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I - INTRODUCAO.

Apesar da extensa investigagao dos efeitos do parasi
tismo causado por Schistosoma mansond SAMBON,1907 nos hospedeiras
vertebrado e no invertebrado, pouca atencao tem sido dada pelos pes
guisadores ao estudo das reagoes histopatologicas nestes Gltimos .
Contudo, informes obtidos ate o presente momento revelam importan -
tes eventos decorrentes da interagac de S. mansond com Bilomphalarnic
glabrata (SAY,1818) e Biomphataria tenagophila {D'ORBIGNY,1835). Me
diante estudos efetuados com estas especies, alguns autores tem de-
monstrado que, nos exemplares suscetiveis a infeccac, o5 esporocis-
tos desenvolvem-se quase sem reacao tecidual do molusco. Em caramu-
jos resistentes, a destruicao dos parasitas esta frequentemente as-
sociada a encapsulagao do organismo invasor por amebéiites. A incom

patibilidade entre molusco e trematodeo traduz-se pelz reacao celu-

lar aos esporocistos reconhecidos como corpos estranhes (MALDONADO
38) (20}, (41)

3

& ACOSTA-MATIENZO -1947( ; FILES & CRAM - 1949 EWTON-1952

19540430, grooks - 195314, coeLmo - 1954¢12) 1957013} qgg(14)
CHENG & SNYDER - 1952100, pan - 1963(%0) , 1965(48). tp1pp-1961(60)
1970(61) (62)y

, 1974
| Experimentos, com a finalidade de esiudar a infeccao
dos moluscos com linhagens alopatricas de S. mansoni , mostram gue
0 sucesso do parasitismo parece depender basicamente da interacao de
fatores geneéticos presentes nas populacoes do plancrbideo e do para-
sjta.

A primeira evidencia de que a suscetibilidade dos mo-
tuscos a0 S. mansond e condicionada por fatores gencticos foi forne
cida por NEWTON (1953, 1954), testando uma colonia de B, glabrata de

Salvador (BA) com linhagem portorriquenha do verme. f=ta observacao




foi possivel mediante selecdo de caramujos por autofecundagao, empre
gando-se um mutante albino como marcador. Nessa ocasiao, 0 autor tam
bém referiu-se & influencia da idade do hospedeiro sobre a suscetibi
lidade. Tal hipotese foi confirmada, vinte anos depois, pelos traba-
Thos elaborados por RICHARDS (]973)55, que provou a possibilidade de
caramujos jovens suscetiveis tornarem-se resistentes guando adultos.
Demonstrou ainda que o carater resistencia, adquiridc na maturidade,
e determinado por um Gnico gene dominante, com heranca mendeliana .
RICHARDS & MERRITT(54), em 1972, utilizando a mesma coldnia parental
adotada por NEWTON, concluiram que a suscetibilidade de moluscas jo-
vens & controlada por um compiexo de quatro ou mais fatores, assina-
lando a presencga de genes que condicionam a resistencia tambem nos e
xemplares suscetiveis.

Por outro lado, os resultados de KAGAN & GEIGER(1965)24
enfatizaram a importancia da constituicao genética do miracidio, atuan
do sobre a variagao nos Tndices de infecgao de B. glabnata albina.

Outro relevante ponto de vista foi assinalado por FILES
& CRAM (1949)20, que ressaltaram a complexidade das interrelacoes esta
belecidas entre hospedeiro e parasita, no teste de suscetibilidade fren
te a diversas Tinhagens de S. mansoni , com caramujos provenientes  da
Liberia, Egito, Portc Rico, Venezuela e Brasil. Admitiram a existencia
de diferengas fisiologicas, intra e interespecificas, entre os vermes
de areas endemicas diferentes.

A necessidade de um ajuste fisiologico entre molusco e
verme ficou bem demonstrada por PARAENSE & CORREA ({1963 )50, na consta
tagao de que S. mansoni , adaptado a B. glabrata de Minas Gerais, apre

sentou resistencia d infecgao quando colocado frente a B. fenagophila




de Sao Paulo e vice-versa. Com base neste fato, demonstraram a existég
cia de duas linhagens de S. mansond : uma de Belo Horizonte(BH) que re
quer B. glabrafa e outra de Sao Jose dos Campos (SJ}, que requer B.ife
nagophila. Para cada especie de hospedeiro, o Tndice de infecgio seria
condicionado pela variagao na frequencia de genes regponSEQeés pela sus
cetibilidade e resistencia, presentes numa determinada populacao de mo
lusco (PARAENSE & CORREA- 1963a)%7.

Outra abordagem deste problema foi aventada por MAGALHAES

(1966)°3

, ajustando uma 1nterpretag§o alternativa, quanto a especifici
dade envolvida no complexo molusco-trematodeo; o autor acredita que  a
suscetibilidade ao esquistossomo representa a aptidac de um molusco com
genotipo favoravel, frente a um miracTdio portader de gendtipo pré-adap
tado as suas condicoes. Nesta situacdo, o mesmo exemplar de caramujo po
de nao ser suscetivel a outro miracidic pertencente 3 mesma populacao.
As implicacoes do raciocinio acima referido estendem-se
a0 campo da epidemiologia, peis fornecem subsidios que justificam a im
plantacao da doenga no Vale do Rio Paraiba do Sul (SF), regiao onde

nao se tinha registro de casos autdctones ate 1956. Nesta epoca, B. ¢

nagophifa era reconhecida como responsavel pela manutencao de focos a-

18 39

tivos no Rio de Janeiro (DEANE & cols.-1953) ", Niterdi {MARTINS-1957);
Santos (MOURA—]945)4O e outros pontos do litoral paulista.

Conforme o relato de PIZA & ceTs.(1959}53, apesar  das
autoritarias sanitarias teram alertado sobre a presenca de casos autdc-
tones na regiao do Vale do Rio Paraiba do Sul (CORREA & cols. —}956)]5,
nao foi avaliada de imediato a grande importancia epidemiologica deste
achado, uma vez que o transmissor exclusivo da regiao, B. fenagophila |

apresentava alto grau de resistencia a infeccdo em laboratorio (COELHO-

1957)]3. Prevaleceu entao o conceito de que esta especie nao teria con-




digoes para contribuir de maneira efetiva na disseminacdo da parasitose.

Infelizmente nao foi o que ocorreu e @ esquistossomose as
sumiu o cardter de doenga profissional, imposta pelas circunstancias pro
picias do ambiente, destacando-se, em particular, ¢ tipo de irrigacao a-
dotada no cultivo de arroz. 0 constante contato dos lavradores com agua
contaminada e a presenga de grande numero de moluscos foram os fatores
determinantes na indugao de melhor ajuste entre hespedeiro e parasita.So
apos muitos esforgos, ficaram comprovadas a gravidade e a extensdo do
problema, numa area de grande expressao economica.

Admitindo-se que 0 S. mansond esteja am fase inicial de
adaptacao no Vale do Rio Paraiba do Sul, torna-se opartunc o estudo com-
parativo das linhagens BH e SJ, na tentativa de elucidar alguns fenomenos
relacionados com a evolucao do parasitismo.

Varias etapas deste estudo foram realizadas no laboratorio
do Depto. de Parasitologia da Universidade Estadual de Campinas. Destaca
mos alguns resultadeos obtidos em camundongos infectados experimentalmen-
te com linhagens BH e SJ. Cercarias da linhagem mineira de S. mansoni a-
presentaram maior capacidade de penetragao no tegumento de roedores, pro
vocando uma patologia hepatica mais severa do gue aqucla induzida pele

verme de Sdo José dos Campos (MAGALHAES & CARVALHO- 1969(3%)

35). MAGALHRES & cols. - 19750370, [Emos NETO & cols.-

. MAGALHAES
& CARVALHO- 1973al

(27)

~-1978 ). Estudando a morfologia dos vermes adultos das Tinhagens BH e

SJ, MAGALHAES & CARVALHO (1973b)°° verificaram diferencas significativas
nas determinacoes de comprimento, na distancia entre as ventosas oral e
acetabular, assim como na distancia entre a extremidade distal das gona-

das e a parte anterior dos vermes. Ficou demonstrado ainda que o numerc

de testiculos de S. manson{ da linhagem mineira e superior ao apresenta



do pela Tinhagem paulista. Se realmente existe maior contribuicao de

uma das linhagens na evolugao da patologia no hospedairo definitivo,
parece valida a suposigao de que o comportamento no hospedeiro inter
mediario tambem possa apresentar caracteristicas proprias.

Com base nestes fatos, pareceu-nos opmvtuno'acompanhar
o desenvolvimento dos esporocistos de ambas as linhagens nos respecti
vos hospedeiros simpatricos. A caracteristica dominante nesta aborda-
gem & a avaliagdo qualitativa e quantitativa dos esporocistos prima -
rios no decorrer da infeccao.

Outro aspecto que constitue objeto de nosso estudo diz
respeito a investigagao de determinantes antigenicos comuns aos espo-
rocistos e vermes adultos das duas linhagens, revelados pela tecnica
de imunofluorescencia indireta. Mediante a aplicacac desta metodolo -
gia, tentamos ainda estabelecer a epoca de aparecimento destes antige

nos comuns nc corpo do molusco.



IT- MATERTAL E METODOS

11.1 - PROCEDENCIA D0OS ANIMAIS .

Em todas as etapas do experimento feoram utilizados moluscos,
nascidos e criados no laboratdrio, pertencentes .a duas especies:
B{omphalaria glabrata albina, procedente de Belo Horizonte (MG).
Biomphalaria tenagephila melanica, procedente do Vale do Rio Paraiba do Sul,

no estado de Sao Paulo.

0s exemplares destinados ao estudo histologico foram selecio
nados pelo diametro da concha { de 4 a 6 mm ).

As linhagens de S. mansoni mantidas no laboratorio para a
realizacao deste trabalho sac denominadas BH e SJ e se referem a popuiagoes
de esquistossomos que se desenvolvem, respectivamente, em Biomphataria gla~
brata de Belo Horizonte e de Biomphalaria tenagophiia de Sao Jose dos Cam
nos.

Foi utilizado como hospedeiro definitivo Mus muscwlus albino,
"Swiss", nascido e criado no biotério do Depto. de Parasitologia da UNICAMP.

Para testes sorologicos, foram utiiizados coethos e um carnei
ro. Este oferecido pela Estagao Experimental do Instituto Biologico de Campi
nas; os coelhos foram fornecidos pelo bioterio do Depto. de Parasitologia da

Universidade.

11.2 - EXPOSICAO DE Biomphalariia glabrata E DE Blomphalania fenagophila A
MIRACTDIOS DAS RESPECTIVAS LINHAGENS DE S. mansund.

0s miracidios provieram de ovos coihidos no figado de camun

dongos experimentalmente infectados. Foi feita a frituragao do orgac em li-




quidificador e a suspensao passada em uma série de peneiras "granutest",

com malhas de 0,149 mm, 0,074mm e 0,037 mm. Os planorbideos destinados a

observagac histologica foram expostos, isoladamente, a 100 miracidios
59

recem eclodidos, de acordo com o método proposto por STANDEN (1952}

Para a manutencao do ciclo do verme e obtencao de esporo-
cistos para reagoes de imunofluorescencia, os moluscos de ambas as espé-
cies foram expostos individualmente a 15 miracidios da linhagem simpatri

ca do trematodeo,

IT.3 - INFECCAO DE MOLUSCOS COM LINHAGENS ALOPATRICAS DE S. mansoni.

Mantivemos em laboratorio populacées de 8, mansond das 1i-
nhagens BH e SJ, utilizando moluscos autdctones selecionados geneticamen-
te para o carater suscetibilidade. A obtencao destas populacoes de molus~
cos suscetiveis a linhagens simpitricas foi possivel mediante autofecunda
gao em varias geragoes sucessivas, conforme o metodo de SANTANA & cols.
(1978)°6.

Exemplares da geracao F4 de B. tenagophila e da geracao Fs
de B. glabrata foram utilizados para infeccdo alopatrica com 15 miracidios.
Decorrido um tempo determinado ( 1 e 20 semanas) apGs o contato com as lar-

vas, esses moluscos foram sacrificados, dissecades e seus orgaos incluidos

em parafina para apreciacao dos efeitos do parasitismo.

IT.4 - EXAME HISTOLOGICO ©DOS MOLUSCOS.
Caramujos destinados a observacao em microscopia optica co-
mum foram sacrificados, visando a obtencao de diferentes estagios da evolu

¢ao das larvas do esquistossomo. Para tanto, foram sacrificados caramujos



expostos a linhagem simpatrica ; grupos de moluscos eram sacrificados a

intervalos semanais, desde a primeira ate a oitava semana apds a infec-
cao.

Antes da fixacao dos tecidos em Bouin alcodlico, cada pla
norbideo era anestesiado com cristais de mentol em agua, durante quatro
horas e a concha cuidadosamente removida com pinga. 0 tempo maximo de fi
xacao era de aproximadamente 2 horas. Antes da cada exemplar ser submeti
do a dissecgao e posterior inclusdo em parafina, o excesso de acido pTeri
co era eliminado mediante lavagens sucessivas da pega em hidroxido de amo
nia 4/1000. Freqguentemente procedeu~se dissecgao na regiao ceéfalopodal ,
para a retirada do saco bucal com a radula, visando-se evitar dano na na-
vatha do microtomo. Apos inclusdo em parafina, as pecas foram cortadas em
serie,com 7 jmde espessura. Os métodos de coloragao utilizados foram hema
toxilina-eosina, tricromico de Gomori e a reagdo de  PAS.

0s moluscos parasitados, destinados a reagoes de imunofluo-
rescencia, foram sacrificados por imers@o em fixader de Rossman (90 mi de
alcool etilico 100%,saturado com acido picrico e 10 ml de formaldeido 37%).
0 tempo de fixagao foi de aproximadamente 15 horas e o acido pTerico também
fol removido conforme descrito anteriormente. As pecgas foram incluidas  em
paraf%na. As preparagoes resultaram de cortes no microtomo ajustado para 5
fmrde espessura, sendo a montagem realizada em Taminas proprias para a obser
vagao no microscopio com lampada de merclrio (UV).

Houve sempre o cuidado de se reservar laminas para observa -
¢2o em microscopia optica comum, apds coloracao pelo tricromico de Gomori ,
tecnica que nos oferecau major possibilidade de analise citologica. .

Como controle dos experimentos,foram uti?izados‘molusces

tambem nascidos em laboratorio, porem nao submetidos & infeccao.



I1.5 - DETERMINACAC QUANTITATIVA DE ESPOROCISTOS PRIMARIOS

EM Bilomphalaria glabrata E  Biomphalaria — Feaagohila.

A avaliagao quantitativa de esporocistos nrimarios nos
tecidos foi possivel mediante o registro da incidencia de cada uma das
larvas na sequencia dos cortes seriados. A continuidade da seguencia
de cortes foi observada previamente, pelo exame das preparagoes em mi

croscopio estereoscopico (40X).

IT.6 - INFECCAC DE Mus musculus ALBINOS COM CERCARIAS  PROCEDEN-
TES PE B. glabrata € B. fenagophila.

A tecnica adotada para infecgao de camundongos foi a es
tabelecida por PELLEGRINO & MACEDO (1955)°%, que recomendam a imersio
parcial do roedor numa suspensao contendo aproximadamente 150 cercirias.
Os animais foram deixados sob efeito de Tuz e calor conforme proposicao
de BRENER (1959)°.

Decorridos aproximadamente 60 dias da data de infeccado ,

os camundongos foram sacrificados para retirada de esquistossomos, atra

ves de perfusdo da veia porta e vasos mesentéricos (YOLLES & co]s.—1947)6 .

Foram perfundidos 360 camundongos, tendo sido colhidos, aproximadamente,

20.000 vermes.

IT.7 - PREPARC DE VERMES PARA REACCUES DE IMUNOFLUORESCENCIA.
Os esquistossomos, recem colhidos, eram lavados em solu -
gao de cloreto de sodio 0,15 M, durante aproximadamentsz 1 hora e imedia-

tamente mergulhados no fixador de Rossman, onde permaneciam, pelo menos,

3
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16 horas. A seguir, era aplicado o mesmo tratamento descrito para obten-
gao de cortes histologicos de moluscos.

Adotou-se, tambem, outro tipo de preparacao antigenica
com esquistossomos liofilizados. Neste caso, ap0s Tavagem em solugdo fi
siologica, os helmintos eram imediatamente congelados em nitrogénio 17-

quido e Tiofilizados.
11. &- PREPARC DE ANTIGENOS DE S. mansoni DAS | TNHAGENS BH e ST .

Os vermes adultos eram separados, levando em conta sexo e
tinhagem. Desta forma foram obtidos 4 variedades de antTgenos: BHM, BHF,
SJM e SJF, preparados com esquistossomos armazenados em congelador e lio
filizados.

Foram produzidos dois tipos de antigencs : extratos sali-
nos, para testes de imunodifusao em gel de agar, segundo OUCHTERLONY

(1958)%°

e antgeno bruto, para inoculacdo em coelhos.

A preparacao de extratos salinos obedeceu a técnica pre-
conizada por DAMIAN(1966)17; 0s vermes secos eram triturados em gral e
suspensos em solucao salina tamponada com fosfatos 0,07M pH 7,2. As sus
pensbes eram mantidas durante 24 horas a 4°C, em agitagao continua. Pos
teriormente centrifugadas a 18000 G durante 30 minutos a 4°C e o sobre-
nadante armazenado em refrigerador. De cada extrato salino, era determi
hado o teor proteico pelo método de LOWRY & cols. (1951}38.

0s antigenos brutos, utilizados para imunizacao de coe -
Thos, foram preparados mediante a suspensao de esquistossomos em solucao

salina tamponada 0,02 M pH 7,0, misturados com adjuvante incompleto  de

Freund, na proporcao de 1:1 (v/v).
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11.9 - OBTENCAO DE SOROS DE COELHO ANTI - S. mansond.

0 esquema de imunizagao adotado foi o estabelecido por
BASTOS & cols. (1978)2, gue recomendam inoculacoes do extrato bruto de
S. mansond em adjuvante incompleto de Freund. As duas primeiras inje-
goes de 10 mg de verme seco foram feitas na vizinhanca dos ganglios po
p1Tteos de coelho, com intervalo de um mes ; apos 15 dias, uma serie
de 3 injegoes subcutaneas, de 5 mg, no dorso do animal, a intervalos
semanais. Decorridos dez dias da Ultima inoculacdo, os coelhos foram
sangrados para obtencdo de soro especifico de cada uma das linhagens
de esquistossomo.

Obedecendo este esquema, foram obtidas reacoes de Arthus
positivas com SOG,q;de proteina, dez semanas apos a primeira inocula -
cao. Nesta ocasiao os antissoros revelaram “ring test" positivo tanto
com o antigeno homologo, como com antigenos heterdlogos, nas concentra

goes de 1,0 , 0,5 e 0,25 mg de proteina/ml.
I1.10 - OBTENCAC DE TIMUNQGLOBULINA G DE SORO NORMAL TDE  COELHO,

A fracao globulinica do soro normal de coelho foi obtida
pela precipitacao com sulfato de amonia a 50% de saturacao, conforme in

dicacio de KABAT & MAYER (1971)%3

. A fragao obtida foi cromatcgrafada
em DEAL celulose, equilibrada com tampao fosfato 0,07 M pH 8,0. Das fra
¢oes eluTdas, foi determinada a absorbancia a 280 nm no espectrofotome-
tro. As amostras referentes ao pico principal eluido foram agrupadas e

dialisadas contra agua destilada antes da liofilizacdo.
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A avaliacao da pureza do material obtido foi determina-
da por imunoeletroforese em gel de agar, fazendo-se reagir a fracao glo

bulinica com soro de carneirc anti-soro total de coelho.
IT.11 - IMUNIZAQKO DE  CARNEIRO COM IMUNOGLOBULINA G DE COELHO.

No esquema de imunizacao escolhido, todas as inoculagoes
da IgG foram feitas em adjuvante de Freund completo (V/V). Na primeira
inoculagao, foi administrado 1 ml por via subcutanea, contendo 10 mg
de antigeno. Decorridas 5 semanas ap0s a primeira dose, foram adminis-
tradas 4 injecoes intramusculares com intervalos de 3 semanas, contendo
respectivamente, 15, 10 e 5 mg de proteina. Decorridos doze dias apds a
ultima inoculagao, o carneiro foi sangrado para obtencio de soro imune.

A determinagao do titulo de anticoerpos no soro imune foi
realizada pela imunodifusao dupla em agarose. A concentragiao de antige-
no empregada foi de 100 Hg de proteTna/ml frente a diluicOes seriadas
do antissoro, na razao 2. Nestas condicoes, observou-se reacao de pre-
cipitagao até a diluigao 1:512. 0 soro devidamente liofilizado foi des
tinado ao isolamento da fracao globulinica, para ser conjugada com iso

tiocianato de fluoresceina.
1T.17 - TITULACAO DOS IMUNE- SOROS DE COELHOS.

Para demonstragao de anticorpos séricos induzidos pelo
trematddeo, 0s antissoros de coelhos foram titulados por hemaglutinacao
indireta com o reagente da "BEHRING" para esquistossomose. Este tratamen
to tambem foi dado aos respectivos soros normais. A reacao foi realizada

em placas de micro-hemaglutinagao, adotando-se diluicoes seriadas na ra-
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zao 2, com valores que variaram desde 1:2 ate 1:32.768. A leitura foi
executada apos 2 e 3 horas.
0s soros normais nao apresentaram reagdo de agliutinagao.
Os titulos obtidos, expressos pelo fnverso da dltima di-
Tuigao que apresentou reagao de aglutinacao, estiao abaixo discriminados:
SORO BHM BHF SuM SJF
TITULO 2048 16.384 16.384 16.384
Foi tambem adotada a titulagdo pela imunodifusao dupla em

gel de 3gar, segundo OUCHTERLONY(%S)

- Os quatro tipos de soros foram tes
tados com antTgenos homdlogos e heterdlogos de vermes machos. 0 soro SJM

foi o Unico a apresentar titulo de 1:4 com formagao de 4 sistemas preci-

pitantes. Os outros soros apresentaram titulo de 1:2, sendo que o nimero

de sistemas precipitantes revelado foi 2 para BHF e 1 para os soros BHM

e SJF.

IT.13 - ISOLAMENTO DA FRACAD GLOBULINICA DO SORC IMUNE DE CARNEIRO.

A purificagao do antissoro de carneiro foi obtida mediante

cromatografia em coluna de DE-52 celulose (3,0 x 40,0 cm), a partir de 50

ml de soro contendo 4,2 g de proteina. A eluigao das fracoes foi efetuada

em gradiente de pH e forca ionica de acordo com teécnica proposta por ESTE-

VES & cols. (1974)'°.

As fragoes eluidas com tampdo fosfato 0,04 M pH 6,0, refe-
rentes ao terceiro pico, foram reunidas e dialisadas contra agua destila-
da antes da Jiofilizagao. A absorbancia deste “pool™ foi registrada
280 nm em espectrofotometro Zeiss PMQ III1, em cubas de quartzo com 1,0 cm
de caminho dptico.

A avaliagao da pureza das amostras foi efetuada por eletro

forese em acetato de celulose, Tabpﬁo veronal sodico ,05M pHE,6 e volta~
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gem constante de 250 v(4mA/fita) durante 45 minutos, foram as condigoes
de forese. Também foi adotada a imunceletroforese em gel de agar, apli -
cando-se uma d.d.p. de 5,0 v/cm durante 90 minutos e devidamente revela-

da com soro de coelho imunizado com soro total de carneiro.

11.14 - PREPARACAC D0 CONJUGADO ©DE T1SOTIOCIANAT(O DE FLUORESCEINA
IgG DE CARNEIRC ANTI- IgG DE COELHO.

A concentracao proteica da fracao globulinica do soro de
carneiro foi ajustada para 14,0 mg/ml, com tampao carbonato 10% pH9,5.
Sob agitacao continua, foi adicionado isotiocianato de fluoresceina nu-
ma propor¢ao de 20 ug/mg de IgG, partindo-se de uma solucao de fluorocrg
mo, contendo 1,0 mg/ml dissolvida no mesmo tampao.Apos a adigao da fluo-
resceina, o pH foi ajustado para 9,3 com tampao carbonato e a reacao se
processou sob o abrigo da luz, durante 90 minutos, com agitacao branda em
banho de gelo. Decorrido este tempo, a mistura foi centrifugada durante
30 minutos a 18000G em centrifuga refrigerada.

A retirada do fluorocromo livre foi obtida mediante a cro
matografia em coluna de Sephadex G-25 (33,0 x 1,2 cm}, previamente equi-
librada com tampao fosfato de sodio 0,01 M pH 7,2 . Foi utilizada amos-
tra de 9,0 m1 contendo 14 mg de proteina/ml. Foram recolhidas fracoes
de 1T ml, em frascos escuros.

Das fragoes eluidas, foram determinadas as densidades op
ticas para proteina a 280 nm e para fluoresceina a 490 e 320 nm. A con-
centracao proteica do conjugade foi determinada com o uso do reativo de

biureto, empregando-se comprimento de onda de 560 nm.
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Para a estimativa da relacdo fluoresceina/proteina(F/P),
o contelido da fluoresceTna foi medido em microgramos/ml, utilizando -se
0 diacetato de fluoresceina (FDA), como padrdc e hidrixido de sodio 0,1M
como diluente . Esta solucdo padrdao continha 1/Jg de FDA/m1 (McKINNEY &
cols. —1964)32. Os valores de densidade optica a 490 ¢ 320 encontrados

para a solugao padrac de FDA foram os sequintes:

Solugac padrao de FDA contendo yg/m] - Do = 0,245 3 DO,,.= 0,27.

490 320

Conjugado diluido 30 vezes (DO,qn= 0,52} - DO = 0,260 3 D0,,,= 0,076.

490 320
0 calculo da concentracao em 2 de fluoresceina contida no

conjugado foi feito com a aplicagdo da seguinte operacio:

Fluoresceina gyg): DO corrigida do conjugado X dituicao do conj. x 0,937
DO corrigida da FDA

A densidade Optica corrigida resulta do desconto da absor-
¢ao irrelevante, cujo valor equivale 3 subtracdo da metade do valer da
DO320 do valor obtido a 490 mm.

Considerando-se entao a relacao F/P, tomando-se o peso mo=-
lecular da fluoresceTna como 389 e da imunogiobulina como 150 000, tem-se:

F/P_ ug de fluoresceina y 150 600 1.8

g de proteina 389
M

IT.15 ~ REAQUES OE TMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA.

Para o emprego dos antissoros de coelho na imunofluorescencia,
foi feita previamente uma titulacdo em bloco, a fim de selecionar condicoes
adequadas para a marcagao dos esporocistos. As diluicées 1/30 e 1/8, respec
tivamente do conjugado e soros imunes, foram considersdas excelentes e esta
condicao tambem foi mantida para outros preparados antigenicos. Nio foi do

nosso interesse, nesta tecnica, quantificar os anticorpos.



Foram adotadas cinco categorias de preparacces antige-

nicas:

1- cercarias livres, fixadas em formol 0,5%.

2~ esquistossomos de ambos 0s sexos, liofilizados.

3- esquistossomos de ambos os sexos, incluidos em parafina.

4- esporocistos primarios e secundarios, em cortes histologicos.

5- esporocistos primarios e secundarios, dissecados vivos e aderidos em
Tamina por fixacdo em acetona. |

Apenas as preparagoes 1 e 2 tiveram as reagoes executa-
das em tubo de ensaio.

As preparagoes antigenicas, em cortes histologicos, so-
freram desparafinizagao para receber o soro imune descomplementado, na
diluicao 1/8.

Esta etapa foi cumprida a temperatura ambiente, em cama
ra umida, durante 45 minutos. Ap0s tres lavagens sucessivas com PBS
(solugao salina tamponada com fosfatos 0,01 M pH 7.,7), empregando-se
dois minutos em cada lavagem, os cortes foram tratados durante 45 minu
tos com conjugado fluorescente. Este conjugade foi diluido ao trigesi-
mo, com PBS contendo azul de Evans na concentracao final de 1:10 000

(FRY & WILKINSON- 1963)27.

A reagao foi executada no escuro, a 37°C.
Apos a devida remogdo do excesso de conjugado, todas as laminas foram
montadas em glicerina alcalina tamponada.
Os controles utilizados foram os seguintes:
1 - apenas tampao;
2 - apenas conjugado;
3- soro normal de coelho + conjugado;
4- inibicado da fluorescencia : soro imune de coelho + anti-imunoglobu-

lina nao fluorescente + conjugado;

5- tratamento de tecido de molusco nio infectado.
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A avaliacao da especificidade da reagao antigeno-anti
corpo foi possivel mediante a absorcao dos imune-soros com vermes Tio
filizados por incubagao da mistura antigeno-anticorpo durante 18 ho-
ras em refrigerador (QOC).

Tambem foi necessaria a absorcao dos soros de coelhos
com tecidos de moluscos nac parasitados. Esta absorcac foi feita com
hepatopancreas e ovotestis liofilizados e a nroporcac adotada de soro
para antigeno, foi de aproximadamente 2:1. Apds 18 horas de reacdo a
4OC, a preparagao era centrifugada a 755 G durante 20 minutos.

0 resultado da fluorescencia foi obtido mediante a lei

tura das reagoes no microscopio com lampada de mercirio (UV).

IT1.16 - ANALISE ESTATISTICA D0S ESPOROCISTOS PRIMARIOS BH e SJ

DE 8. mansond.

Este estudo teve como objetivo primordial a determinacgao
de possiveis diferencas qualitativas e guantitativas dos esporocistos
primarios, presentes nos diferentes periocdos da infecciao nas duas espe
cies de molusco.

0s dados da observacao de cortes histoldgicos encontram-
-se dispostos nas Tabelas I e II, referentes a distribuicaoc das tres ca
tegorias de esporocistos {integros, degenerados e acelulares) nos dife-
rentes orgaos dos caramujos. Na Tab. II anotamos os valores meédios dos
esporocistos Tntegros (EI}, degenerados (ED) e totais (ET), das duas es
pecies, nos varios perfodos do desenvolvimento larvarioc.

Para comparar numericamente a condi¢éo dos esporocistos

BH e SJ adotamos o teste nao paramétrico para duas amostras (rank-test
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de WILCOXON ou de MANN-WHITNEY}. A distribuicao das Tarvas nos drgaos
do hospedeiro foi avaliada mediante a aplicacao do teste de FRIEDMAN
(SNEDECOR & COCHRAN - 1967)58.

A primeira semana de infeccac foi alvo de estudo mais
detalhado, em virtude deste periodo ser considerado por nds como deci
sivo para a determinagao do destino do parasito. A Tab. IV foi organi
zada com os dados da primeira semana da infeccao. Nela, comparamos as
médias de cada categoria de esporocistos, incluinds aqueles acelula-
res na modalidade dos degenerados. No anexo I consta a analise de tais
parasitas neste periodo, pelo teste de WILCOXON.

Agrupamos as observagoes referentes acs seguintes pe -
riodos de pos-infeccao: dias 2 e 3, dias 5, 6 e 7 , com a finalidade
de avaliar o comportamento das larvas, aplicando-se o teste de WILCO-
XON (anexos II e III). Quanto a cbservacao do primeive dia, a analise
nao foi efetuada, devido ao insuficiente nimero de caramujos examina-
dos. Os testes correspondentes aos dias 14, 21 e 35 a 70 de evolugao
do parasitismo encontram-se respectivamente, nos anexos IV, V e VI.
Nao efetuamos o teste da quarta semana de infeccao par Ser pequeno o
nimero de exemplares examinados.

Outro tipo de analise se refere a comparagao de larvas,
considerando-se a localizagao dos esporocistos primarios no decorrer da
primeira semana de desenvolvimento. Os dados encontram-se dispostos na
Tab. IV.A analise foi feita separadamente para cada categoria de espo-
rocisto(Tabs. V, VI e VII). Os oOrgaos parasitados, considerados nesta
analise, foram codificados sequndo a anotacac especificada:

(1)~ cabega; (4)- colar do manto;
(2)~ tent3culos e base do tentaculo ; (5)- manto

(3)- pe ; ﬁ (6)- outros orgaos.
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0 Ttem "outros orgaos" foi criado para facilitar o manu
seio de dados, levando em conta ser insignificante a incidencia de eg-
porocistos em Orgaos que ndo os enumerados anteriormente.

A Tab. V refere-se ao teste de FRIEDMAN para esporocis-
tos primarios totais das duas espécies, levando-se em consideragﬁo a
Tocalizagao das Tarvas na primeira semana de evb1ug§u. A mesma analise
para as larvas Tntegras estd registrada na Tab. VI : 05 valores expres

sos na Tab. VII correspondem a larvas degeneradas.
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ITT -RESULTADOS,

ITI.1 - DESCRICA0 DOS ESPOROCISTOS PRIMARIOS.

Esporocisto primario & a designagao que varios autores
adotam para miracidios ja desprovidos de cTlios e que tenham ingres-
sado no tecido do molusco ha pelo menos 24 horas.

No decorrer de nossas observacoes, constatamos particu
laridades morfologicas nos esporocistos primarios, aproveitadas na
classificagao destas larvas, de acordo com o critério abaixo menciona
do:

ESPOROCISTO PRIMARIO INTEGRO.

Caracteristica notavel do esporocisto primaric Tntegro
€ a ausencia de infiltracdo de amebOcitos em torno da larva.

A conformagao do esporocisto primario, com um dia de vi
da ajusta-se a do esporocisto secundarioc descrito na Fig.13. As celu-
las presentes no esporocisto primario sdo de duas categorias: células
somaticas e c@&lulas germinativas (CHENG & BIER- 1972}?]. Nesta modali-
dade de larva, as celulas somaticas apresentam-se arredondadas, com ta
manhos diversos, citoplasma discretamente basofiio, contendo finas gra
nulagoes tambem basdofiltas dispostas predominantemente Junto da membra-
na externa. 0 nucleo das células & Gnico e geralmente central, arredon
dado, com volume ocupando aproximadamente 1/4 do volume ceiular e nuy -
cleolo as vezes proeminente (Fig. 1). 0 niicleo das c&iulas germinativas
apresenta-se vesicular e o citoplasma muito rico em granulacoes.Celulas
somaticas e germinativas apresentam-se, desde o primeiro dia, envoltas

por uma membrana polissacaridica, demonstravel em reacio citoquimica pe




to PAS {Fig. 8).Em um esporocisto primario, chservou-se a presenca de
uma unica fileira de células germinativas junto a membrana externa da
larva, simulando um epitelio germinativo (Fig.1). Esta membrana pare-
ce ser remanescencia da parede do miracidio. Na microscopia optica co
mum nac visualizamos musculatura na parede do eSporocisto;'este fato
explicaria a ausencia de locomogdo da larva. Convém ressaltar que a
musculatura no esporocisto secundario e razoavelmente desenvolvida e

0 tegumento dotado de pequenos espiculos {Fig.9).

ESPOROCISTO PRIMARIO DEGEMERADO (celular e acelular).

As celulas esporocisticas em degeneracac, em sua maio-
ria, apresentam niucleo picnotico. O citoplasma destas células passa
a ser eosinofilico e os granulos citoplasmaticos tendem a se agrupa-
rem(Figs. 2 e 16).

0s amebdcitos concentram-se em grande nimero em torno
da larva em degeneragao, com o fim aparente de isolar o tecido adja-
cente. 0 nucleo dos amebdcitos, assim como seu citoplasma, alonga-se,
simulando o aspecto de uma fibra semelhante ao fibroblaste (Figs. 2 ,
15 e 16). Esta modificagoes amebocitarias ocorrem quando as células
de defesa estao em intimo contato com a larva. No citopiasma destas
celulas fagocitarias surgem granulagoes eosinofilicas, talvez produto
de secregao.

Quando se trata de infecgoes antigas, torna-se dificil
afirmar se a disposigao assumida pelos amebOcitos seja decorréncia de
reagao em torno de larva em processo de desintegracac ou de outro cor

po estranho, pois as celulas esporocisticas alteram-se e na maior par

te dos casos, desaparecem. Por isso, propomos uma terceira categoria
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de esporocistos que denominamos ACELULARES. Esta condigao larvar apre-

senta-se sob duas formas, dependentes do grau de degenaracao, Quando as
Jarvas encontram-se ainda em processo ativo de degeneracao, as celulas

esporocisticas perdem suas caracteristicas normais para tornarem-se gra
nulosas e eosinofilicas, ficando reduzidas a simples massa amorfa envol
ta por uma coroa-de amebocitos. Quando as larvas estaoc em adiantado es-
tagio degenerativo, restam apenas amebocitos envolvendo uma regiao, que
aos poucos fica preenchida por tecido do tipo conjuntivo, notando-se

porém, alguns vacfiolos no local que, supostamente, era ocupado pela lar

va (Fig. 2}.

111. 2 - DESEMPENHO DO HOSPEDETRO INTERMEDIARIO [RENTE ACS ESPORC

CISTOS PRIMARIOS DAS LINHAGENS BH e 37 DE S, mansond.

Verificamos que, em 15,15% dos casos. B. fLenagophila mos
trou-se capaz de destruir a totalidade dos esporocistos primarios duran
te a primeira semana de infecgdo. Nos exemplares nos quais nao foi sus-
tada a infeccao, 81,8% dos esporocistos tornaram-se degenerados; neste
caso, 27% dos esporocistos eram acelulares. 0 comportamento de B. gla -
brata apresentou-se completamente diferente, pois, 2o final da primeira
semana, a totalidade dos moluscos era portadora de larvas viaveis, ao
Tado de 32,6% de esporocistos em vias de degeneragao.

Parece 17cito supor que o molusco paulista, resistente a
infecciio, seja capaz de dar origem a maior numero de amebOcitos, ou gue
estas ceélulas possuam maior capacidade de agressao. Niao se pode, tambem,
excluir a possibilidade da larva da linhagem SJ atrair maior nimero  de

células de defesa do hospedeiro. Deve-se levar em consideracao, ainda
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que o sucesso do desenvolvimento dos miracidios no hospedeiro interme

diario depende, além de fatores ambientes, dagueles relacionados com

padroes geneticos que possibilitem um ajustamento fisiologico entre mo
Tusco e trematodeo.

Nos experimentos efetuados com infecgoes a?dpétricas, u
tilizando-se moluscos geneticamente selecionados para o carater susce-
tibilidade, nao detetamos reacoes amebocitarias em torno de 2sporocis-
tos primarios e secundarios. Mesmo em infeccBes antigas, examinadas
apos 155 dias da exposicdo aos miracidios, nao registramos presenca de
esporocistos degenerados. 0 sucesso da infeccdo alopatrica, em plancr-
bideos geneticamente selecionados, reforga a hipotese de que os molus-
cos deixam de reconhecer a larva alopatrica como estranha. Este fato
ocorre tanto em B. glabrata como em B. tenagophifa . Por outro lado ,
a resistencia adquirida por selecao também se mantém para a Tinhagem a
Topatrica de S. mansond.

Nao dispomos de dados quantitativos sobre a evolucdo cro
nologica na infeccdo alopatrica; entretanto observamos gue as larvas do
trematodeo apresentam, anatomicamente, o mesmo desenvolvimento observa-
do nas infecgoes simpatricas. Alem disso, a infecgdo tende a ser mais
duradoura em virtude da major sobrevivencia do molusco suscetivel para
sitado.

Nao consideramos em nosso estudo o Tndice de penetracao
dos miracidios; nao obstante, & possivel reconhecer que a destruicao das
larvas ocorre principalmente nos tres primeiros dias de pos-infeccdo
(Tabs. I e II). Neste estagio podemos determinar a condigao dos esporo-

cistos primarios e ainda detetamos a totalidade de larvas que atingiram
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os tecidos, incluindo aquelas que estao sendo absorvidas. Neste periodo,
em 8 planorbideos infectados com a Tinhagem BH, observou-se que, dos 800
miracidios sujeitos aos moluscos, foram encontrados apenas 298 nos teci-
dos, o que acarretou uma taxa de penetragado equivalente a 37,25% para a
linhagem mineira. Observamos que 29,5% dos miracidios da linhagem BH apre
sentaram-se degenerados. Portanto, o nimero de larvas BH que parece garan
tir o sucesso da infeccao em B. glabrata corresponde a 70,5% do total en
contradc nos tecidos. |

Aplicando-se o mesmo raciocinio para B. fenagophila, para-
sitada por S. mansoni da Tinhagem SJ, em 7 exemplares examinados neste pe
riodo{Tab. II), o Tndice de penetracao de miracidios foi de apenas 17,4%,
sendo que 98,4% dos esporocistos primarios apresentaram-se degenerados,ou
seja, a infecgao e garantida por 1,6% das larvas presentes em B. fenage -
prila.

Na analise estatTstica efetuada com esporocistos primarios
e relacionada com o comportamento destes, no decorrer da primeira semana,
verificamos que os valores medios para esporocistos ntegros e totais fo-
ram significativamente maiores em B, glabrata do que em B.. ienagoﬁhéﬂa )
ao nivel de 1%. Na Tinhagem SJ, o nimero de esporocistos degenerados e
acelulares, durante ¢ mesmo periodo, mostrou-se significativamente maior
em relagao a linhagem BH({Anexo I).

Para melhor enfoque da verificacao, apresentamos o diagra
ma das médias de esporocistos primarios das 3 categorias, de ambas linha
gens (Fig.3). 0s resultados a que chegamos, pela andlise de dédos nos de
mais perfodos especificados no grafico, ndo revelaram modificacdo substan

v

ial com relagzo zos encontrados na andlise conjunta dos dados dos primei

&

os sete dias de evolugao do parasitu (Anexos I1 e I11).
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Observando-se o Anexo IV, verifica-se gue, duas semanas
apos a infecc¢do, nao ha diferencga significativa entre as modalidades
de esporocistos primarios nas duas especies . Na terceira semana, a
diferenca entre esporocistos integros e totais, de ambas as linhagens,
foi significativa ac nivel de 1%, apresentando-se maior na linhagem BH
(Anexo V).

No tltimo periodo analisado, isto e, o compreendido en-
tre o 350 ao 709 dia apo6s a infeccao, encontramos maior media numerica
de esporocistos primarios em B. gfabrata; esta diferenga € consequen -
cia da presenca de maior nimero de esporocistos degenerados, conforme
os valores dispostos no Anexo VI. Tal acontecimento explica-se pelo fa
to de gue, neste periodo, oS esporocistos precocemente degenerados em
B. tenagophifa ja tinham sido absorvidos.

Quanto d@ distribuicao dos esporocistes primarios nos di
ferentes orgacs, no decurso da primeira semana de infecgao, verificou-
-se que eles se Tocalizam em numero decrescente nos orgaos que relacio
namos a seguir, na ordem de frequencia de parasitos:
pes
cabeca;
tentaculos;
colar do manto;
manto;

outras regioes.

0 orgac mais atingido pelo parasito & o pé, fato que pare

ce confirmar que a tendencia da larva & a de penetrar na area de maior su

perficie e mais exposta do molusco, permanecendo ai definitivamente.

permanencia dos esporocistos primarios na regiao de penetracao pode perdu
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rar varias semanas, possivelmente até que se esgote a sua capacidade
reprodutiva. Mesmo em moluscos suscetiveis, observa-se de modo geral,
processo degenerativo parcial ou total nos esporocistes primarios mais
antigos, ainda contendo esporocistos secundarios em sou interior, par-
ticularmente ap0s a 70 semana de infeccao.

Quando comparamos a distribuicao de esporocistos inte -
gros e degenerados por orgac, os resultados superpoer-se aos obtidos
quando se considera a totalidade de esporocistos. Tal verificagao per-
mite concluir que nao ha, de mode especifico, um brgzo que oferega me
Thor condicao para o desenvolvimento do esporocisto primario e, por
conseguinte, os diferentes orgaos comportam-se de igual maneira  com
relagao aos esporocistos primarios, durante a primeira semana de evo-
tucao (Fig. 4).

Foi feita tentativa para determinagac de uma fungao ma
tematica capaz de expressar a correlagao fornecida pelo nimero de es-
porocistos primarios (Tntegros e degenerados) e tempo de infeccio, pa
ra cada linhagem de esquistossomo. Do ponto de vista estatistico, pa-
receria que a hiperbole seria a representacio mais compativel com o
fenomeno biologice. Entretanto, o ajuste hiperbolico mostrou-se insa-
tisfatdrio, comprovando apenas que existe regressao com o decorrer do
tempo, nas duas especies de molusco. Tentamos ajustar uma curva expo-
nencial e o resultado foi desfavoravel, devido a grande dispersao dos
dados e do pequenc numero de observagoes disponiveis em cada periodo
de infecgao.

Ressaltamos , entretanto, que ao finzl de uma semana a
pos a exposicao aos miracidios, B. tenagophila apresentou 59% dos es-
porocistos degenerados, enquanto que B. gfabrata mosirou apenas 171,8%

de formas degeneradas.
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TAB. III - Media de esporocistos primarios integros (El}, degenerados (ED)

e totais (ET) encontrados nos diferentes periudes da infecgao
em Biomphalaria glabrata €  Biomphalarvia  ‘tenagophila.
Dias  apos Numero de
exposicao especie moluscos El ED ET
examinados
B. glabrata 2 14,0 27,0 41,0
1
B. tenagophila 4 0,0 20,0 20,0
E. glabrata 7 26,1 4,9 31,0
2e3
E. tenagophila 3 0,7 13,3 14,0
B. glabrata 3 24,7 16,7 41,4
5,6 e 7
B. temagophila 26 3,6 11,9 15,5
B. glabrata 4 0,8 0,3 1,1
14
B. temagophila 12 2,2 2,4 4,6
B. glabrata 7 5,1 2.3 7.4
21
B. tenagophila 5 0,2 0,4 0,6
27 B. glabrata 6 3,7 1,5 5,2
B. tenagophila 2 13,5 1,5 15,0
B, glabrata 7 4.0 5,6 9.6
35 a 70
B, tenagophila 11 0,7 1,4 2,1

*possivelmente , dois moluscos deste grupo eram suscetiveis, o que tornou a

média relativamente maior nesta espécie, 27 dias

apos

infecgdo.
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TAB. V - TESTE DE FRIEDMAN PARA ESPOROCISTCS PRIMARIOS TOTAIS NAS
DUAS ESPECIES DE MOLUSCOS EM RELAGAG A LOCALIZACAO  DAS
LARVAS NA PRIMEIRA SEMANA DE DESENVOLVIMENTO.

SOMA  DOS  RANKS

ESPECIE cabeca  tentdculo pé colar  manto outros X
wE
B. glabrata 47 45 70,5 38 24,5 27 33,18
* &
B. tenagophila 100 107 151 74,5 81,5 74 43,82
* significativo ao nivel de 5% ;  ** significative ao nivel de 1%
2 B L2 -
XVS; 0,01 ~ 15,09 R s 0,05 T 11,07

TAB. VI - TESTE DE FRIEDMAN PARA ESPCROCISTOS PRIMARIOS TINTEGROS NAS
DUAS ESPECIES DE MOLUSCOS EM RELACAD A LOCALIZACAO DAS
LARVAS NA PRIMEIRA  SEMANA DE DESENVOLVIMENTO.

SOMA - DOS  RANKS

2

ESPECIE cabega tentaeulo pé colar manto outros X

-
B. glabrata 43,5 48,5 64,5 59 28 29,5 21,88
B. tenagophila 34,5 37,5 43 25 27 22 10,48
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TAB. VII - TESTE DE FRIEDMAN PARA ESPOROCISTOS DEGENERADOS E
ACELULARES NAS DUAS ESPECIES, EM RELACKD A LOCALI

ZACRO DE 5. mansom? NA  PRIMEIRA SEMANA DE  DESEN-

YOLVIMENTO,
ESPECIE cabega  tentdeulos pé colar  manto  outros X
%7
B. glabrata 33 &4 51,5 b 27 24,6 18,68
e
B. tenagophila 89,5 95 143,5 68 76,5 73,5 41,98

* significativo ao nivel de p=5%
3 X o pr F 16,00
** significativo ao nivel de p=1% Ya Vs VY



B, GLABRATA Ej Esnorocinto Totatl

N . Ecporocisto  Dag
Valor medic do ndmers

de esporccistos

‘_!'0..

30 ]

20+

periodos de infeccio { dias )

Valer medic do numers

20-

10

periodos de infeceao {dias)

do numero de esporocistos primarios totais, ntegros

= encontrados no decorrer da primeira semana do desanvol
v S.omansond en Blomphaladla gfabrata Biomphalania fonago

LOaNEF

Esporocistoe  Integro
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Bw GLABRATA E] Esg:c,-r-:.cism Total

Mcedia dos  Esporocistos ?! A , E
t.d Lsporooisto degenaraao

24, Primarios

29 : ’] Lesporcersts integro

20
18 1
iB
14
121

105

B s R s

5 § , Localizagao
mantlo outros {orgaos }
B. TENAGOPHIL A

Média dos Esporocistes

Primartcs

]

0 ) -
5 Localizacao
- rntdoules colar do manto sutres { drgaas )

manto

de esporocistos primarios totais, Tntegres e degenerados e sua

vigeo em diferentes orgaos de Blomphalenia glabrata o Biompha

it

Lonie Zenagophila ,durante a primeira semana de evolugdao de S. mansond.
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1T1. 3 - ASPECTOS GERAIS DA EVOLUCAQ DOS ESPOROCISTOS.

A localizacao das larvas, nos primeiros estagios do desen
volvimento, restringe-se as areas mais expostas a infecgao: regiao cefa-
lopodal, tentaculos e colar do manto. Nestas dreas os esporocistos prima
rios permanecem semanas, produzindo especrocistos secundarios.

F notavel a evolugdo assincronica de esporocistos, princi
palmente nos moluscos de Belo Horizonte. Desconhece-se a causa determi -
nante do fendmeno. Sera decorrente da expressao de potencial germinativo
diferente de cada miracidio ou resultante das diferencas quanto ao ritmo
de crescimento apresentado pelas larvas.

K medida que o nimero de celulas do esporocisto aumenta,o
corpo do esporocisto se alonga; encontramos esporocistos primarios que a
presentam uma constricao na zona mediana, de maneira a dividi-los em dois
compartimentos (Fig.5). A transformagao do esporocisto primario em secun-
dario & gradual e este processo pode ter infcic ja na primeira semana de
desenvolvimento do parasito. Dal em diante, o nimero de septos parietais
aumenta, dividindo o esporocisto primario em varios compartimentos com a
reas irregulares, preenchidas por celulas esporocisticas(Figs. 6,7 e 8).
Neste estdgio, a multiplicacdc celular & abundante e parece nao interrom
per num periodo cuja duragao varia entre 14 a 21 dias, pcasiao em gue se
observa a presenca de esporocistos secundarios aptos a migragao(Figs. 7,
8 e 9). Nos primeiros estagios, os esporocistos secundarios apresentam-se
como aglomerados celulares sem membrana envolvente(Figs. 10 e 11}. Poste
riormente, tais aglomerados assumem a forma esférica, ja envoltos por fi

na membrana (Fig.12). As fases subsequentes sao caracterizadas por alon-

gamento da larva e aparecimento de sistema excretor, constituido por duas
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celulas-flamas alojadas, simetricamente, na porcao mediana da larva e
proximas do tegumento do esporocisto secundirio(Figs. 11 e 13).

Em consequencia da assincronia do desenvolvimento, nao
pudemos avaliar o ritmo de crescimento das linhagens BH e SJ. As Figs.
7, 8 e 14 ilustram o estagio alcancado pelos esporocistos secundarios
na terceira semana de desenvolvimento. Nota-se frequentemente a orga-
nizagao de um epitélio germinativo, na superficie interna da parede do
esporocisto secundiario maduro, sugerindo continua producic de celulas
germinativas destinadas a formacao das cercarias. Além disso, dentro
do mesmo esporocisto secundario, ha assincronia no desenvelvimento das
cercarias (Figs. 15, 17 e 18).

Em nosso estudo foi possivel observar, na 109 semana de
infeccao, esporocistos primarios degenerados ainda nio absorvidos.
possivel que nestes casos tenha havido um retardamento na evolucao das
larvas, associado a fatores fisiologicos ou relacionados com o meio am
biente.

Parece existir um estimulo que leva o esporocisto secun
dario a se separar do esporocisto primario, migrando através do tecido
conjuntivo frouxo ou sendo transportado pelo fluxe hemolinfatico. Esta
migracao dos esporocistos secund3rios processa-se por pequenos grupos;
tem infcio a partir do 139 dia de infeccao e pode demorar alguns dias.
E dificil precisar o tempo necessdrio para que alcancem Orgdos mais pro
picios ao desenvolvimento das cercarias, mesmo porgue o numerc de espo-
rocistos primarios resultantes de uma (nica exposicac, gue se desenvol-
vem assincronicamente & grande (Tabs. I e II). Tal circunstancia impos
sibilita a identificagao da procedencia das larvas migrantes. A nosso

ver, parece existir necessidade de chegada dos esporocistos secundarios



ao hepatopancreas e ovotestis, para que se inicie a diferenciagao das

cercarias, pois s0 nestas regides & que se observa a presenca de espo
rocistos secundarios maduros com cercdrias bem diferenciadas {Figs.17
e 18). No caso de B. glabrata, o fenomeno da diferenciacao de cerci -
rias pode ter inicio na quinta semana de infecgdo, enquanto que para
B. Zenagophifa , nos poucos exemplares parasitados, foram vistas cer-
carias diferenciadas a partir da oitava semana de penetracao dos mira
cTdios.

Raramente tivemos oportunidade de observar cercarias
plenamente evoluTdas em esporocistos secundarios situados na regido
cefalopodal do hospedeiro. Quando isto ocorre, existe parasitismo in-
tenso do molusco, fato que pode dificultar a migragdo dos esporocistos
secundarios para Orgaos internos. Verificamos que, nestes casos de ma-
turagao ectbpica, e habitual o encontro de afluxo de amebScitos em tor
no do esporocisto madurc (Fig.15)}.

Dada a impossibilidade de isolar espoiucistos secunda-
rios, por dissecgao dos conglomerados em que por vézes estdo situados,
nao foi possivel conta-los. Estes conglomerados sao constituidos  por
formagoes tubulares retorcidas (Fig.19), cada uma delas representando
um esporocisto secundario. Outro fator que torna inexequivel a determi
nacao numerica segura das larvas & o aumento constante da populacdo. [
a razao pela qual apresentamos apenas a relacao dos OrgZos encontrados
albergando esporocistos secundarios, imaturcs e madurcs: pe, colar do
manto, manto, tentaculos, esofago, rim, crista renal, reto, crista re-
tal, parede pulmonar, glandula de albumen, estomago, glandula prostiti
ca, canal hermafrodita, saco bucal, anel ganglionar peri-esofagiano ,
hepatopancreas e ovotestis. [ possivel observar a presenca de parasitos
em todos esses orgaos mencionados, quer por formas jovens, quer por for

mas ja evoluidas, simultdneamente, no mesmo exemplar de molusco.
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FIG.(5) - B. glabrata (] dia, HE,p75 X). Esporocisto primario Tntegro
no colar do manto. Observar septacao no sentido transversal

da. parede do esporocisto na sua regiac mediana; estagio ini-

sto primari

T N '.#‘5 -

0 em secundario.
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FIG.(6) - B. glabrata (14 dias, T. Gomori, g5 X). Esporocistos secunda-
rios integros na regiao podal.Processo de septacao parietal bas-
tante evoluido.
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FIG.{7) - B. glabrata (21 dias, HE, 65 X). Esporocistos secundirio no
interjor do esporocisto primario integro, alojado no colar do
manto. Observar alguns esporocistos secundarios nas proximida-
des do conjunto principal devido o desTocamento ativo para mi-
gracao. 0 epitélio do colar do manto sofreu deformagéo junta -
mente com as glandulas de muco pela compressao das larvas.

E = epitelio de revestimento ; M = g]éndu]as_de muco;

i
el

secundarios Tntegros no manto. A parede dos esporocistos secun-

FIG.(8) - B. ienaﬁophéﬁa (21 dias, PAS~hematoxilina, 65 X). Esporocistos

daries & PAS positiva.
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FIG.(9) - B. glabrata (28 dias, T. Gomori, 105 X). ESporbcisto secundario
imaturo no tentaculo. Parede dos esporocistos dotadas de espicu-
los. Notar desorganizagao estrutural do tecido conjuntivo adja -
cente%\deﬂcausa“jgnotaga.

3 ; g

P e
- R sl o :
FIG.(10)~ B. glabrate (13 dias, preparacac a fresco em microscopia de fase,

St

26 X). Esporocistos secundarios extraidos por disseccao do
tentaculo. Observar deformagao tentacular pela compressas das lar

vas.
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FIGS. (11 a 13)- B. glabrata (13 dias, preparacao a fresco observada em micros

FIG.(11)

copia de fase. FIG. (11) mostra aglomerados celulares que re-

presentam o estagio inicial do desenvolvimento de esporocistos
secundarios. FIGS. (12 e 13) mostram 2 est3gios evolutivos ja

individualizados por membrana. 0 estagio representado na Fig.

(13) e mais evoluido que o antecedente e a larva ja apresenta

sistema excretor formado por 2 celulas-flama (explicacic no

texto).
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FIG.(14)- B. glabrate (21 dias, HE, 47 X). Esporocistos secundarios dominando
a regiao podal. Notar ausencia de tecido conjuntivo e de fibras muscu
lares, sugerindo lise celular. Glandulas mucosas aparentemente normais.

FIG. (15)~ B. gfabrata (90 dias, T. Gomori,ZG ‘X);.Eépékégyéko secundario maduro
no pé do molusco; degeneracao parcial das larvas com encapsulacac por
amebocitos.

FIG.(16)- B. glabrata (51 dias, HE,
secundarios integros e degenerados. Coroa de fibroblastos encapsulan-

105X). Presenca simultanea de esporocistos

do larvas degeneradas.
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FIG.(17) - B. glabrata (100 semana, HE, 105X). Esporociste secundario maduro no hepa-

topancreas com cercarias em desenvolvimento.
V= glandulas da ventosa ventral

o
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FIG.(18) - B. fenagophifa (229 semana, T.Gomori,

P=parede do esporocisto;
da cercaria.
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65 X). Ovotestis contendo esporocis-

tos secundarios maduros Tntegros, inter-foliculares. Cercaria com diferencia

cao de cauda e acetabulo (C);
togonias em disposigao de semi-roseta (E).

FIG.(19) ~ Esporocistos secundarios
esporocistos secundarios
(26 X).

epitelio germinativo do ovotestis com esperma-
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madurcs contendo cercarias; visualizar o formato dos

em preparacao a fresco a microscopia optica comum.
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111, 4 - REACOES DE IMUNOFLUORESCENCIA.

Verificamos, desde logo, que os antissoros obtidos em
coelhos preenchiam os requisitos necessarios para as finalidades pro
postas, pois revelaram acentuada capacidade reativa com reTagEo a0
S. mansond nas diversas fases de sua evolugao. Alem disso, foi pos-
sTvel concluir que o esquema de imunizacao adotado induziu satisfato
ria produgac de anticorpos, ja que os tTtulos obtidos para os antis
soros anti- S, mansoni revelaram valores superiores a 1024, que & o0

titulo apresentado pelo controie positive da "Behring" na tecnica de
hemaglutinagao na esquistossomose. Outro fato que atesta a eficacia
da imunizagado dos coelhos se refere a obtengao da reagao de Arthus.

Submetendo os imune-soros a absorcio com vermes liofi
Jizados, verificou-se total inibigaec da hemaglutinacao. Do mesmo mo-
do, a reacdo de imunofluorescencia tambem acusou resultado negativo
com soro absorvido com esquistossomos, tanto para preparacoes de ver
mes, como aguelas obtidas com cercarias livres e esporocistos.

Na Tab. VIII, evidenciamos os principais resultades da
imunofluorescencia, obtidos pelo tratamento dos diferentes antigenos
com imune-soros, No estadgio de esporocisto primaric, larvas com uma
semana de vida ja sao dotadas de tenue membrana que se cora fracamen
te, quer pela baixa especificidade dos anticorpos para este tipo de
antTgeno ou pela pequena quantidade de determinantes antigenicos dis
poniveis. Da mesma forma que oS esporocistos secundarios, os de pri-
meira geragao tambem tiveram a fluorescencia abolida pela absorcao do

soro com vermes adultos.

Em todas a preparagoes, as reagoes com esporocistos se
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cundarios revelaram comportamento bem caracteristico. Cercarias, em
desenvolvimento no interior do esporocisto, apresentaram fraca fluo
rescencia, localizada apenas no tegumento da larva. A medida que a
cercaria diferencia, a fluorescencia do tegumento aumenta e surge in
tensa reagdo ao nivel da ventosa ventral; ac mesmo tempo, & parede

do esporocisto tambem apresenta intensa fluorescencia (Figs. 22 e 23).

As reacoes inespecificas com tecidos de molusco foram
abolidas, atraves da absorcao dos imune-soros com ovotestis e hepato-
pancreas liofilizados. Convem salientar que na glandula hermafrodita
a autofluorescencia tecidual foi nula, mesmo com tratamento de soro
nao absorvido. Portanto, parece viavel o emprego deste orgac parasita
do, incluido em parafina, para fins de diagnostico da esquistossomose
humana. O mesmo nao ocorreu com tecido de hepatopancreas que, em pre-
paracoes executadas com a mesma tecnica, apresenta intensa autofluc -
rescencia.

Esporocistos primarios e secundarios obtidos por meio
de disseccao e fixagao em acetona nao deram bom resultado, pelo fato
de tais preparados possuirem contaminantes em quantidade suficiente
para dar reagao inespecifica, prejudicando a leitura.

Em relacdo a fluorescencia com vermes, as preparagoes
constituidas por esquistossomos Tiofilizados deram methor resultado
que as obtidas em cortes histologicos, talvez devido a preservagao dos
determinantes antigenicos.Quando submetidos a tecnica de fluorescen-
cia, os vermes adultos apresentaram intensa reacao ao nivel do tegu-
mento e do tubo digestivo. Contudo, as femeas liofilizadas sao dota-
das de autofluorescencia nas glandulas vitelinicas e na casca do ovo

(Figs. 20 e 21).
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De acordo com estes dados, e permitido supor a existen=-
cia de determinantes antigenicos comuns a esporocistos e vermes adultos.
Qutra constatagao que comprova este fato esta relacionada com a obten-
cao de reacao completamente negativa com cercarias livres, vermes e
esporocistos, quando os antissoros foram absorvides com esquistossomos
liofilizados.

Nas diversas condicoes testadas, as reagoes foram produ
zidas nos sistemas homdlogos e heterclogos. Em termos gualitativos, os
antigenos das linhagens BH e SJ parecem nao diferir, considerando a sen
sibijlidade do metodo adotado. Este fato, porem, nao exclui a possibili-
dade da existencia d diferencas quantitativas no teor de anticorpos es-

pecificos induzidos em cada uma das Tinhagens de S. wansond.

UNICAMP
BIBUIOTECA CENTRAL
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FIG. 20 - Verme adulto (macho) liofilizado. Reagao de 1munof3uoresc§ncia

indireta positiva para S. manscni ; tegumento fluorescente.

il
[
£
[N

{

(femea) liofilizado. Reacao de imunofluorescencia

wd

tiva para tegumento e tubo digestivo de S. mansond.



FiG. 22 - Esporocistos secundarios em hepatopancreas de B. glabrata .
Cercarias em desenvolvimento mostram tegumento fluorescente
e maior intensidade da fluorescencia ao nivel das ventosas

oral e acetabular. Parede dos esporocistos com reagac posi-

tiva.

secundarios em hepatopancreas de B, glabrata .

acio negativa em tecido tratado com soro normal de coe-
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IV - DI SCUSSAQ

Nossos dados, referentes a localizacan dos miracidios
nos tecidos, estao de acordo com os assinalades por MALDONADO & ACOSTA
-MATIENZO (1947)°%, OLIVIER & MA0 (1949)**, coELO (1957)13 e PAN (1965)%8
A distribuicao dos esporocistos primarios nos orgaos do
hospedeiro tambem foi observada por varios autores:; LUTZ (19¥9)31 havia
registrado a preferencia dos miracidios pelo tentaculo, fato confirmado

por BRUMPT (1940)°, por MALDONADO & ACOSTA-MATIENZO (1947135 ¢  COELHO

(1957)13

.Entretanto, as duas especies de moluscos por nds examinadas apre
sentaram maior incidencia dos esporocistos primarios na regiao podal, con
forme ficou demonstrado pela analise estatistica.

Durante o desenvolvimento dos esporocistos primariocs, os
danos celufares provocados pelos parasitas foram reversiveis e nac acarre
taram morte do hospedeiro. Porem, foi grande a mortalidade dos moluscos
que se encontravam na fase de eliminacao de cercarias. Nesta fase, a so -
brevivencia dos planorbideocs pode ser afetada por varios fatores: acao
de determinados componentes metabolicos Tiberados pelas cercarias; compres
sao dos tecidos pelos parasitas; formacao de embolos na hemolinfa, devido
a eliminacdo simultanea de grande nimero de larvas infectantes.

0s amebocitos dos moluscos sdao capazes de reconhecer “in
vivo" : leveduras, bacterias, graos de polen e esferas de poliestireno
(TRIPPw1961)6G. Uma grande variedade de respostas pode ser obtida contra
diferentes agentes estranhos, dependendo de sua natureza, de alteragoes
quimicas na sua superficie, da presenca de opsoninas e de outros fatores

1

ainda ndo determinados (ANDERSON & GOOD-1976)'. Em 1972, LIM & HEYNEMANSY

a0 estudar o antagonismo entre Schistosoma mansond e Paryphostomum segrega




fum, em Biomphalania glabrata, observaram a necessidade do rompimento do
tegumento de esporocistos de S. mansond , por acao predatoria das redias
de P. segregatum, para induzir imediatamente a reacac amebocitaria em
torno de esporocistos de S. mansond . Desta forma, parece-nos que os fa-
tores mais importantes que interferem na resposta do molusco @ infeccao
estao associados as caracteristicas da superficie do corpo estranho.
Algumas teorias foram sugeridas para explicar a adapta-
¢ao entre molusco e trematodeo. WRIGHT (1971)65 admitiu a possibilidade
dos esporocistos escaparem da agao dos mecanismos de defesa dos planorbi
deos mediante tres maneiras: conformagOes moleculares do tegumento  dos
esporocistos que nao sejam reconhecidas como corpo estranho pelo hospe -
deiro; possibilidade da incorporagao das moleculas do hospedeiro pela su
perficie dos esporocistos. Sabe-se que existem antigenns comuns ao trema

todeo e ao molusco hospedeiro (CAPRON & cols.- }9657; 19688; HEYNEMAN &

2 ) Em 1974, KEMP & cols.%% também constataram a ocorréncia

cols. -1971°
de antTgenos comuns ao molusco, cercarias e vermes adultos, sugerindo
que ¢ acetabulo das cercarias poderia atuar como absorvente de determi -
nadas substancias do planorbideo. Este comportamento pode provocar o mi-
metismo das Tarvas.

Se amebocitos de moluscos sao capazes de aceitar ou re-
jeitar o transplante, respectivamente, de tecidos homdlogos e heterolo -

gos (TRIPP-1961)0C

» € possivel que um agente estranho, que tenha a capaci
dade de incorporar ou sintetizar substancias do hospedeiro, possa passar
desapercebido pelo sistema de defesa do caramujo. Em uitima analise, no
processo de adaptagao entre molusco e S. mansoni , pode ocorrer um feno-

meno analogo ao descrito na "imunidade concomitante"{SMITHERS & TERRY -

!969)57, no processo de adaptagao entre o vertebrado e trematodeo.
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Pesquisas ja foram reatizadas com a finalidade de estu-
dar comparativamente a constituicao antigenica das linhagens BH e SJ de
S. mansondi, no estagio de cercarias e vermes adultos. A existéncia de
determinantes antigenicos comuns em cercarias BH e SJ foi muito bem do -

% & LEMOS NETO (1975)%0, utilizando

cumentada por SANTANA & cols. (1978)
a técnica de imunofluorescencia indireta. A andlise comparativa entre ver
mes adultos de ambas as linhagens, pelo estudo dos antigenos, adotando-se
técnica de precipitacao em gel, nao revelou diferencas entre as linhagens
estudadas. E possivel que, com emprego de tecnicas mais sensiveis, sejam
detetadas diferencas de constituicao antigenica entre as referidas linha-
gens {CASTRO DIAS~]977)9. Em nosso trabalho, tambem ficou demonstrada a
presenca de determinantes antigenicos comuns em vermes adultos e esporo -
cistos. Entretanto, nao dispomos de dados conclusivos scbre diferengas an
tigenicas entre linhagens de S. mansoni que possam explicar comportamentos
distintos dos vermes dessas linhagens, no hospedeiro definitivo,

Se realmente nao existirem diferencas quanto ao mosaico
antigenico presente em esporocistos BH e SJ, a suscetibilidade do molusco
frente a linhagem simpatrica pode ser explicada pela perda da capacidade
do caramujo em reconhecer o trematodeo como corpo estranho.

Em preparagoes histologicas, pudemos chservar comporta-
mentos distintos de B. glabrata e B. fenagophila, principalmente durante
a primeira semana de evolugao de S. mansond ; B. fencgophila revelou- se
capaz de eliminar a infeccao na maioria dos exemplares; a linhagem Sd
mantida por esta especie de molusco apresentou menor capacidade de pene-
tracao dos miracidios. A resistencia de B. Zenagophifa tem sido apontada

por outros autores (COELHO-1957'%; COELHO-1962'%; PARAENSE & CORREA-1963b

51 Z 56

1963c” ; BASTOS & cols. -1978%; SANTANA & cols-18787"). 0 ajuste fisiolo-
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gico entre caramujo e trematodeo estaria na dependencia do comportamento
do molusco durante a infecgao e, como vimos anteriormente, condicionado
pela constituicao genetica do molusco. Entretanto, e muito provavel que
este nao seja o Unico mecanismo atuante no complexo relacionamento hospe
deiro-parasita. Parece-nos que o fator determinante do suceéso do parasi
tismo se refere a constituicdo genetica de cada espécie, pois na infec -
¢ao alopatrica de moluscos, geneticamente selecionados para o carater sus
cetibilidade, nao foram detetadas reagoes amebocitarias em torno das lar
vas. Talvez, neste processo seletivo, os moluscos suscetiveis ao S. man-
soni , tambem apresentem menor capacidade de reconhecimento a outros agen

tes estranhos.

Diante da possibilidade do aproveitamento da imunofluores
cencia indireta, como rotina no diagnostico laboratorial, tornou-se impres
cindivel o aprimoramento deste m&dodo para obtengdo de material antigenico
mais estavel e passivel de maior rendimento e disponibilidade.Os trabathos
de CAMARGO & cols. (1965)%, LE VIGUELLOUX & cols. (1269)2C preconizam rea-
coes com fragmentos de esquistossomos adultos, devidamente liofilizados e
aderidos em lamina. Entretanto, os mesmos autores encontraram dificuldade
na interpretacac dos resultados, devido a interferencia de reacOes inespe

16

;]

cificas. Este inconveniente foi minimizado por COUDERT & cols. (1967)
da escola francesa de Lyon, mediante ¢ preparc de cortes de congelagao de

vermes localizados no figado de animais parasitades. A autofluorescencia
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do helminto foi atenuada com coloragao de contraste pele azul de Evans
(FRY & WILKINSON-1963)°1 .

Recentemente, inGmeros pesquisadores tem adotado cor-
tes de vermes nac fixados e incluidos em meio propric{Tissue Tek 0.C.T.)

)6a. £ste método tem

segundo técnica recomendada por WILSON & cols. (1974
apresentado sensibilidade e especificidade satisfatorias; entretanto, ha
exigencia do uso de criostato, condicao que nem todos os laboratdrios po
dem dispor.

Propomos a utilizagao de metodo mais simples para obten
¢ao de material antigenico que atenda as principais oxigencias de especi
ficidade, estabilidade, sensibilidade e alto rendimento. Em vista de nos
sos resultados, com a aplicacao de moluscos parasitades por S. mansond ,
sugerimos que as reagoes de imunofluorescencia indireta sejam executadas

sobre cortes histologicos de ovotestis do planorbidec infectado, inciui-

do em parafina.
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V- RESUMYO E CONCILUSODES

Conhecendo-se as diferencas de suscetibilidade entre

B. glabrata de Belo Horizonte(MG) e B. tenagophila di regiao do Vale

do Rio Paraiba do Sul (SP), com relacao as linhagens simpét?icas(BH

e SJ) de S. mansoni , entendemos ser oportuno o estude do desenvolvi-

mento dos esporocistos nos tecidos de meluscos. A evolucac dos espo-

rocistos primarios e secundarios fol avaliada mediante observacoes de
cortes histologicos de moluscos sacrificados em diferentes estagios
da infeccao. Desta maneira, as preparacoes, examinadas em microscopia
optica comum, foram obtidas a intervalos semanais até a oitva semana
apos o contato de cada planorbideo com 100 miracidics.

0s resultados referentes a primeira semana de infec-
cao revelam que :

- B. glabrata foi portadora de maior nimero de esporocistos primarios
viaveis. Em B. tenagophifa predominaram esporocistos primarios de-
generados, envolvidos por infiltrados amebocitarios. No 30 dia de in
fecgao, B. glabrata apresentou 70,5% dos esporocistes primarios in-
tegros, enquanto que em B. fenagophila apenas 1,6% dos esporocistos
primarios presentes nos tecidos apresentaram-se em condicoes de pro

gredir no processo evolutivo no hospedeiro intermediario.

- 0s miracidios da linhagem BH apresentaram maior capacidade de pene-

tracao que os da Tinhagem SJ.

-nao houve diferenca significativa entre as linhagens, quanto a distri

buicao dos esporocistos primarios nos tecidos. A regiao podal mos -
trou maior numero de esporocistos primarios, seguindo-se cabeca, ten

taculos, colar do manto, manto e outros 0rgaos.
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- observou-se grande assincronia no desenvolvimento de esporocistos pri

marios e secundarios nas duas especies de moluscos.

No decorrer das semanas subsequentes da infeccac obser
vou-se que:
- a diferenciagdo das cercarias tem infcio na 59 semana de evolucic em

B, glabrata e na 80 semana de infecgac de B. tenagophila,

- nao notamos, nas fases sucessivas (esporocisto primirio, esporocisto
secundario e cercaria) de S. mansond diferencgas morfoldgicas que per

mitissem caracterizar se tratar de linhagem BH ou %.J.

-encontramos os seguintes orgaos, ou regioes, parasitados por esporocis
tos secundarios imaturos ou plenamente desenvolvidos:
pe, colar do manto, manto, tentaculos, esofago, rim, crista renal, reto
crista retal, parede pulmonar, glandula de albumen, estomago, glandula
prostatica, canal hermafrodita, saco bucal, anel ganglionar peri-esofa

giano, hepatopancreas e ovotestis.

-foi frequente a ocorrencia de processo degenerativo em esporocistos com
mais de 7 semanas apos a infeccdo, sobretudo em esporocistos secundarios
desenvolvidos no mesmo local ocupado pelo esporocisto primario que lhes

deu origem.

-nas infecgoes alopatricas, moluscos geneticamente selecionados para o ca
rater suscetibilidade, passaram a nac reconhecer a Tinhagem alopatrica
como estranha. Nestes moluscos nao foi observada reacin amebocitaria em

torno dos esporocistos.



- atraves da imunofluorescencia indireta foi comprovada a presenca de de-

terminantes antigenicos comuns a esporocistos(primarios e secundarios)
e vermes adultos. Os determinantes antigenicos revelados estio presen-
tes no tegumento dos esporocistos primarios a partir do terceiro dia
de desenvolvimento no molusco. As reagoes foram produzidas em sistemas

homologos e heterdlogos para as linhagens BH e SJ de $. mansond.

- foi sugerida a aplicacac de cortes histologicos em parafina de ovotestis
de planorbideo infectado, como antigeno para reactes de imunofluorescen-
cia indireta. Esse teste se presta ao diagnostico laboratorial da esquis

tossomose.,



VI - APENDICE

ANEXO I - Analise de esporocistos primarios integros, deqgenerados e totais

em Bilomphalaria glabrata € Biomphalaria tenagophila na  primeira

semana de infecgao por S.mansoni. Teste de rank de WILCOXON para

duas amostras.

(EI = esporocistos integros ; ED = esporocistos degenerados ;ET=
= esporocistos totais).

T de Wilcoxon
El ED T
109 ,5%* 120** 168**

** significativo ao nivel de 1%.

ANEXO II- Teste de WILCOXON para o numero de esporocistos primarios inte

gros (El), degenerados (ED) e totais (ET) entre Biomphalaria gla
brata e Biomphalaria tenagophila nos dias 2 & 3 da infeccao por

S. mansont.

T de Wilcoxon

EI ED ET
7 * 14,5 N.S, 11,5 N.S.
TO,OS 3,7 = 7 * significativo ao nivel de 5%

ANEXO [II-Teste de WILCOXON para os esporocistos primarics integros (EI),

degenerados (ED) e totais (ET) em Biomphalaria glabrata e Biom

phalaria tenagophila no periodo de infecgdo compreendido pelos
dias 5, 6 e 7.

T de Wilcoxon
EI ED ET

15% 30,5 21,5

T0,05;3’20 = 17 * significativo as nivel de 5%
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ANEXO 1Y - Teste de WILCOXON para esporocistos primarios integros (EI), degene
rados (ED) e totais em Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenago-
phila no 149 dia de infeccao.

T de Wilcoxon

3 £D £T
33,5 30,5 24,5
Tp,0554,02 = V7

ANEXO V- Teste de Wilcoxon para esporocistos primarios integros (EI), degene
rados (ED) e totais em B, glabrata € B. tenagcophila no 219 dia de
infeccao por S, mansont.

T de Wilcoxon

3 ED ET

K% *
16 23 15,5
To,0555,7 =20 5 Tyo1y5,7° V

ANEXO Y1 -Teste de Wilcoxon para esporocistos primarics integros (EI), degene
rados (ED) e totais (ET) em B. glabrata € B. ienagophila no periodo
compreendido entre o 350 a 709 dia apos infeccao por S. mansont.

T de Wilcoxon
El ED ET

*

50,5 43,5 45

Tg,0557,17 = 4%
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