, apresentaria no
molusco Biomphalaria glabrata efeito imunossupressivo e anti-inflamatorio. Com a
diminuigdo dos processos inflamatorios o molusco teria melhores condigdes de vida,
sobrevivendo mais. Devido & diminui¢io da quantidade e da atividade das células de defesa
do molusco, Biomphalaria glabrata apresentaria maior facilidade para se infectar por
Schistosoma mansoni, havendo uma maior produgiio de esporocistos, a maioria deles
permanecendo-se viaveis, sem reagiio amebocitaria ao seu redor, permitindo eliminacio de

maior nimero de cercaria
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CONCLUSOES

A infecglio por Schistosoma mansoni determinou menor sobrevivéncia dos moluscos,
porém moluscos tratados com hidrocortisona e submetidos a infecgdo sobreviveram
mais que moluscos ndo tratados e infectados

Moluscos Biomphalaria glabrata que receberam tratamento com hidrocortisona (Grupo
IV) apresentaram maior suscetibilidade & infec¢fio por Schistosoma mansoni, quando
comparados com moluscos nfo tratados (Grupo HI).

Moluscos Biomphalaria glabraia tratados com hidrocortisona e infectados por
Schistosoma mansoni {Grupo 1V) iniciaram periodo de liberagdo de cercarias primeiro
que o grupo nao tratado (Grupo M), e continuaram a libera-las por um periodo maior
que os moluscos do Grupo 111

O namero de cercarias liberadas pelo grupo de moluscos Biomphalaria glabrata
tratados com hidrocortisona (Grupo 1V) foi bem maior que o liberado pelo grupo de
moluscos nao tratados (Grupo 1H).

A liberagdo individual de cercarias por moluscos do Grupo 1V foi 5 vezes maior que a
liberacdo pelos moluscos do Grupo 11

Notou-se interagdo infecgdo-tratamento na alteragio do nimero de amebdcitos, ja que a
diminuigdo mais intensa de tais células ocorreu nos moluscos do Grupo IV (infectados

por Schistosoma mansoni ¢ tratados com hidrocortisona). Os granulocitos foram os

amebocitos mais afetados pelo tratamento.
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Moluscos Biomphalaria glabrata infectados por Schistosoma mansoni € que receberam
tratamento ¢om hidrocortisona (Grupo IV) apresentaram maior nlimero de esporocistos
viaveis que os do Grupo Il (infectados, nfo tratados).

Nos moluscos Biomphalaria glabrata infectados por Schistosoma mansoni e nio
tratados com hidrocortisona (Grupo III) foi encontrado maior nimero de esporocistos
degenerados, apresentando reagdes amebocitirias mais intensas ao redor dos
esporocistos, enquanto que nos moluscos tratados com hidrocortisona {Grupo TV) tais
reagdes, além de menos frequentes tinham, quando existentes, aparéncia discreta.
Tratamento e tempo foram significantes, havendo interaciio entre ambos, com relagio
ao nimero de esporocistos primarios viaveis.

Nzo houve evidéncia de interagio nem de efeito de tratamento, considerando-se a
quantidade de esporocistos primarios degenerados.

Houve ocorréncia de drastica redugdo quanto & proporgio de reagdes amebocitarias em
torno dos esporocistos, redugldio essa que se mostrou levemente maior com o tempo.

O tratamento com hidrocortisona nfio influiu na distribuicdo dos esporocistos pelo
corpo dos moluscos.

Em sintese, podemos sugerir que a hidrocortisona atua sobre as células de defesa dos

moluscos, diminuindo sua atividade sobre o trematddeo, levando a producio de maior

mimero de larvas infectantes.

Ee¥s)
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SUMMARY

Hydrocortisone (cortisol} is the main example of a drug which presents anti-
inflammatory and immunosupressive effects in mammals like other compounds as
corticosteroids, suprarenal hormones with steroid formation or any others with similar
activities. Its main activity is on the cell defence and is used in the infection and allergy
cases best inhibiting primary than secondary response.

The internal defence system of molluscs are constituted by humoral and cell
mechanisms. Two types of amoebocytes, the cell defence in molluscs are found: hialinocyte
and granulocyte. The second type is similar to the macrophage of mammals and is
responsible for the phagocytic activity.

Experiments were conducted to verify the mode of action of hydrocortisone
over the haemolimph cells of Biomphalaria glabrata infected with BH strain of
Schistosoma mansoni miracidia and its developmental influence in the intermediate host.
Survival of molluscs, rate of infection, number of released cercaria, haemolymph
circulating amoebocytes, amoebocyte reaction around the sporocysts were verified.
Molluscs treated with hydrocortisone exhibited less circulating amoebocytes in the
haemolymph, more susceptibility to the infection, more production and precocious release
of cercaria and predominance of viable sporocysts without secondary sporocysts. These
results which are compatible among them, suggest similar mode of action of hydrocortisone
in the defence system of Biomphalaria glabrata and human been causing
immunosupression. This action would facilitate the Schistosoma mansoni development in

its intermediary host.
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