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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca que no Brasil ainda € um sério problema de
saude publica. Alteragcdes ambientais, comportamentais e imunoldgicas ocorridas
nos seus hospedeiros intermediarios podem predizer o sucesso ou ndo de uma
infeccdo. As alteracBes ocorridas durante o desenvolvimento de uma infecgéo
envolvem fatores internos e externos ao molusco. Dentre os internos as alteragdes
celulares (hemdcitos) e humorais (soro) tém sido bastante estudadas. Em relacao
aos externos a temperatura foi um dos fatores por nds escolhido para se avaliar a
sua importancia na relagdo molusco-parasito, principalmente porque a quase
totalidade dos trabalhos abordando este assunto data da década de 50. Este
trabalho teve como objetivo estudar a resisténcia ou susceptibilidade de moluscos
do género Biomphalaria frente a infeccdo pelo S. mansoni diante de fatores
enddgenos e exogenos. Hemacitos de B. glabrata foram obtidos conforme técnica
preconizada e avaliados quanto a sua capacidade fagocitaria, utilizando a técnica de
reducdo do MTT, um sal de formazan, sendo seus valores quantificados por
absorbancia a 570 nm. Caramujos B. glabrata foram também infectados nas
temperaturas de 15°C, 20°C e 30°C e analisados quanto a eliminacdo de cercarias
aos 30 e 60 dias pés-infeccdo (DPI). Em outro experimento, um grupo de B.
tenagophila (CF)- susceptivel, recebeu soro de B. tenagophila (Taim) - resistente,
sendo posteriormente infectados pelo S. mansoni e observados quanto a alteracéo
do nivel de resisténcia. Nossos resultados mostram que o comportamento dos
hemdécitos quanto a sua atividade fagocitaria apresentou diferenca significativa entre
0S grupos B. glabrata ndo infectado no seu estado basal comparado com o grupo
ndo infectado e resfriado, como também os mesmos grupos quando ativados pelo
zymozan. Um outro dado obtido mostra que a diminuicdo da temperatura influencia
no desenvolvimento da infecgdo com diferencas significativas (p<0,05) entre 15°C e
30°C. Observamos também que a transferéncia de soro conferiu um aumento no
namero de caramujos resistentes originalmente susceptiveis em torno de 50% em
comparacao ao grupo ndo imunizado (p<0.05). A extrapolacdo destes dados pode
levar a um melhor entendimento da esquistossomose sobre o ponto de vista
epidemiolégico. Os resultados obtidos nos permitem concluir que a atividade
fagocitaria dos hemacitos de B. glabrata é influenciada pela temperatura, e que esta
influi diretamente na capacidade de infeccdo de B. glabrata pelo S. mansoni.
Observamos também que a transferéncia de soro de B. tenagophila resistente para
B. tenagophila susceptivel, aumentou a resisténcia desta Ultima ao Schistosoma
mansoni.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, hemdcitos,
temperatura, MTT.



ABSTRACT

Schistosomiasis is one illnesses that in Brazil still is a serious problem of public
health. Ambient, mannering and immunological alterations occured in its
intermediate hosts can predict the success or not of one infection. The
alterations that occured during the development of an infection involve internal
and external factors on the molusc. Among the interns the cellular alterations
(hemocytes) and humoral (serum) have been sufficiently studied. In relation to
external the temperature was one of the factors chosen for us to evaluate its
importance in the relation snail-parasite, mainly because almost the totality of
the works approaching this subject dates of the fifty decade. This work had as
objective study the resistance and susceptibility of snails of the genus
Biomphalaria ahead of the S. Mansoni infection in front of endogenous and
exogens factors. Hemocytes of B. glabrata had been gotten according to
praised technique and evaluated about its fagocitary capacity, using the
technique of reduction of the MTT, being its values quantified for absorbancy
570mm. B. glabrata snailswere also infected in the temperatures of 15°C, 20°C
and 30°C and analyzed about the elimination of cercaries to the 30 and 60 days
after-infection (DPI). In another experiment, a group of B. tenagophila (CF) -
susceptible, received serum from B. tenagophila (Taim) - resistant, being later
infected by the S. mansoni and observed about the alteration of the resistance
level. Our results show that the behavior of the hemocytes about its fagocitary
activity presented significant values between B. glabrata groups not infected in
its compared basal state with the not infected and cooled group, as also the
same groups when activated by zimozan. Another gotten data shows that the
reduction of the temperature influences in the infection development with
significant differences (p<0,05) between 15°C and 30°C. We also observe that
the serum transference conferred an increase in the number of resistant snails
originally susceptible around 50% in comparison to the group not immunized
(p<0.05). The extrapolation of these data can take to one better understanding
of schistosomiasis on the epidemiologist point of view. The results gotten allow
us to conclude that the fagocitary activity of the hemocytes of B. glabrata is
influenced by the temperature, as also that the transference of serum of B.
tenagophila resistant for B. tenagophila susceptible, increased the resistance of
this last one. Finally, we can also affirm that the temperature influences directly
in the capacity of infection of B. glabrata by the S. mansoni.

Key-words: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, hemocitos,
temperature, MTT.
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1.INTRODUCAO

1.1. Descricéao

Na classe Trematoda encontramos a familia Schistomatidae, que
apresenta sexos separados e sdo parasitas de vasos sanglineos de aves e
mamiferos. Esta familia € dividida em duas subfamilias: Bilharzielinae e
Schistosomatinae. Na primeira encontramos parasitos de aves e alguns mamiferos,
com excecdo do homem. A segunda apresenta dimorfismo sexual (subclasse
Digenea) e contém espécies parasitas de aves e mamiferos. Podemos relacionar
as seguintes espécies de trematodas que, freqientemente, parasitam o homem em
diversas regibes do mundo: Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium,
Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum, Schistosoma mekongy,
Paragominus westermani, Paragominus peruvianus, Clonorchis sinensis,
Fasciolopsis buski, Heterophyes heterophyes, Metagominus yokogawy,
Gastrodiscoidis hominis e Fasciola hepética (COELHO, 1995).

Das espécies citadas, as pertencente ao género Schistosoma apresentam
maior importancia, pelo seu inegavel peso no contexto da saude publica mundial.
Neste género, destacam-se quatro espécies: Schistosoma haematobium,
Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni. Estima-se que existam trezentos
milhdes de pessoas em risco de infecgcdo, e cerca de duzentos milhdes de
infectados por uma das formas de esquistossomose em todo o mundo (PUBLIC ...,
1993). Na América do Sul, o S. mansoni esta distribuido pelo Brasil, Venezuela e
Suriname (ROLLINSON; SOUTHGATE, 1987). No Brasil, de acordo com as
estimativas oficiais, existem no minimo 2,5 milh6es de portadores de
esquistossomose e cerca de 25 milhdes de individuos expostos ao risco de contrai-
la (PASSOS; AMARAL, 1998).

Schistosoma haematobium é o agente etiolégico da esquistossomose
vesical ou “hemataria do Egito” é encontrado no norte da Africa, especialmente no
Delta do Nilo. Também ocorre no Iémen, Arabia Saudita e no Oeste da india. Utiliza

como hospedeiros intermediarios moluscos do género Bulinus.



Schistosoma japonicum, causador da esquistossomose japonica ou
moléstia de Katayama, uma forma de esquistossomose intestinal € encontrado na
China, Japao, Filipinas e Sudeste Asiatico e tem como hospedeiros intermediérios
moluscos do género Oncomelania.

Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907) causador da Xistose ou Doenca
de Manson e Pirajd da Silva € uma forma de esquistossomose intestinal. Esta
espécie originaria da Africa foi introduzida no Brasil na época colonial através do
trafico de escravos. Fatores como a presenca de hospedeiros intermediarios ideais
para a sua adaptacdo, e migracfes internas partindo da zona canavieira do
Nordeste, para o interior e litoral fizeram com que a esquistossomose mansoénica
tivesse uma ampla dispersao por todo territorio brasileiro e dai se dispersado para
Ameérica do Sul, Central e Caribe (FILES, 1951 e CAMARGO, 1979) . E um parasita
heteroxénico, que requer como hospedeiro intermediario, caramujos do género
Biomphalaria. O homem constitui, em condi¢cfes naturais, o principal hospedeiro
definitivo, onde ocorre o ciclo sexuado. O caramujo hospedeiro intermediario € um
molusco aquatico da familia Planorbidae, incluido no género Biomphalaria, cujo
"habitat” natural sdo cursos de agua de pouca ou nenhuma correnteza, lagos de
pequeno porte, brejos, valetas de irrigacdo, hortas e outros (PASSOS et al., 1998).

Ocorre um fendbmeno de adaptacdo dos trematodas da subclasse
Digenea aos seus hospedeiros intermediarios, onde muitas vezes este hospedeiro
intermediario adequado acha-se restrito a uma uUnica espécie ou mesmo a
determinadas linhagens geograficas de gastropoda (ABDEL; MALEK, 1950). O
estudo sobre a susceptibilidade de linhagens de caramujos frente a cepas
geograficas do parasito € fundamental, pois, indica a probabilidade de uma

determinada area vir a se tornar endémica.(BEZERRA, 1998) (Figura 1).
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Figura 1: Areas endémicas e focais da esquistossomose mansoni no Brasil no ano
de 1986. Fonte: Paraense, 1986.

1.2 Ciclo evolutivo

O miracidio, que representa a forma infectante do S. mansoni para
moluscos do género Biomphalaria, € um organismo muito mével quando em meio
aguatico, gracas aos numerosos cilios que lhe revestem a delgada cuticula e ao
seu sistema muscular. Decorridas 48 horas ap0s penetrar no interior do molusco
hospedeiro intermediario, o miracidio perde a mobilidade e se transforma num
esporocisto primario ou esporocisto I, contendo de 50 a 100 células germinativas.
Cada uma destas células dara origem a quatro esporocistos secundarios ou
esporocisto Il, e este, por um processo de reproducdo assexuada, dard origem a
milhares de cercarias. Finalmente, apds quatro a sete semanas da infec¢cdo do
molusco, este comeca a liberar as cercérias. E sob a forma de cercérias que o S.
mansoni infecta o hospedeiro definitivo, penetrando ativamente na pele do homem,

por meio de acdo combinada da secrecdo litica das glandulas anteriores e dos



movimentos vibratorios intensos. Uma vez nos tecidos do hospedeiro definitivo, as
cercéarias perdem a cauda e se transformam em esquistossdmulos. Estes caem na
circulacdo sanguinea e/ou linfatica, atingem a circulagdo venosa, vao ao coragao e
aos pulmdes, retornando posteriormente ao coracdo, de onde séo lancados através
das artérias aos pontos mais diversos do organismo. O figado se constitui no 6rgao
preferencial de localizacdo do parasita, onde estas formas jovens se diferenciam
sexualmente e crescem, alimentando-se de sangue. Ainda imaturos, 0s parasitas
migram para a veia porta, passando dai as suas tributérias mesentéricas, onde
completam a evolugcdo. A partir da terceira semana da penetracdo das cercarias
ocorre a migracao dos vermes para as veias mesentéricas. Os vermes adultos se
localizam no figado e nos ramos terminal das veias mesentéricas onde se dara
inicio as posturas. Ainda imaturos, 0os ovos migram da luz do vaso para a luz
intestinal, provocando assim micro hemorragias e areas de inflamacéo
responsaveis pelo aparecimento da diarréia muco-sanguinolenta e outros distirbios
gastrointestinais. Uma fémea de S. mansoni produz cerca de 300 ovos diarios, dos
quais apenas 25 a 35% sao eliminados pelas fezes. Os ovos que nao conseguem
atingir a luz intestinal por ficarem retidos nos tecidos, ou porque foram depositados
em vasos de outros orgaos, como o figado, bem como aqueles que refluem
passivamente para o parénquima hepatico, sdo os responséveis pela formacédo de
microgranulomas que posteriormente poderdo ocluir, total ou parcialmente, o fluxo
sanguineo, ocasionando toda a sintomatologia da doenca em suas formas mais
graves. Durante o processo de migracdo dos ovos (cerca de uma semana) a
maturacdo € ultimada. Organiza-se entdo em seu interior, o embrido, que é

denominado miracidio, iniciando ent&o, novo ciclo (COELHO, 1970).

1.3 O molusco

A classe Gastropoda apresenta interesse em termos de parasitologia
humana e animal. Esta se divide em trés subclasses, sendo que somente as
subclasses Pulmonata e Prosobranchia, contém espécies que podem infectar o
homem. A subclasse Pulmonata difere das demais por apresentar um saco



pulmonar no lugar das branquias, auséncia de opérculo e coracdo com duas
cavidades, uma auricula e um ventriculo. Trés ordens integram esta subclasse,
sendo a Basommatophora a ordem que contém os moluscos transmissores da
esquistossomose nas Américas. Esta ordem é formada por moluscos dulciculas,
com um unico par de tentaculos moéveis nao retrateis, e com olhos sésseis situados
junto a base dos tentaculos (Basom-base, Omathos-olhos). Das familias que
formam esta ordem, apresentam maior interesse a familia Lymnaeidae, com o
género Lymnaea, hospedeiro intermediario da Fasciola hepéatica e a familia
Planorbidae, onde € encontrado o género Biomphalaria (SOUZA; LIMA, 1990).

O género Biomphalaria apresenta concha do tipo discéide, com diametro
variando de 7 a 40 mm, com uma zona central profunda, chamado umbigo, em
ambos os lados da concha (Bis-duplo, Omphalos-umbigo). Apresentam a hemolinfa
vermelha, devido a hemoglobina solivel e tubo renal em J. Sdo hermafroditas
podendo autofecundar-se, mas preferencialmente realizam fecundacéo cruzada o
gue possibilita maior troca de material genético (VIANEY-LIAUD; DUSSART,1994).

Dez espécies do género Biomphalaria ja foram descritas no Brasil. Sdo
elas: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria straminea,
Biomphalaria amazobnica, Biomphalaria peregrina, Biomphalaria occidentalis,
Biomphalaria intermedia, Biomphalaria schrammi , Biomphalaria oligoza e
Biomphalaria kuhniana (PARAENSE, 1972). Destas, apenas as espécies
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea foram
encontradas naturalmente infectadas pelo S. mansoni sendo, portanto, as
transmissoras da esquistossomose mansoni nas Ameéricas (SOUSA,; LIMA, 1990).

A Biomphalaria glabrata apresenta concha de até 40 mm de didmetro por
11 mm de largura, seis a sete giros arredondados; periferia arredondada, tendendo
para direita, sendo considerado o maior molusco da familia planorbidae. E
encontrado numa faixa continua em todos os Estados brasileiros situados entre o
Rio Grande do Norte e o Parand, tendo sido descrito focos no Para, Maranhéo e
Piaui. Constitui-se no mais eficaz vetor da esquistossomose, com taxas de
positividade de até 70% (PARAENSE, 1972).

Giovanelli et al. (2001) estudaram a densidade populacional de
Biomphalaria glabrata no Estado do Rio de Janeiro, bem como a variagdo sazonal



na sua taxa de infeccdo pelo S. mansoni. Foi observado que o regime de chuvas
influencia negativamente a populacdo de moluscos, e que durante o periodo de
estiagem, parece haver uma maior ocorréncia da infeccdo dos mesmos.

A Biomphalaria tenagophila apresenta concha com até 35 mm de
diametro e 11 de largura, sete a oito giros com carena em ambos os lados, porém
mais acentuada a esquerda. Estd mais restrita ao sul do pais, mas também é
encontrada no oeste do Mato Grosso do Sul, sul da Bahia e leste do Rio de Janeiro
até Rio Grande do Sul (SOUSA; LIMA, 1990).

Biomphalaria straminea possui concha com até 16,5 mm de diametro e 6
mm de largura, cinco giros arredondados, crescendo mais rapidamente em
diametro; lado direito tendendo a aplanar-se. E encontrado em quase todas as
bacias hidrograficas do Brasil. E a espécie predominante no nordeste do Brasil,
principalmente na regido do semi-arido, sendo a Unica das espécies transmissoras
da esquistossomose encontrada no Estado do Ceara. (PARAENSE, 1977).

Gazin et al. (2000) fizeram um registro sobre a ocorréncia de vetores da
esquistossomose em acudes do sertdo Pernambucano, tendo sido registrada a
ocorréncia de Biomphalaria straminea em aguas que possuem caracteristicas
fisico-quimicas favoraveis a proliferacdo de tal molusco, abrindo a possibilidade da
introducéo da esquistossomose naquela regiéo.

Marchiori (1999) relatou a ocorréncia de Biomphalaria straminea no sul do
Estado de Goias onde foram analisados 30 exemplares coletados em Cachoeira
Dourada de Goias, ndao tendo sido encontrado nenhum exemplar eliminando
cercarias.

Barbosa et al. (2000) realizaram um estudo sobre a ecoepidemiologia da
esquistossomose urbana na ilha de Iltamaraca- PE, sendo a Biomphalaria straminea
a Unica espécie encontrada na regiao.

A distribuicdo destas espécies no Brasil, varia de acordo com a regido,

conforme mostra a figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo das espécies transmissoras do S. mansoni no Brasil no ano de
1998. Fonte: NEVES, D.P, 2000.

1.4 Variacao na infectividade do molusco

A existéncia de uma imunidade natural a infeccdo por Trematoda foi
observada por alguns autores (PORTER, 1938; COLBERTSON, 1941 e FILES,
1951) em diversas espécies de moluscos. Mesmo em espécies que comumente se
infectam, observa-se grande variacdo na susceptibilidade, indicando ser este nao

apenas um carater de espécie, mas também racial.

Paraense e Correa (1963) trabalhando com uma cepa de S. mansoni e
utilizando a infeccéo individual, conseguiram elevados indices de infeccdo (66 a
100%) com B. tenagophila originarios da mesma populacédo onde Piza et al. (1959)



havia encontrado apenas 48% de infeccdo natural. SupBe-se que as diferencas
observadas entre os indices de infeccdo experimental e natural, se devem ao fato
de que na infeccdo natural ocorre um ajuste fisioldgico prévio entre o molusco e a
cepa local do parasito.

Borda e Pellegrino (1976) estudaram a susceptibilidade de B. tenagophila
oriundas de distintas areas geograficas, a duas cepas de S. mansoni, encontrando
variacdes no numero de caramujos susceptiveis de 0 a 93,3%.

Souza et al. (1995) estudaram o desenvolvimento do S. mansoni cepa AL
em B. tenagophila (Belo Horizonte-MG) em B. straminea (Paracatu-MG) e B.
glabrata (Belo Horizonte-MG) encontrando indices de infeccdo de 11,3% para B.
straminea, 32,6% para B. tenagophila e 75,3% para B. glabrata.

Guimardes et al. (1997) estudaram a susceptibilidade de B. glabrata (BH)
a infeccao pelo S. mansoni cepa LE (Belo Horizonte-MG) avaliando as variagdes no
periodo pré-patente e na compatibilidade. Foi observada, trinta dias apds a infec¢éo
experimental, uma forte reacao tecidual de encapsulamento de larvas nos moluscos
gue eliminavam menos de 10 cercarias diariamente. Nos exemplares eliminando
mais de cem cercarias por dia, aparentemente ndo foram observadas reacfes
teciduais. Esses estudos mostraram a possibilidade do molusco B. glabrata,
parcialmente resistente, manter o parasita por varios meses sem eliminar cercarias
e sem dano aparente para ambos, devido a reduzida emergéncia de cercarias no
molusco parcialmente resistente, causando menor lesdo tecidual. Este grupo
apresentou maior sobrevida que o grupo altamente susceptivel.

Ocorre um interessante fendbmeno de parada do desenvolvimento
parasitario intramolusco quando o molusco, por desidratacdo entra em anidrobiose
(estivacéo). Este estado de anidrobiose ocorre de forma lenta e progressiva na
natureza, ocorrendo nos periodos de estiagem prolongada. O S. mansoni, na fase
de esporocisto | nestes caramujos, acompanha o metabolismo do hospedeiro,
gastando o minimo de energia vital. Quando a infeccédo esta mais adiantada na fase
de esporocisto Il (acima de 21 dias) ocorre cura parasitolégica. Ao retornarem as
condicdes ideais de sobrevivéncia dos moluscos, isto €, com a chegada de agua
nos criadouros no periodo das chuvas, os caramujos retornam rapidamente a sua
condicdo biologica normal, sendo acompanhados pela retomada da evolucao

daqueles esporocistos na fase inicial da infeccdo (BARBOSA, 1962).



Souza et al. (1998) realizaram um estudo sobre moluscos limnicos da
microrregido de Belo Horizonte MG, com énfase em vetores de parasitoses. Do
total de moluscos capturados 61,3 % pertenciam ao género Biomphalaria (B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea) com taxa de infeccéo de 0.7%.

Pino et al. (1999) estudaram a compatibilidade entre nove cepas de B.
glabrata de areas endémicas e ndo endémicas na Venezuela a uma cepa local de
S. mansoni tendo encontrado variagdes no periodo pré-patente intramolusco bem

como na quantidade de cercarias eliminadas.

1.5 Fatores que alteram a susceptibilidade de moluscos ao

Schistosoma mansoni.

1.5.1 Fatores Celulares

A manutencdo do ciclo vital do S. mansoni em seus hospedeiros,
comportamento biolégico do miracidio e dos moluscos hospedeiros, dos
intermediarios sofre influéncias do ambiente natural onde ele ocorre, dos
mecanismos de defesa dos caramujos potencialmente transmissores e, também,
dos mecanismos de adaptacdo do parasito aos seus hospedeiros intermediarios
(COELHO, 1995).

Entre os fatores enddgenos envolvidos na interacdo molusco-trematédio,
0 mais importante, esta relacionado ao sistema de defesa dos gastropodes. Este
difere do sistema imune dos vertebrados, devido a auséncia de linfocitos,
imunoglobulinas e resposta a antigeno especifico, porém, mantém a capacidade de
descriminar entre o “préprio” e o “ndo préprio” (BAYNE, 1980). O sistema de defesa
é formado por elementos celulares e humorais. O componente celular do sistema
de defesa é formado por células moveis, com capacidade fagocitaria, chamadas
hemacitos. Alguns autores reconhecem a existéncia de diversas subpopulacdes de
hemacitos, dependendo da sua idade (DIKKEBOOM et al., 1984), do seu conteudo
enzimatico (GRANATH; YOSHINO, 1983) ou dos seus determinantes de
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superficies (YOSHINO; GRANATH, 1985). Em um trabalho prévio (JOKY et al.,
1983) definiram quatro tipos de hemdcitos caracterizados pela sua morfologia
associada a sua capacidade de ligacdo a diferentes lectinas de superficie ou por
anticorpos monoclonais.

Hemocitos de moluscos sdo altamente eficientes no reconhecimento e
encapsulamento de particulas invasoras, tendo sido observado a formacédo de uma
grande massa fagocitica, em resposta a injecao de particulas de material estranho.
Quando o miracidio do S. mansoni penetra ativamente um caramujo resistente, o
encapsulamento acorre dentro de poucas horas ap0s a invasdo, em contraste com
a muito débil ou indetectavel resposta em individuos susceptiveis (FRYER; BAYNE,
1990).

Estas células fagociticas representam a principal arma eferente da
imunidade. Sua identificacdo e caracterizacdo formam a base do entendimento do
seu papel na sobrevivéncia e protecdo de moluscos hospedeiros intermediarios
(LIE et al., 1987).

A fagocitose por células circulantes € 0 mais comum mecanismo imune
celular em invertebrados, ja tendo sido realizados diversos estudos “in vitro” e “in
vivo” em uma variedade de microorganismos. Estudos de fagocitose realizados
com hemacitos de moluscos indicam que os fatores plasmaticos sao importantes no
reconhecimento de particulas estranhas (FRYER; BAYNE, 1989).

Os hemacitos constituem um bom modelo para estudo “in vitro” da
fagocitose, devido a capacidade destes de fagocitar e encapsular material estranho.
(MATRICON-GONDRAM; LETOCARD, 1999).

A determinacd@o da atividade fagocitaria destas células frente a variados
fatores € de grande importancia sob o ponto de vista da relacdo Parasito-
Hospedeiro. A quantificacdo dos hemdcitos e a sua atividade fagocitaria é feita
utilizando-se respectivamente o vermelho neutro e a redugédo do MTT, um sal de
tetrazole (Bezerra et al., 1997). Esta é uma técnica alternativa, que nédo utiliza
radioisotopos, ja de uso consagrado para medir a mitogénese em linfécitos (DALY
et al.; 1995) e a citotoxicicidade em células de mamiferos. Trata-se de um método
colorimétrico, inicialmente descrito por Mosmann, (1983) baseado na medida da
reducdo do 3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium brometo (MTT) por

11



células viaveis e a sua leitura é feita em espectrofotdmetro. Este ensaio é versatil e
guantitativo e representa um significante avanco sobre técnicas comumente

utilizadas de ensaios de proliferacéo e citotoxicidade.

1.5.2 Fatores Plasméticos

A resposta humoral também ocorre nos moluscos. Geralmente, quando
um Trematoda penetra no tegumento de um molusco, este entra em um ambiente
hostil e a menos que o perfil genético do molusco e Trematoda sejam precisamente
concordantes, o invasor serd morto em minutos a poucas horas (SAPP; LOKER,
2000). Os varios fatores soluveis encontradas na hemolinfa de moluscos foram
revisados em detalhe por Ey e Jenkins.(1982). Estes fatores incluem: Aglutininas e
opsoninas, enzimas e inibidores enzimaticos, substancias reativas de grupos
sanguineos e substancias imobilizadoras de miracidios. Diferentemente dos
vertebrados a imunidade humoral nos moluscos € mediada por lectinas, que séo
proteinas sintetizadas por hemdcitos, com afinidade especifica a carboidratos
(ZELK et al.,1995).

Bayne et al. (1980) ao estudarem o efeito do soro de B. glabrata
resistentes sobre a capacidade fagocitaria de hemdcitos de susceptiveis,
observaram que existe uma interacdo entre fatores plasmaticos (aglutininas) e os
hemacitos no processo de encapsulamento e fagocitose.

Loker et al. (1984) detectaram a presenca de aglutininas na hemolinfa de
duas linhagens de B. glabrata resistentes, entretanto, estas estavam ausentes em
trés linhagens de B. glabrata susceptiveis.

Loker et al.(1986) estudando a acdo da inoculacdo da hemolinfa no
mecanismo de defesa de B. glabrata, observaram que ocorria a destrui¢ao “in vitro”
de esporocistos deste, quando colocado em contato com hemolinfa de B. glabrata
previamente infectado com Echinostoma paraensei, devido a presenca de fatores
humorais na hemolinfa do caramujo previamente infectado. Observaram também a

ocorréncia de uma reacao predominantemente celular, quando se inoculou
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hemolinfa de moluscos previamente infectados com S. mansoni em B. glabrata n&do
infectados, que posteriormente seriam infectados por este trematddeo.

Zelck et al.(1995) ao analisarem as macromoléculas da hemolinfa de
gastropodes por eletroforese e western blot, observaram a predominancia do
componente hemoglobina, constituindo 70% das proteinas plasmaticas. Esta
hemoglobina plasmatica de B. glabrata pode oxidar-se gerando peroxido de
hidrogénio que age no esporocisto causando grandes lesbes ou até a sua morte
(BENDER et al., 2001). Outras proteinas com peso molecular entre 10 a 450 KDa e
pequenas fracdes de lectinas com peso molecular entre 40 e 300 kDa foram
confirmadas. No plasma de B. glabrata susceptiveis e resistentes, ocorrem tanto
aglutininas como opsoninas, no entanto, mudancas no titulo de hemaglutininas em
caramujos susceptiveis foram observadas no oitavo dia apos infec¢do pelo S.
mansoni. Todos os caramujos foram investigados quanto a posse de glicoproteinas
e lectinas em seu plasma. Nessas glicoproteinas, a parte glicidica € composta por
carboidratos capazes de ligar-se a lectinas da superficie do Schistosoma (LOKER
et al, 1984).

1.5.3 Fatores exdgenos

Apesar da grande importancia de fatores tanto celulares como humorais
no desenvolvimento da infeccdo no molusco pelo S. mansoni, fatores exdgenos
também exercem uma enorme influéncia neste processo, sendo muitas das vezes
responsaveis pelo sucesso ou ndo de uma infecgao.

Entre os fatores exdgenos, a temperatura e a luminosidade sé&o
certamente 0s que exercem uma maior influéncia na relacdo molusco-Trematoda.
Lutz (1919) observou que a emergéncia cercariana pode ser nitidamente
influenciada por estimulos externos como luminosidade e temperatura. Valle el al.
(1971) observaram que a emergéncia segue um ritmo circadiano. Estes autores,
variando e alternando as variaveis temperatura e luminosidade, verificaram que a
emergéncia cercariana € regida por fatores exdgenos, cujos elementos

sincronizadores sdo a luz e a temperatura, bastando, porém, a acéo isolada de um
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destes fatores para a manutencdo do ritmo circadiano. A luz parece exercer um
papel mais marcante na manutencdo do controle deste ritmo.

A eclosdo do miracidio no meio aquatico € fortemente influenciada pela
luminosidade e temperatura e conforme observagdes feitas por Standem (1951),
esta eclosédo é quase inibida na obscuridade e s6 ocorre na faixa de temperatura
entre 10°C a 37°C.

O miracidio assim como os planorbideos apresentam fototaxia positiva o
que favorece o encontro dos dois organismos no ambiente aquatico (MALDONADO
e ACOSTA-MATIENZO, 1947; WILLIANS e COELHO, 1975).

Maldonado e Acosta-Matienzo (1947).realizaram estudos sobre o efeito
da temperatura na infeccdo de B. glabrata pelo S. mansoni. Estes autores
observaram que a reducéo de 1°C na temperatura ambiente fez cair em 50% a taxa
de infeccdo de B. glabrata pelo S. mansoni. Posteriormente, Standem (1949)
observou que a reducdo da temperatura influi diretamente na eclosdo dos
miracidios e na capacidade destes em infectarem moluscos. Stirewallt (1954)
estudando a influéncia da temperatura no desenvolvimento do S. mansoni
intramolusco, observou que a reducéo da temperatura ambiente causa um retardo
no desenvolvimento do esporocisto com consequiente reducdo na quantidade de

cercéarias liberadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar resisténcia e susceptibilidade de moluscos do género
Biomphalaria frente a infecgéo pelo Schistosoma mansoni, diante de fatores

enddgenos e exdgenos.

2.2 Objetivos especificos

1. Estudar a atividade fagocitaria dos hemacitos de caramujos do
género Biomphalaria infectados e n&o infectados, em funcéo da

temperatura.

2.  Avaliar as alteracdes ocorridas em caramujos B. tenagophila
susceptiveis a infec¢do pelo S. mansoni apds receberem soro de B.

tenagophila resistente.

3.  Avaliar a influéncia da temperatura na infeccdo de Biomphalaria

glabrata pelo Schistosoma mansoni.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caramujos

Foram utilizadas duas espécies de caramujos, Biomphalaria glabrata de Belo
Horizonte-MG e Biomphalaria tenagophila, sendo que, para a ultima espécie utilizou-
se duas linhagens geograficas, uma da regido do Taim - RS e outro da regido de

Cabo Frio- RJ.

3.2 Parasito

Utilizou-se a cepa LE de S. mansoni isolada de fezes de um paciente de Belo

Horizonte e mantida no Laboratério de Parasitologia e Biologia de

Moluscos/DACT/UFC, com passagens sucessivas em B. glabrata e camundongos

por mais de 5 anos.

3.3 Camundongos

Foram utilizados camundongos da espécie swiss (Mus musculus).
Estes animais sdo mantidos em nosso biotério para a manutencdo do

ciclo vital do S. mansoni e para a obtencéao de miracidios.
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3.4 Obtencao dos hemacitos

A obtencdo dos hemdcitos seguiu a técnica descrita por Bezerra et
al. (1997). Os caramujos foram colocados uma hora antes do inicio do
experimento em becker com agua filtrada. Antes de ser feita a retirada
da hemolinfa, as conchas dos moluscos eram limpas com &alcool a 70°
GL, agua destilada e seca em papel absorvente, onde tambem se
retirava 0 excesso de agua contida na abertura da mesma. A concha foi
perfurada perto do hepatopancreas e a hemolinfa que extravasava era
imediatamente coletada. Foram feitos “pool” de cinco caramujos para
cada espécie, de tamanho variando entre 12 a 15 mm para B.
tenagophila e 15 a 20 mm para B glabrata. A hemolinfa coletada era
colocada em tubos de microcentrifuga por cinco minutos, para que
houvesse a deposicdo de fragmentos de concha no fundo do tubo. Em
seguida 500 pL desta hemolinfa eram transferidas para tubos de
hemdlise e centrifugada a 80xg por 10 minutos. O plasma
(sobrenadante) era desprezado e as células re-suspensas em 1000 pL

de meio de cultura.

Todo o material utilizado na estocagem e manuseio da hemolinfa
era previamente siliconizado.

3.5 Meio utilizado

O meio utilizado para a manutencdo dos hemdacitos foi o CBSS
(Chernin Balanced Salt Solution), com pH entre 7,2 e 7,4. (CHERNIN,
1963).
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3.6 Contagem das células

Foi feita uma diluicdo de 1/10 utilizando uma aliquota das células
gue se encontravam no meio de cultura e acrescentado 10 pL de
vermelho neutro a 0.1% (Catadlogo Sigma N 4639). A contagem foi
realizada em Camara de Neubauer, diferenciando-se as células
fagocitarias (coradas de vermelho) das n&o fagocitarias. A viabilidade

das células foi determinada pela incorporacao do azul de tripan a 0.1%.

3.7 Avaliacdo da atividade fagocitaria dos hemocitos

Em tubos de hemdlise contendo as células foram adicionados 20 uL de
Zymozan de uma suspensao a 13,5 mg/mL e o volume era completado com CBSS
para um total de 600 ul. Em seguida os tubos foram incubados em banho-maria a
37°C por 30 min. Ap6s esse periodo foram acrescentados 20 uL de MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2yl]-2.5-diphenyltetrazolium bromide, catédlogo Sigma M-2128) na
concentracdo de 5 mg/ml diluido em PBS pH 7,3 a 7,4. Os tubos permaneceram por
de duas horas em banho Maria a 37°C. Quando o MTT, que é um sal de tetrazole é
reduzido, produz cristais de formazan de cor parpura, que podem ser solubilizados.
Para que isso ocorra, acrescentamos 1 mL de Isopropanol-HCI 0,04M (PLUMB et
al.;1989). A intensidade da coloracéo esta diretamente relacionada com a atividade
metabolica das células. A leitura é feita por espectrofotometria com comprimento de

onda de 570 nm. Em todos os experimentos foi conduzido um grupo controle, com a
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célula no seu estado basal (sem Zymozan). A concentracéo final dos hemdcitos em

todos os protocolos foi de 10°> hemdcitos/ 100 pL.

3.8 Transferéncia de soro

Para este experimento, utiizamos 80 caramujos B. tenagophila CF e 40 B.
tenagophila TAIM de tamanho médio entre 15 a 18 mm. Os moluscos foram lavados
com agua destilada e colocados em uma solucdo de NEMBUTAL 0.4 mg/mL, por
aproximadamente 6 horas para que houvesse 0 relaxamento da musculatura.
(SOUSA et al., 2001)

Em um grupo de 10 caramujos B. tenagophila (TAIM) de didametro médio entre
15 a 18 mm foi feita a assepsia de maneira idéntica a descrita anteriormente e em
seguida, utilizando-se uma seringa descartavel de 1 mL com agulha 25x7, coletou-se
a hemolinfa por puncdo pericardica. Este material foi centrifugado a 80xg por 10
minutos e o sobrenadante (soro) foi diluido na proporcédo de 1 uL para 4uL de PBS
esteéril.

Inoculou-se 5 pl do soro diluido, individualmente, em 40 caramujos B.
tenagophila CF (GI). Outro grupo de B. tenagophila CF (Gll) e de B. tenagophila
TAIM (GlIl) receberam apenas PBS estéril em igual volume. As inocula¢gdes foram
feitas utilizando-se seringa HAMILTON® de 25 pL.

Os trés grupos formados foram recolocados em aquarios devidamente
identificados, contendo &gua filtrada e declorada, alimentados com alface "ad
libitum" deixados por 24 horas em repouso em local sombreado. Decorrido este

periodo, os caramujos de cada um dos grupos foram colocados em contato com 10
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miracidios de S. mansoni, individualmente, por aproximadamente 8 horas
(overnight). Posteriormente os moluscos retornaram aos seus recipientes de origem,
sendo alimentados e analisados periodicamente quanto a eliminacdo de cercarias a
partir do 30° dia e mantidos por até 80 dias. Os grupos formados foram:

Gl = B. tenagophila CF imunizado.

Gll = B. tenagophila CF n&o imunizado.

Glll= B. tenagophila Taim n&o imunizado.

3.9 Avaliacédo da influéncia da temperatura na infectividade dos miracidios

Caramujos B. glabrata (BH) foram submetidos a temperatura de 15°C, 20°C e
30°C por 12 horas em estufa BOD®. Em seguida foi feita uma infeccdo individual,
nas condi¢des de temperatura em que cada grupo se encontrava, com 10 miracidios
de S. mansoni, obtidos conforme técnica descrita por Barbosa e Barreto, (1960). Os
caramujos foram mantidos por mais 12 horas nas mesmas condicbes do
experimento. Cada grupo tinha em média 30 caramujos e o procedimento foi feito
em triplicata. Decorrido este tempo, os grupos foram recolocados individualmente
em aquarios a temperatura ambiente, alimentados com alface “ad libitum” e
analisados periodicamente quanto a eliminacdo de cercarias. Os caramujos

sobreviventes foram acompanhados até o 80° dia pds-infeccdo (DPI).

3.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa EPIINFO 6.0 e
utilizando os seguintes testes estatisticos: T de student, Kruskall-Wallis e Teste

exato de Fischer.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade fagocitaria dos hemaocitos em funcéo da temperatura

Na andlise comparativa do comportamento dos hemécitos quando medida a
sua atividade fagocitéria, obtivemos valores significativos, tanto entre os grupos B.
glabrata ndo infectado no seu estado basal, comparado com o grupo nao infectado e
resfriado; como também os mesmos grupos quando ativados pelo zymozan, como

mostra a tabela 1 e figura 3.

Tabela 1: Valores de Média, Desvio Padrdo e nivel de significAncia estatistica da

atividade fagocitaria de hemdécitos de B. glabrata em seu estado basal e ativado pelo

zymozan, nas temperaturas ambiente (30°C) e resfriado a 10°C.

B. glabrata basal (T.A) 0.022 0.009
B. glabrata basal (R) 0.011 0.002 0.014
B. glabrata ativado (T.A) 0.093 0.008
B. glabrata ativado (R) 0.072 0.006 0.003

T.A = temperatura ambiente; R = resfriado
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Figura 3: Média das leituras obtidas (D.O) nas andlises da atividade fagocitaria dos
hemdécitos de B. glabrata no estado basal e ativado nas temperaturas ambiente
(30°C) e resfriado (10° C).

4.2 Atividade fagocitaria dos hemdécitos frente a infec¢cédo pelo S. mansoni

A atividade fagocitaria de hemocitos de moluscos B. glabrata ativados e nao
ativados pelo zymozan, quando comparados com o0s grupos infectados e néo
infectados pelo S. mansoni nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, demonstrando que nesta espécie, o desenvolvimento da infeccdo no
molusco ndo foi um fator de interferéncia da atividade fagocitaria dos hemdcitos,

como mostra a tabela 2 e figura 4.
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Tabela 2: Valores de média (X), Desvio Padrao e nivel de significancia de caramujos

B. glabrata (BH), em seu estado basal e ativado, ndo infectados e infectados pelo S.

mansoni.
B.glabrata Basal (N.I.) 0.015 0.007
B.glabrata basal (1) 0.012 0.002 0.54
B.glabrata Ativado (N.I.) 0.083 0.020
B.glabrata ativado (1) 0.056 0.013 0.11
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B 0,16 -
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5 014
O
o 012-
o
L 014
o
O  o008-
(&)
3
I o006 -
‘0
S 004- /
[a)
002 - /
01 |
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Figura 4: Média das leituras obtidas (D.O) nas analises da atividade fagocitaria dos
hemdécitos de B. glabrata no estado basal e ativado, ndo infectados (N.l.) e

infectados (1) pelo S. mansoni.

26



4.3 Transferéncia de soro

A transferéncia de soro de espécies resistentes para susceptiveis aumentou
a resisténcia desta ultima (Gl) quando analisados com 30 e 60 dias pd4s-infeccao
(DPI). Este aumento foi significativo com 60 DPI. Neste grupo 88% dos caramujos
nao se infectaram, o que representa um aumento no numero de caramujos
resistentes ao S. mansoni de mais de 50%, quando comparado ao grupo nao
imunizado (p<0.05, Fisher). O grupo GIlll - B. tenagophila TAIM ndo apresentou

nenhum caramujo positivo (Tabela 3, Figura 5).

Tabela 3: Numero de caramujos analisados e positivos quanto a eliminacdo de
cercarias, com 30 e 60 DPI (dias poés-infeccdo) para os grupos imunizado, ndo

imunizado e controle.

40 | ANALISADOS 57 49 51
PPL bosimivos 03 09 00
60 | ANALISADOS 54 42 44
PP bosiTivos 07 31 00
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E  100%-
R
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E
N  80%-
T
U 70%-
A
L 60% -
D 50%-
E

40%
I
N  30%-
F
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A
o) 0%

*p <0,05

*
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130 DPI W60 DPI

B. tenagophila
CF
imunizado

B. tenagophila
CF
nao imunizado

Figura 5: Percentual de infeccdo de caramujos B. tenagophila (CF) imunizado (Gl) e

nao imunizado (GII) com 30 e 60 dias pés-infeccéo.
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4.4 Influéncia da Temperatura

Nossos resultados mostram existir uma relacdo direta entre temperatura e
infectividade. As diferencas entre as temperaturas de 15°C e 20°C e 15°C e 30°C
foram significativas (p< 0.05). Usando um intervalo de confianga de 95%, obtemos a
15°C, 0<I1;<0.03, a 20°C, 0.35<I1,< 0.57 e a 30°C, 0.81<II3< 0.97. Nossos dados
mostram claramente que quanto mais baixa a temperatura menor € o indice de
infeccdo. A 15°C somente 1,3% dos B. glabrata submetidos a infeccdo pelo S.
mansoni positivaram, enquanto que a 20°C este indice foi de 46% e de 89% a 30°C.

Tabela 4 e Figura 6.

Tabela 4: Numero de Caramujos (X + DP) analisados e positivos para o S. mansoni,

nas temperaturas de 15, 20 e 30°C.

Analisados 26 4
15°C —
Positivos 0.33 0.57
Analisados 26.6 5.77
20°C
Positivos 12.3 577
Analisados 19.6 5.03
30°C
Positivos 17.6 4.04
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5. DISCUSSAO

O sucesso do estabelecimento da infec¢cdo por larva de trematoda é
dependente da susceptibilidade do hospedeiro e da infectividade do parasita. Alguns
dos fenbmenos observados quando trematoda (miracidio) penetra o tegumento do
caramujo sdo: Inadequacao, susceptibilidade, resisténcia, interferéncia, aumento da
resisténcia e autocura. (LOKER & BAYNE, 1986).

Cram & Files (1946) e Files (1951) observaram que Australorbis glabratus
pode mostrar grande diferenca na susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni,
guando séo colocados caramujos de areas endémicas diferentes em presenca de
determinada cepa de trematoda.

Porter (1938), Cram & Files (1946) e Colbertson (1941) observaram que a
infeccdo por uma espécie de trematoda parece conferir certa resisténcia contra as
futuras infeccdes por outras espécies. Desta forma se explicaria a extrema raridade
com que séo observadas infec¢des multiplas, em espécies de moluscos susceptiveis
a varias espécies de trematodas, existentes em uma mesma regido. No entanto, o
mesmo nao se observa quando infeccédo primaria e reinfeccdo ocorrem pela mesma
espécie. Barbosa e Coelho (1955) ao infectarem previamente Australorbis glabratus
com S. mansoni, verificaram que era possivel reinfecta-los ndo s6 quando a primeira
infeccdo estava extinta, como também quando ela ainda estava ativa, na fase de
eliminacao de cercarias.

Reis et al. (1995) realizaram estudos de infec¢cdes concomitantes de
diferentes espécies de trematoda em B. tenagophila, observando que a infeccao
natural € frequentemente mono-especifico. Entretanto, houve eventual
concomitancia de equinostomocercarias com furcocercarias dotadas de ocelos.
Observaram também no mesmo experimento que moluscos naturalmente infectados
com estes parasitos apresentaram elevados indices de resisténcia ao S. mansoni
nas tentativas de infecgéo experimental.

Chernin & Antolics (1975) estudando a capacidade penetrativa do S.
mansoni, observaram que apenas 50% dos miracidios que penetram 0 molusco
hospedeiro intermediario susceptivel, evoluem. Uma vez que o miracidio penetra a

barreira protetora do epitélio do molusco, mecanismos de defesa interna séo
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ativados para destruir o parasito. A despeito da aparente simplicidade do sistema de
defesa interna dos moluscos, este € capaz de encapsular e destruir os miracidios
logo apds estes terem penetrado. A diferenca primaria entre cepas de Biomphalaria
susceptiveis e resistentes esta na habilidade destas em destruir esporocistos de S.
mansoni "in vitro”. Esta capacidade pode ser atribuida mais aos hemdécitos do que
aos fatores plasmaticos. Isto se torna evidente porque hemdcitos de caramujos
resistentes ainda destroem esporocistos de S. mansoni em total auséncia de plasma
(LOKER & BAYNE, 1982). Os hemdcitos sdo encontrados circulando na hemolinfa e
devido ao sistema vascular do tipo aberto dos moluscos, estes se movem livremente
para dentro e fora dos tecidos. Apresentam heterogeneidade morfolégica e
bioquimica. Alguns sdo denominados de "round cells" ou "hialindcitos" e tem um
nucleo proporcionalmente grande para o tamanho do citoplasma, possuem poucas
estruturas lissosomais e mostram baixa tendéncia a escandirem-se no vidro, formar
pseuddpodes ou fagocitar particulas. Outros hemdcitos chamados de "granulécitos”
tém relativamente mais citoplasma e lisossomo, formam pseuddépodes e sao ativos
em fagocitose (KNAAP & LOKER, 1990).

A iniciacdo e subsequente estabelecimento da infeccdo de moluscos
hospedeiros intermediarios por trematoda € um processo complexo que envolve um
grande numero de interacBes moleculares, iniciada quando o miracidio entra em
contato com o hospedeiro. Transcorre desde sua transformagdo em esporocisto
primario, o desenvolvimento dos esporocistos secundarios e prossegue até durante
a producéo de cercarias.

O relacionamento entre o parasita e seu hospedeiro intermediario envolve
uma interacdo dinamica entre a superficie do tegumento do parasita e o sistema de
defesa celular e humoral do hospedeiro (SPRAY & GRANATH Jr., 1989).

A composicdo dos carboidratos na superficie dos parasitas é
consideravelmente interessante, pois esta representa um papel potencial como
receptores lectina-like nos hemdécitos do hospedeiro e mediam o reconhecimento
imune e a encapsulacdo (FRYER et al., 1989). Utilizando-se da técnica lectina-
biotina/avidina-peroxidase, Zelck e Becker (1992) mapearam os ligantes das lectinas
na superficie do esporocisto mae e filho de S. mansoni e nas células do seu
hospedeiro intermediario B. glabrata. Observaram também que a lectina Ulex
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europaeus (fucose) liga-se especificamente a receptores no esporocisto filho, porém
ndo se liga as células da glandula digestiva do molusco. Alguns autores tém
mostrado que galactose, glucose, manose, N-acetilgalactosamina e N-
acetilglucosamina sdo encontrados no tegumento de varias formas evolutivas do
parasito. No miracidio (YOSHINO et al., 1977), na cercaria (LINDER, 1985) e na
superficie dos vermes adultos (SIMPSON & SMITHERS, 1980). Esses acuUcares
foram encontrados em esporocistos mae, oriundos de culturas, estando presentes
também no esporocisto secundario. Estes autores, ndo obtiveram diferencas nas
ligacdes das lectinas testadas as células dos tecidos de B. glabrata susceptivel e
resistente ao esporocisto de S. mansoni, sugerindo entdo que estas diferencas
devam ocorrer ou na superficie dos hemécitos de ambas as cepas, ou em
componentes soltveis da hemolinfa.

Schoemberg e Cheng (1980) e Yoshino (1981), mostraram a ocorréncia de
acucares idénticos nos hemadcitos de ambas as cepas susceptiveis e resistentes,
levantando a hipdtese de que a presencga ou auséncia de opsoninas solGveis na
hemolinfa media a interagdo hemdcito-parasita e determina se uma cepa de B.
glabrata € resistente a uma determinada cepa de S. mansoni.

O sitio onde os sinais moleculares sdo trocados durante o desenvolvimento
intramolusco esta localizado na interface parasita-hospedeiro (READ et al., 1963).
Este apresenta uma complexidade quimica, pois neste local sdo encontrados
nutrientes e outros fatores requeridos para o desenvolvimento do parasita e onde 0s
produtos excretdrios-secretorios sao lancados. Esta interacdo das células e plasma
do hospedeiro com moléculas oriundas do parasita iniciam a resposta imunoldgica
ou patoldgica no hospedeiro. Diversas etapas distintas estdo envolvidas na
destruicdo dos esporocistos pelos hemaocitos. A resposta inicial destes logo apoés a
infeccdo, provavelmente envolve a migracdo de células em dire¢cdo ao esporocisto,
tendo sido observado um acumulo de hemdécitos ao redor de esporocistos em cortes
histolégicos, sugerindo quimiotaxia. Lodes e Yoshino (1990) observaram que uma
fracdo isolada de produtos secretdrios/excretorios do esporocisto mae de S. mansoni
estimulava a motilidade de hemdcitos de caramujos resistentes de B. glabrata,
porém inibiam a motilidade dos hemdcitos de B. glabrata susceptiveis. A formacgéo

desta capsula ndo resulta inevitavelmente na morte do parasito. Em caramujos
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fisiologicamente adequados, a sorte do miracidio ap0s a penetracao € determinada
nas primeiras horas (FRYER & BAYNE, 1990).

Bezerra et al. (1997) observaram a ocorréncia de uma diminuicdo dos
hemdcitos circulantes em B. glabrata e B. tenagophila 5 horas ap6s a infec¢éo pelo
S. mansoni e que estes valores retornaram ao normal 24 horas apos a infeccao e
assim permaneceram.

Em nosso experimento, observamos que caramujos infectados na fase de
eliminacdo de cercarias, ndo apresentaram reducao da atividade fagocitaria (Tabela
2).

Trabalhando com cepas susceptiveis de B. glabrata, comparamos a
atividade fagocitaria dos hemacitos, pela medida da redu¢do do MTT, em caramujos
infectados e néo infectados. O valor da densidade 6tica referente a essa atividade,
tanto em condi¢cdes basais como ativadas pelo zymozan, ndo mostrou diferencas
estatisticamente significativas quando comparada com os moluscos infectados
(Tabela 2).

Bezerra et al. (1998), utilizando cepas de B. glabrata, observaram um
aumento na atividade celular dos hemacitos, quando estimulados pelo zymozan,
sendo mantida esta elevacgao por até 24 horas e ndo mais detectada 48 horas apos
0 contato.

O comportamento dos hemdécitos também sofre influéncia da temperatura.

Ao analisarmos a atividade celular em funcédo da temperatura, observamos
que para as células no seu estado basal, a diminuicdo da temperatura reduziu em
50% a sua atividade fagocitaria quando comparada com o basal a temperatura
ambiente. O mesmo ocorreu com 0s grupos ativados, onde houve uma reducéao de
23% na atividade fagocitaria dos hemacitos de B. glabrata.

Fryer & Bayne (1989) compararam a atividade celular de hemacitos de B.
glabrata, utilizando uma cepa resistente e outra susceptivel. Observaram um
aumento no nivel de fagocitose (em percentagem) quando as células foram
incubadas com zymozan por 30 minutos. Encontraram valores maiores com as
células que estavam em CBSS do que com as que se encontravam em plasma
homdlogo. No entanto, quando a incubagdo transcorreu no prazo maior ou igual a 1

hora, esta relagcdo se inverte, uma vez que a opsonizacéao € dependente do tempo.
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Amen & Brink (1992) estudaram a fagocitose de particulas de zymozan por
hemadcitos de Limnaea stagnalis infectada com Trichobilharzia ocellata “in vitro”.
Observaram que os hemocitos foram ativados em estagios cedo de infeccdo (1-6
horas poés-exposicao), porém em estagios subseqientes, esta atividade dos
hemocitos foi suprimida e no estagio tardio (72-96 horas pds-exposicdo) esta
atividade retornou a valores normais.

Em um experimento similar, Nufiez et al. (1994) utilizando hemocitos de
Limnaea stagnalis recém infectados por T. ocellata observaram que estas células
inicialmente mostraram-se ativados para a fagocitose de bactérias, porém exibiu
decaimento desta atividade 24 horas pdés-infeccao.

Além dos hemacitos, fatores séricos também interferem de maneira decisiva
na infeccéo de moluscos pelo S. mansoni.

No estudo relacionado a transferéncia de soro, n0s conseguimos transferir
resisténcia ao S. mansoni de cepas de B. tenagophila resistentes (Taim) para B.
tenagophila susceptiveis (CF) através da injecdo de soro (hemolinfa livre de células).
Com 60 dias pés-infeccdo 88% das cepas susceptiveis que receberam soro dos
resistentes foram completamente protegidas de uma infeccao primaria pelo parasito.
Por outro lado s6 26% dos ndo imunizados susceptiveis ndo se infectaram e o
controle resistente apresentou indice zero de infeccéo (Figura 5).

Loker e Bayne (1982) conseguiram “in vitro” 57% de protecdo, quando
colocaram hemdcitos de cepas susceptiveis em contato com o soro de resistentes.
Granath Jr. & Yoshino (1984) trabalhando com B. glabrata albino M-line (susceptivel)
gue recebeu soro de B. glabrata 10—R2 (resistente) observaram que mais de 60%
dos caramujos susceptiveis que receberam soro de caramujos resistentes ficaram
completamente protegidos de uma infeccdo primaria com o S. mansoni. Por outro
lado, os que receberam soro de homologos susceptiveis se infectaram.

Bayne et al. (1980) observaram que hemdcitos de B. glabrata susceptivel
quando colocadas em contato com o plasma de cepas resistentes, tornam-se
citotoxicos. As possiveis explicacdes sao que: 1-Fatores plasmaticos do caramujo
resistente inativariam os fatores liticos ou toxicos liberados pelos esporocistos. 2-
Fatores plasmaticos tornam 0s esporocistos incapazes de reconhecer a natureza

quimica das células do hospedeiro e 0s esporocistos consequientemente, falham no
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desenvolvimento do ataque. 3-A habilidade do plasma de cepa resistente em facilitar
a destruicdo dos esporocistos, por hemaocitos de caramujos susceptiveis, pode ser
devido a algum fator de ligagdo aos hemdcitos presentes no plasma. Segundo 0s
autores, a B. glabrata resistente a uma cepa de S. mansoni produz fatores com alta
afinidade de ligacdo ao parasita. Estes fatores estdo presentes tanto no plasma
como na superficie dos hemdcitos de caramujos resistentes. Nos caramujos
susceptiveis, estes fatores teriam baixa afinidade de ligacao ao parasita.

A resisténcia de caramujos refratarios a infeccdo pelo S. mansoni, esta
intimamente relacionado com a capacidade dos hemadcitos em encapsular e destruir
0 parasito poucas horas apdés a penetracdo do miracidio (BEZERRA et al., 1998).
Todo o processo de reconhecimento e fagocitose é dependente de fatores
plasmaticos existentes em caramujos resistentes a infec¢éo pelo trematoda. Agindo
“in vitro” em hemdcitos de caramujos susceptiveis, os fatores plasmaticos de
caramujos resistentes favorecerdo a destruicdo, de parasitos por citotoxicidade
(Bayne et al., 1980). Loker et al. (1984) estudaram a aglutinagdo “in vitro” dos
esporocistos de S. mansoni em contato com soro de caramujos susceptiveis e
resistentes. Fryer e Bayne (1989) detectaram a presenca de aglutininas (opsoninas)
somente no plasma dos caramujos resistentes. Zelck and Becker (1992) observaram
que a pré-incubacdo de células fagocitarias em plasma homélogo de caramujo
resistente, resulta em alta atividade fagocitaria dos hemdécitos, até mesmo na
auséncia de plasma durante o ensaio padrdo. Diante dos nossos resultados,
acreditamos, em concordancia com outros autores, existir um fator transferivel no
soro dos resistentes, o qual especificamente ativa os hemdcitos, tornando-os
capazes de encapsularem e destruirem o parasito. E importante ressaltar que essa
transferéncia de resisténcia esta sendo pela primeira vez demonstrada em
caramujos B. tenagophila do Brasil.

Outros fatores que influenciam a infeccdo do molusco pelo trematoda sao: a
idade do caramujo, a temperatura da 4gua em que 0 caramujo e 0O parasito estdo
localizados e a nutrichio do molusco (SMYTH & HAILTON, 1983). Um fator
fundamental no sucesso da infeccdo de B. glabrata pelo S. mansoni, diz respeito a
temperatura no momento do contato entre hospedeiro e parasita. Usando caramujos

da mesma idade e mantidas as condi¢cbes de alimentacdo, fizemos infec¢des a
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15°C, 20°C e 30°C. Nossos dados mostram claramente que quanto mais baixa a
temperatura menor € o indice de infec¢cdo. A 15°C somente 1,3% dos B. glabrata
submetidos a infeccdo pelo S. mansoni positivaram, enquanto que a 20°C este
indice foi de 46% e de 89% a 30°C (Figura 6).

Maldonado e Acosta-Matienzo (1947) demonstraram que a reducdo de 1°C
na temperatura da agua (de 26°C para 25°C) causou uma diminuicdo de 50% na
taxa de infeccdo, que era de 80% a 26°C. Resultados similares foram encontrados
por Standen (1952). Stirewallt (1954) estudou o efeito da manutencdo da
temperatura no desenvolvimento intramolusco do S. mansoni. Os resultados obtidos
demonstraram que em determinadas fases, o relacionamento entre trematoda e
molusco foi marcadamente influenciado pela reducao da temperatura, ocorrendo um
retardo na liberagdo e uma acentuada diminuicdo no numero de cercarias eliminadas
por unidade de caramujo. Em alguns casos ocorreu parada total no desenvolvimento
do esporocisto em caramujos mantidos entre 23°C a 25°C apds exposicdo ao
miracidios.

A extrapolacdo destes dados sobre o ponto de vista epidemiol6gico é
importante devido as variacbes de temperaturas ocorridas em algumas regides do
Brasil, o que causaria alternancias nos indices de prevaléncia da esquistossomose

principalmente em areas endémicas onde ocorrem frentes frias constantes.
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6. CONCLUSOES
1. A atividade fagocitaria de hemdcitos de B. glabrata é influenciada, “in vitro”,
pela reducéao de temperatura.
2. Hemocitos de B. glabrata infectados pelo S. mansoni ndo apresentaram
alteracdes na sua atividade fagocitaria, quando analisados “in vitro” na fase

de eliminacdo de cercarias.

3. A transferéncia de soro de uma espécie resistente de B.tenagophila para uma

susceptivel elevou a resisténcia desta ultima a infec¢é@o pelo S. mansoni.

4. Niveis diferentes de temperatura influenciaram significativamente nos indices

de infecgéo de B. glabrata pelo S. mansoni.
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