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RESUMO

A castracdo parasitaria pode ser entendida como qualquer alteracdao na fungao
reprodutiva do molusco que seja decorrente da interferéncia das larvas dos
trematdédeos em desenvolvimento em seu interior, podendo levar a interrupgao
completa da atividade ovipositdria ou apenas causar a sua reducédo. Neste trabalho,
foi feito um estudo para observar a castragao parasitaria de Biomphalaria glabrata
infectada com Schistosoma mansoni nos periodos pré-patente e patente. Foi
estudado o efeito da infecgdo nos parametros relativos a fecundidade e fertilidade,
taxa de crescimento e sobrevivéncia em um periodo de observacdo de 62 dias.
Além disso, foram realizados estudos bioquimicos e histolégicos neste mesmo
periodo. A populagédo de B. glabrata infectada com a linhagem BH do S. mansoni
apresentou 50% de positividade e 100% de sobrevivéncia nos dois grupos
analisados. O periodo pré-patente foi de 39 dias apds a exposicdo aos miracidios.
Foi observada pouca diferenga no crescimento dos trés grupos estudados (exposto
que nao eliminaram cercarias, controle e positivos que eliminaram cercarias).
Moluscos expostos que n&o eliminaram cercarias e controle ndo apresentaram
diferengcas nos parametros estudados, porém os moluscos positivos (eliminando
cercarias) apresentaram um decréscimo de fecundidade e fertilidade resultando em
cessacao da oviposigao a partir de 55 dias. Quanto as alteragdes fisioldgicas, foi
observada uma oscilagdo dos niveis de glicose na hemolinfa com uma diminuigéo
nos periodos onde ocorre maior mobilizagado energética por parte das larvas, assim
como uma deplegdo de glicogénio na massa cefalopodal e glandula digestiva. A
histopatologia mostrou que, aos 55 dias, o ovoteste apresenta uma atrofia
consideravel com o desaparecimento quase que total das células germinativas e o
estroma de sustentagdo formando uma rede quase vazia. Quanto a glandula
digestiva infectada aos 45 dias, evidenciou-se um foco de multiplicacdo parasitaria
com espocistos e cercarias, com o tecido da glandula bem preservada. O conteudo
dos granulos de secrecao da glandula de albumen apresentou coloracao pelo Alcian
Blue (AB) pH 1,0 e 2,5 nos animais infectados, indicando a presencga de carboidratos
sulfatados e carboxilados. Desta forma, pode-se concluir a existéncia de castragao
parasitaria em Biomphalaria glabrata infectada por S.mansoni no periodo patente da
infeccdo, de forma direta e indireta. Quando a infecgao foi realizada na fase adulta

(maturidade sexual) observou-se a diminuigdo da fecundidade e fertilidade.



ABSTRACT

The parasitic castration can be understood as any change in the reproductive
function of the snail which is due to interference of the larvae developing inside,
leading to complete disruption of the egg laying activity or just its reduction. In this
work, there was made a study to observe the parasite castration of Biomphalaria
glabrata infected with Schistosoma mansoni in the pre-patent and patent phases.
The effect of infection on parameters related to fecundity and fertility, growth rate and
survival was studied in an observation period of 62 days. In addition, biochemical and
histological features were studied in the same period. The population of B. glabrata
infected with the BH strain of S. mansoni showed 50% positive and 100% survival in
both groups. The prepatent period was 39 days after exposure to miracidia. We
observed little difference in the growth of the three groups. Exposed snails without
cercarial shedding and control group showed no differences in the parameters
studied, the positive snails shedding showed a decrease in fecundity and fertility
resulting in cessation of egg-laying from 55 days. The physiological changes, there
was a fluctuation of glucose levels in the hemolymph with a decrease in periods
where there is greater mobilization of energy by the larvae, as well as a depletion of
glycogen in the cephalopodal mass and digestive gland. The histopathology showed
that, at 55 days the ovotestis presented a considerable atrophy with almost complete
disappearance of germ cells and supporting stroma forming a nearly empty net. The
infected digestive gland at 45 days showed a focus of parasite multiplication and
sporocysts with cercariae, with the gland tissue well preserved. The contents of the
secretory granules of the albumen gland were stained with Alcian Blue (AB) pH 1.0
and 2.5 in infected animals, indicating the presence of sulfated and carboxylated
carbohydrates. Thus, we can conclude the existence of parasitic castration in
Biomphalaria glabrata infected S.mansoni the patent period of infection, directly and
indirectly. When the infection was performed in adult phase (sexual maturity) a

decrease in fecundity and fertility was observed.
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1- INTRODUGAO

1.1 — Esquistossomose

A esquistossomose permanece como uma das parasitoses de maior
prevaléncia com cerca de 207 milhbes de portadores, a despeito de mais de um
século de esforgos para combaté-la (King, 2009). Existe uma consciéncia crescente
de que o impacto da esquistossomose tem sido substimado e que o impacto real da
doencga é muito mais proximo da malaria e tuberculose (Bergquist, 2002). Estima-se
que 779 milhdes de pessoas estejam sob risco da esquistossomose em 76 paises e
territérios endémicos (Figura 1.1). Do total de paises em transmissao ativa, 46 estédo
na Africa albergando 97% do total dos portadores da infeccéo e 86% da populacdo

global sob risco (Steinmann et al, 2006).

No Brasil o Ministério da Saude estima em 2,5 milhdes de portadores, sendo
que o percentual de positividade entre os portadores da infecg¢ao identificados por
meio de inquéritos coproscopicos vem caindo gradativamente desde 1995, tendo
alcangado 6,1% em 2005. As taxas de internacdo hospitalar e obitos por
esquistossomose também tem apresentado diminuicdo expressiva (Barbosa et al,
2008)

Das seis espécies de Schistosoma que parasitam o homem, somente o
Schistosoma mansoni (Say 1907) ocorre nas Américas. As demais espécies nao sao
encontradas no Brasil devido a inexisténcia de moluscos hospedeiros intermediarios

suscetiveis.

A esquistossomose teve sua origem na Africa Central disseminando-se para o
norte do continente seguindo correntes migratérias humanas ao longo do Vale do rio
Nilo. A transferéncia da esquistossomose para o Brasil foi resultado da necessidade
da forca de trabalho escravo para o processo produtivo, de inicio ligado a agricultura
e, posteriormente, a mineracéo. A presenca do molusco compativel a transmisséao, a
falta de condicbes minimas de higiene, os habitos de defecagédo préximos a rios e
riachos, criaram as condicdes necessarias para que os parasitos trazidos pelos

africanos escravizados pudessem se reproduzir (Loureiro, 1989).
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Figura 1.1 Mapa da distribuigdo global da esquistossomose em 2009. Fonte: WHO, 2011.
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Apesar dos programas de controle, levados a efeito pelo Ministério da Saude,
a esquistossomose ainda é um grave problema de saude publica em nosso pais.
Esses programas sao baseados no tratamento quimioterapico das populagdes ou
grupos de risco conjugados com medidas de saneamento, provisdo de agua
encanada, medidas de controle ambiental (protecdo de reservatorios e
remanejamento de habitat dos vetores) e a educagcdo comunitaria. Entretanto,
nenhuma dessas medidas pode ser realmente eficiente quando aplicada
isoladamente (Katz; Coelho, 2008). E considerada uma das doencas endémicas
com grande importancia epidemiolégica, por suas implicagdes sociais, econémicas e
biolégicas. Com elevada taxa de prevaléncia em algumas regidées do Brasil, tem-se
revelado de controle dificil, por ser resultado ndo apenas da interagao entre seres
humanos, moluscos e parasitas, mas também do complexo ambiente demografico,
envolvendo processos bioldgicos tecnolégicos, politicos socioecondmoco e culturais
(Bruun; Aagaard-Hansen, 2008).

1.2 - Areas Endémicas no Brasil

As areas endémicas da esquistossomose no Brasil se estendem por uma
faixa continua ao longo do litoral que abrange os estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, alcangando o interior de Minas
Gerais e Espirito Santo. A transmissdo da doenga ocorre de forma localizada nos
estados do Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Goias, Distrito Federal, Sdo Paulo, Rio de

Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Ministério da Saude, 2005).

A presenca de pacientes portadores da parasitose € observada em quase
todos os estados brasileiros, independentemente da existéncia de transmisséo e
esta relacionada a migragdo das populagdes, sobretudo, de zonas endémicas. A
expansao geografica da esquistossomose se deve principalmente as migragdes
internas dos portadores da infeccado que contribuem para a instalagcdo de novos
focos da parasitose, nas areas de ocorréncia de hospedeiros intermediarios (Vidigal,
2000).



1.3 - Caracterizagao do Parasito

O género Schistosoma pertence ao Filo Platyhelminthes, classe Trematoda,
Familia Schistosomatidae. S&o endoparasitos obrigatérios, caracteristica que
classifica a Familia que tem o sangue como biétopo e apresentam um ciclo biolégico

complexo, com morfologia e hospedeiros diferentes ao longo do ciclo.

Constituem um grupo zooldgico de espécies inteiramente adaptadas ao
parasitismo, muitas das quais tem o0 homem como hospedeiro habitual ou causal. Os
trematdédeos do género Schistosoma distinguiem-se dos outros Digenea por
apresentar os sexos separados, acentuado dimorfismo sexual e ao aspecto geral do

corpo, alongado e com achatamento menos pronunciado (Rey, 2008).

Os vermes adultos vivem no interior dos vasos sanguineos de mamiferos. As
trés espécies mais importantes para patologia humana s&o Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907), Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852) e Schistosoma

Japonicum (Katsurada, 1904).

Schistosoma mansoni ocorre na Africa, na América do Sul e nas Antilhas,
onde determina uma infeccdo que pela localizacdo dos parasitos nas vénulas da
parede do intestino grosso, sigmoide e reto, tem sintomatologia predominantemente
intestinal. Sua distribuicdo geografica esta condicionada pela presenga de algumas
espécies de moluscos de agua doce, do género Biomphalaria, que sao o0s
hospedeiros intermediarios do S.mansoni. E a doenca €& conhecida como

esquistossomose mansoénica.

Schistosoma haematobium localiza-se de preferéncia no plexo vesical
produzindo sintomas urinarios, que é conhecida como esquistossomose hematdbica
(vesical). Sua distribuicdo é predominantemente africana, estendendo-se a outras
areas da Bacia do Mediterraneo e Oriente Médio. Os moluscos hospedeiros sao as

espécies do género Bulinus.

Schistosoma japonicum é responsavel por outra forma intestinal da doenga no
Extremo Oriente e Pacifico Ocidental que tém como hospedeiro intermediarios
moluscos do género Oncomelania. E conhecida como esquistossomose jap6nica
(Rey, 2008).

1.3.1 - Ciclo Bioldgico do Schistosoma mansoni



O ciclo biologico do S. mansoni € complexo, pois ha duas fases parasitarias:
uma no hospedeiro definitivo vertebrado e outra no hospedeiro intermediario
(invertebrado). Alternando com essas duas fases nos hospedeiros, ha passagens de

larvas de vida livre no meio aquatico. O ciclo do parasito é heteroxénico.

Os vermes adultos no hospedeiro definitivo, geralmente, estdo acasalados
nos vasos sanguineos, onde o macho aloja uma fémea no canal ginecoforo. As
fémeas eliminam ovos imaturos nas vénulas da parede intestinal. Uma parte desses
ovos distribui-se pela circulagdo atingindo varios 6rgaos principalmente o figado,
enquanto outra migra para a luz intestinal. Uma vez maduros (contendo o miracidio
completamente formado) os ovos que permanecerem vivos irdo alcancar a luz
intestinal e serdo eliminados nas fezes. A transmissao ocorre em func¢ao do ato de
defecar proximo as margens de rios, cérregos, lagoas e agudes, pratica comum nas
populagdes rurais ou por despejo direto nas colegdes dulcicolas. Os ovos ao
chegarem na agua com as fezes eclodem e cada um libera uma larva ciliada
denominada de miracidio que nada ativamente penetrando no hospedeiro
intermediario moluscos do género Biomphalaria. Ao penetrar nas partes moles do
molusco as larvas se transformam em esporocistos primario que, pela mutiplicagao
de células germinativas, produzirdo esporocistos secundarios. Esses esporocistos
rompem-se e se dirigem para o hepatopancreas e génodas do molusco. Nestes
locais, cada esporocisto secundario produzira grande numero de cercaria que € o
ultimo estagio larvar no molusco. Decorridos 28 a 40 dias apds a cercarias migrar
pelo manto e pseudobranquias do molusco, atingem o meio aquatico onde nadam
ativamente e ao penetrar no hospedeiro definitivo (vertebrado), perdem a cauda e
sdo chamadas de esquistossdmulos. Esses, ao cairem na corrente sanguinea, séo
arrastados passivamente para o coragao, pulmdes e figado. No sistema porta intra-
hepatico, os esquistossdmulos crescem e amadurecem, se transformando em
vermes adultos (Rey, 2008)(Figura 1.2).

1.4 - Principais Espécies de Moluscos Transmissoras no Brasil

Dentre os moluscos da Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem
Basommatophora, a Familia Planorbidae destaca-se por compreender moluscos
transmissores da esquistossomose mansoni. A subfamilia Planorbinae, caracteriza-

se por ter concha enrolada em espiral plana e por sua ampla distribuicdo geografica,



inclui o género Biomphalaria, o unico que transmite o Schistosoma mansoni (Souza,;
Lima, 1997). No Brasil, existem dez espécies e uma subespécie do género
Biomphalaria: B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1848), B. straminea
(Dunker, 1848), B. peregrina (Orbigny, 1835), B. schrammi (Crosse, 1864), B.
kuhiana (Clessin, 1883), B. intermedia (Paraense; Deslandes, 1962), B. amazonica
Paraense, 1966, B. oligoza Paraense, 1975, B. occidentalis Paraense, 1981 e B.
tenagophila guaibensis Paraense, 1984 (Vidigal, 2000). At¢ o momento, no Brasil
trés espécies foram encontradas naturalmente infectadas por S. mansoni e
reconhecidas como de importéncia epidemiologica: Biomphalaria glabrata (Say,
1818), B.straminea (Dunker, 1848) e B. tenagophila (Orbigny, 1835).(Figura1.3).

Entre as trés espécies hospedeiras no Brasil, B. glabrata representa o vetor
mais eficaz, sendo encontrada ao longo da faixa costeira do Nordeste, algumas
regides do Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil (Paraense 1986). Devido a
sua alta suscetibilidade a infecgéo pelo parasito, é responsavel pela manutencgao de
varios focos ativos da doenga, e o que faz com que esta seja a espécie de escolha
para trabalhos experimentais, visando esclarecer mecanismos que regem a
interacdo entre o parasito e seu principal hospedeiro intermediario (Souza, 2006).
Em laboratério, essa espécie pode ser facilmente infectada. Em condi¢des naturais
ja foram detectadas taxas de infeccdo da ordem de 70% (Rey; Pessoa, 1953; Favre
et al, 2002). Paraense e Corréa (1963) analisando populagbes de B.glabrata de
diferentes localidades relataram que as diferentes linhagens desta espécie
apresentavam susceptibilidade variavel de 0 a 100% frente a uma unica espécie do
S.mansoni de Belo Horizonte, Minas Gerais. Desta forma, o demonstra a sua

importancia como vetor na transmissao da endemia.

B. tenagophila distribui-se continuamente nos estados do Rio de Janeiro,
Santa Catarina, Sdo Paulo, Bahia, Rio Grande do Sul, Distrito Federal e Espirito
Santo (Souza; Lima 1997). Apesar de ser encontrada com taxas de infecgédo natural
geralmente muito baixas, responde pelos focos do Vale do Paraiba, litoral de S&o
Paulo e Rio de Janeiro (Rey, 2008). Paraense e Corréa (1963), testaram a
susceptibilidade de B. tenagophila de 18 localidades do Brasil a infecgdo por uma
determinada linhagem de S.mansoni, e encontram taxas de infectividade que

variaram de 0 a 91,5%.
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Quanto a B. straminea, do ponto de vista bioldgico, é considerada como vetor
menos eficiente do S. mansoni, mas sua importancia como transmissora na cadeia
epidemiologica € significativa devido a sua ampla distribuicdo geografica e sua
adaptacdo a todas as variedades de clima e condi¢gdes ecolégicas do pais
(Paraense, 1986). E a unica espécie encontrada nas condi¢ées hidricas da regi&o do
Agreste e do Sertdo Nordestino. Sua ocorréncia tem sido reportada em algumas
regides isoladas do Brasil e do mundo (Paraense, 1986, 1989; Teles; Vaz, 1988;
Ferrari; Hofmann, 1992; Walker, 1977; Woodruff et al, 1985; ltuate, 1989; Grassi et
al, 2001). Estudos de laboratério em condigdes semi-naturais e de campo, tém
revelado a superioridade competitiva de B.sframinea sobre B.glabrata. Entre os
fatores envolvidos, além da baixa susceptibilidade a infecgdo pelo S.mansoni e
resisténcia a dessecacao, foram apontados a maior capacidade de dispersao e

maior vagilidade da primeira espécie (Barbosa et al,1981 ,1983,1984 e 1992).
1.4.1 - Susceptibilidade e Compatibilidade dos Moluscos Hospedeiros

O grau de compatibilidade entre Schistosoma e os moluscos € determinado
pela constituicdo genética tanto do parasito como do seu hospedeiro intermediario
(Souza, 2006). Segundo este mesmo autor, Newton (1953) foi o primeiro a sugerir
que a susceptibilidade dos moluscos B. glabrata a S. mansoni é condicionada a
fatores genéticos. Posteriomente, estes resultados foram confirmados por Richards
(1973), que também demonstrou que o carater de resisténcia, adquirido pelo
molusco na maturidade, é determinado por um unico gene dominante com heranga
mendeliana. Souza et al (1995) avaliaram a compatibilidade de B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea as linhagens LE, SJ e AL de S. mansoni. B. tenagophila
foi pouco compativel para LE e compativel para SJ e AL. Diferentemente, B.
straminea foi pouco compativel para SJ e fracamente compativel para LE e AL. Ja B.
glabrata foi altamente compativel para as trés linhagens estudadas, confirmando a
importancia epidemioldgica de B. glabrata, seguida de B. tenagophila e B. straminea.
Segundo Negrao-Corréa et al (2007) um dos fatores que influéncia na
susceptibilidade das bionfalarias pela infeccdo ao S.mansoni é a capacidade do

sistema de defesa interno do hospedeiro em reconhecer e destruir o parasita.

Souza et al (1997) comparando os niveis de susceptibilidade de B. glabrata
originaria de Belo Horizonte, B. tenagophila do lago da Pampulha (Belo Horizonte) e
B.straminea da cidade de Paracatu (MG), a infeccdo experimental por linhagem de
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S.mansoni originada do Estado de Alagoas, obteve os seguintes indices de

infectividade: 75,3% , 32,6% e 11,3%, respectivamente.

A associagao de S.mansoni com o hospedeiro intermediario tem se mostrado
altamente especifica e restritiva ao desenvolvimento do parasito. Algumas linhagens
do parasito pode se desenvolver em uma unica espécie de Biomphalaria, ou até
mesmo a uma determinada linhagem geografica dessa espécie de molusco, o que
determina as variagdes na susceptibilidade dos moluscos em relagdo a S.mansoni.
Sendo assim, este conjunto de fatores interfere no nivel de susceptibilidade das
espécies de Biomphalaria que transmitem a esquistossomose no Brasil (Souza,
2006).

1.4.2 - Principais Fatores que Atuam no Ciclo de Vida de Biomphalaria

Esses moluscos tém como habitat natural o ambiente limnico que apresenta
condigdes ecoldgicas para sua sobrevivéncia e reprodugédo. Habitam aguas rasas,
estagnadas com quantidade moderada de matéria organica e penetragdo de luz.
Podem também estar presente em rios, bem como represas para produgao de

energia e canais de irrigagao destinados a agricultura.

Os criadouros de Biomphalaria podem ainda estar situados em areas de
ocupacao humana em cidades, vilas e assentamentos urbanos e rurais
principalmente em locais onde as condigdes de higiene da populagéo sao precarias,
onde ndo ha rede de tratamento de esgoto, ou onde este seja langado diretamente
em rios proéximos das cidades. Em areas rurais, geralmente, este molusco habita
locais destinados a agricultura irrigada e ao cultivo de hortaligas, representando um
hospedeiro intermediario importante para S.mansoni nessas regides. As populagdes
de Biomphalaria sao instaveis e sofrem flutuagdes de acordo com a temperatura,
sazonalidade e periodo de chuvas. Estes fatores climaticos interferem na dinamica
populacional destas espécies, onde o regime de chuvas controla o potencial biético

das populag¢des de Biomphalaria (Teles; Carvalho 2008).

Quando estdo em estado de dessecagao oriundos da auséncia de chuvas
desenvolvem um comportamento chamado estivacdo ou anidrobiose, uma
adaptacao biolégica para viver em regides de seca e estiagens. Estimulado pela
seca temporaria dos habitats os moluscos secretam uma substdncia mucosa na
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abertura das conchas. Os moluscos desidratam-se e as partes moles ficam
reduzidas de 1/6 a 1/7 do seu volume normal diminuindo o seu metabolismo
ocorrendo o consumo das reservas de carboidratos dos tecidos. O metabolismo de
gastrépodes em estivagao € parcialmente ou totalmente anaerébico (Lima, 2010).
Sao animais de grande fecundidade e fertilidade e em condi¢des adequadas de luz,
temperatura, pH e salinidade, reproduzem-se durante todo o ano, proliferando
rapidamente no ambiente (Costa et al, 2004).

Segundo Kloos et al (2001), os fatores abioticos como a temperatura, tipo de
substrato, velocidade da agua, temporalidade da colegdo hidrica, relagdes
ecolégicas com os demais seres vivos do ecossistema e a agdo do homem neste
ambiente, sdo variaveis extremamente relevantes para o ciclo biolégico do molusco

e para o seu papel como hospedeiro intermediario do S.mansoni.

1.4.3 - Morfologia das bionfalarias: Estrutura Externa e Interna

1.4.3.1 - Filo Mollusca

Os moluscos sdo um dos maiores grupos do Reino Animal com uma
extraordinaria variabilidade de forma e adaptagbes funcionais e ambientais
apresentadas pelos seus representantes. Sao animais de corpo mole, néo
segmentado, coberto por um manto, cabega anterior, pé ventral e achatado, massa
visceral dorsal e geralmente abrigada por uma concha. E o segundo maior grupo
zoolégico em numero de espécies, devido a grande variedade de habitats marinhos

e de agua doce e terrestre apresentam sete classes (Souza; Lima, 1997).

1.4.3.2 - Classe Gastropoda

E a maior classe do Filo Mollusca. Possuem geralmente uma concha
espiralada, mas pode ser reduzida ou ausente. Possuem sexos separados ou
unidos, marinhos ou de agua doce ou terrestre. Sdo hospedeiros intermediarios de

helmintos parasitos do homem e de varios animais (Souza; Lima, 1997).
A concha dos moluscos € um produto da secre¢do do manto, consistindo de
diferentes camadas de cristais de carbonato de calcio depositadas em uma camada

matriz organica (conchiolina), revestida externamente por uma cuticula de material
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organico (periostraco) (Paraense,1970). Nos planorbideos a concha € um cone

enrolado em um mesmo plano ao redor de seu proprio apice.

1.4.3.3 Género Biomphalaria

A concha do género Biomphalaria é constituida por um disco de periferia
arrendondada e diametro variavel, de cor amarelo palha, no animal adulto e de
acordo com as espécie, varia entre 7mm e 40mm e largura de 2mm a 15mm. Além
da identificacdo baseada nos caracteres conquioliolégicos e anatdmicos, existem
estudos genéticos e moleculares capazes de fornecer diagnostico especifico. As
suas principais caracteristica sdo: presenga de dois tentaculos longos e filiformes;
olhos na base dos tentaculos, boca contornada pela mandibula, que apresenta a
forma de um T, quando vista de frente. No colo apresenta as aberturas genitais: a
masculina localiza-se atras da base do tentaculo esquerdo e a feminina localiza-se
um pouco mais atras, sob a pseudobranquia. O pé é oblongo. Quando o animal se
movimenta livremente deixa exposta a massa cefalopodal unida pelo colo ao resto
do corpo. Na porcao cefalica da massa visceral, o manto dobra-se para formar a
cavidade pulmonar (Thiengo; Fernandez, 2008) (Figura 1.4).

Quanto a B. glabrata, seu diagnodstico é feito através do manto pela presenca
de uma crista renal pigmentada sobre o tubo renal. Quando os individuos séo jovens
somente se observa uma linha pigmentada, sobre qual se desenvolvera a crista
renal e um sistema reprodutor com bolsa vaginal bem definida. Concha com até
35mm de didmetro e 11mm de largura (Thiengo; Fernandez, 2008) (Figura 1.5).

Biomphalaria tenagophila apresenta anatomia interna semelhante a
B.glabrata, diferindo pela auséncia de linha ou crista renal, com concha
apresentando carena em ambos os lados, sendo mais acentuado a esquerda, com
diametro até 35 mm de didmetro e 11 mm de largura.

Biomphalaria straminea a conha mede de 16,5 mm de didmetro a seis mm de

largura,apresenta enrugamento na parede dorsal da vagina(enrugamento vaginal).

1.5 - Consideragbes sobre a Morfologia Interna

1.5.1 - Sistema digestorio
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O sistema digestério (Figura 1.4) compreende a massa bucal com as
glandulas salivares, o es6fago, estbmago com gléandula digestiva e o intestino. A
massa bucal tem aspecto de um bulbo e é toda revestida pelo saco bucal, que forma
as paredes da cavidade bucal. No seu interior estd a radula que forma uma fita
quitinosa de aspecto vitreo secretada continuamente pelo epitélio da matriz radular.
Uma estrutura muito importante deste sistema é a glandula digestiva que se estende
da regido do piloro, para tras e sua porgao posterior cobre a extremidade cefalica e

um pouco do ovoteste (Paraense, 1970).

1.5.2 - Sistema Circulatério e Respiratério

Nos Planorbideos, a hemolinfa circula em um sistema semi-aberto,
impulsionada pelo coracdo, de onde parte a artéria aorta, que se ramifica para
diversos tecidos, drenando nos seios venosos e retornando ao coragao pelas veias
pulmonar e renal, apds ser re-oxigenado na parede pulmonar. O coragdo, envolto
pela membrana do pericardio, € dividido em duas camaras, a auricula, que recebe
hemolinfa da cavidade pulmonar, e o ventriculo, que impele a hemolinfa através da
aorta. A aorta se divide em duas artérias: a visceral, a qual irriga a parte posterior do
corpo do caramujo, incluindo os sistemas digestivo e genital, e a cefalica, que atinge
a toda regido cefalopodal. As artérias se esvaziam nos espagos pseudovasculares
dos tecidos, acumulando hemolinfa em trés seios venosos: cefalopodal, visceral e
sub-renal, retornando para o coragéo apods circular pelo rim e pulméo. O sangue das
bionfalarias e de outros planorbideos, além de possuir células em suspensido, como
de todos os moluscos, distinguem-se por conter hemoglobina dissolvida (Paraense,
1970).(Figura 1.4)

Quanto a respiragdo predomina a respiragao atmosférica onde a hematose
ocorre na rede vascular da parede pulmonar, de onde o sangue flui para o coragéo
através da veia pulmonar. A respiragao aquatica ocorre através da pseudobranquia
e do tegumento em contato com o meio liquido (Thiengo; Fernandez, 2008).

Moluscos mais resistentes, aqueles que quando infectados eliminam poucas
cercarias, exibem nos seus tecidos uma forte reacdo celular em torno dos
esporocistos e cercarias em desenvolvimento. Essas reacdes de defesa sao feitas
por um tipo celular, hemdécitos ou amebdcitos, que sédo células movéis que fagocitam

corpos estranhos e também secretam moléculas ativas contra os parasitos,
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lembrando na sua forma e fungédo, os macréfagos dos vertebrados (Barraco et al,
1993; Souza, 2006). Os hemocitos podem estar livres, circulantes na hemolinfa ou

fixos nos tecidos.
1.5.3 - Sistema Reprodutor

As bionfalarias sao animais hermafroditas que possuem na extremidade
caudal uma glandula, ovoteste, que produz oOvulos e espermatozdides
simultaneamente. Em continuidade com o ovoteste esta a vesicula seminal. Em
seguida, os 6rgdos masculinos e femininos separam-se e seguem até as
respectivas aberturas no lado esquerdo da extremidade cefalica. O canal da

espermateca abre-se na vagina.

O sistema genital de B.glabrata pode ser subdividido em: érgédos genitais

comuns (6rgaos hermafroditas), genitalia masculina e genitalia feminina.

Os 6rgaos genitais comum consistem em um aumento de ramificagbes do
ovoteste com o canal coletor e o ducto hermafrodita. Os &acinos do ovoteste s&o
histologicamente e funcionalmente distinto a partir do canal coletor. O ducto
hermafrodita apresentam células sexuais masculinas e femininas dentro do canal
eferente (ducto dos espermatozodides) e o carrefour ou encruzilhada genital
(Pan,1958).(Figura 1.6)

1.5.3.1 — Ovoteste

O ovoteste consiste em um numero variavel de acinos que estdo inseridos
entre os diverticulos e a glandula digestiva. Gametas masculinos e femininos séo
produzidos em todos os acinos. Ha produgao dos dois tipos gametas que iniciam
sempre simutaneamente. As paredes dos acinos do ovoteste sdo compostas de um
fino tecido conectivo, com duas ou trés células densas, com abundantes fibras tipo
colageno sendo essas células morfologicamente semelhantes a fibroblastos
(Geraerts; Joosse, 1984). Parte do epitélio proximo aos acinos consiste de células

ciliadas e nao ciliadas.

1.5.3.2 - Oogénese
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As células germinais no epitélio germinal que recobrem inteiramente a
superficie dos acinos se transformam em oogénia primaria. Elas aumentam em
numero por divisdes mitoticas, formando assim oogonia secundaria, as quais se
transformam em oocistos. Apds a formacado de um foliculo ao redor da sua parte
apical, eles crescem rapidamente devido a vitelogénese (de Jong-Brink et al, 1976).
Nas bionfalarias, os oocistos contém pouca quantidade de gema (conteudo

vitelinico) quando comparado a outros moluscos.

1.5.3.3 - Espermatogénese

A partir do epitélio germinal, na espermatogénese as células de Sertoli
aumentam em volume. Pela técnica de microscopia eletronica, espermatogdnia em
Biomphalaria pode ser identificada pela presenga do fuso mitético, que durante a
espermatogénese esta envolvida na transicdo da histona ou na formagdo de
microtubulos. As células mae conduzem o desenvolvimento das células sexuais
masculinas para a parte de baixo dos acinos sobre os oocistos e das células

foliculares (Geraerts; Joosse, 1984).

Possiveis funcdes das células de Sertoli sdo transporte, nutricido das células
espermaticas e produgdo de hormdnios. Medidas morfoldgicas destas células
mostraram que o volume relativo da maioria das organelas decresce durante a

espermatogénese, indicando uma diminuicdo geral da atividade das células. Com
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Figura 1.4 - Biomphalaria, animal retirado da concha com o manto, visualizagdo dos
orgaos internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf),
tentaculo (te), colo (c), abertura genital (om), colar ou borda do manto (cm),
pseudobréanquia (ps), pneumostoma (pn), abertura anal (an), musculo columelar
(mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia pulmonar (vp), tubo renal
(tr), reto (tr), glandula de albumen (ga), intestino anterior (ia), intestino médio (im),
intestino posterior (ip), estbmago (et), glandula digestiva (gd), pé (p), ovoteste
(ot).Fonte: (Thiengo e Fernandez 2008), (Paraense,1976).
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bo —bolsa do oviduto eg —encruzilhada genital ou carrefour ov —oviduto

bp — bainha do pénis gn —glandula nidamental p — prostata

bv - bolsa vaginal mp —musculo protrator do preptcio pr—prepicio
cc—canal coletor do ovoteste mr —misculo retrator do prepicio ut - dtero

cd — canal deferente od — ovispermiduto va —vagina

ce — canal espermético ot — ovoteste vs — vesicula seminal

e — espermateca

Figura 1.5 - Biomphalaria glarata com a conha e sistema genital. Fonte: Paraense,
2008.
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- Orgéasfemmmos

QOrgdos masculinos

Orgaos Orgaos femininos Orgiaos masculinos Demais 6rgaos
hermafroditas

cc — canal coletor bo — bolsa do bp — bainha do pénis cm — colar do manto
do ovoteste oviduto cd, cd’ — canal cr — crista renal
od — bv — bolsa vaginal deferente ef — eséfago
ovispemiduto ces —canal da ed — canal est — estbmago
ot — ovoteste espermateca espermatico gd — glandula digestiva
vs — vesicula es — espermateca cp — canal prostatico (hepatopancreas)
seminal ga — glandula do pr — prostata i —intestino
albume pp — prepucio mu — meato do ureter
gn — glandula pc — pericardio
nidamental sb — saco bucal
ut — Gtero sh — sistema nervoso
va — vagina central
tr — tubo renal
ur — ureter

vp — veia pulmonar
vr — veia renal

Figura 1.6 — Biomphalaria parcialmente dissecada mostrando a interagao entre os
orgaos. Fonte: Thiengo e Fernandez (2008) e Paraense (2008)
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base em observagdes de histoquimica e de ultraestrutura, de Jong-Brink et al
(1977) mostraram que as ceélulas de Sertoli estdo envolvidas com a nutrigdo das
células espermatogénicas. Além disso, estes autores afirmaram que € pouco

provavel a produgédo de hormédnios por estas células.

Divisbes mitéticas da espermatogdnia produzem outras espermatogdnias com
nucleos relativamente grandes. A espermagdnia multiplica-se e entdo se desenvolve
em espermatoécitos. Elas sofrem meiose resultando em espermatides de primeiro
estagio. As espermatides mostram varios estagios de diferenciagdo durante o
processo de espermiogénese. Elas mudam gradualmente de células redondas
grandes para espermatozdides extremamente alongados. O processo de
diferenciagdo inclui condensacgdo, alongamento, espiralizagdo dos nucleos e a

formacao de acrossoma e da cauda (Pan, 1958; de Jong- Brink et al,1977).

1.5.3.4 - Os Ductos e Glandulas Acessorias

Os gametas séo liberados dentro do ducto hermafrodita, que pode ser dividido
em trés regides: uma regido proximal estreita, uma regido distal estreita e uma

regido intermediaria na qual o esperma é estocado (em animais maduros).

O carrefour € uma juncao do ducto hermafrodita com os tratos macho e
fémea. O ducto da glandula de albumen também abre neste ponto e a bolsa de
fertilizacao, se presente, esta associada com esta estrutura. Na copula, o esperma
passa através dessa regido e € transportado para dentro do ducto do macho.
Quando ocorre a fertilizagdo cruzada, os oocistos ovulados séo fertilizados pelos
espermatozoides externos, os quais ascenderam do trato feminino e, provavelmente,
sdo estocados na bolsa. A fertilizagdo, contudo, ocorre na regido distal do ducto
hermafrodita. Em seguida, cada zigoto é envolvido por um fluido perivitelinico
secretado pela glandula de albumen e passa para dentro do oviduto para receber as
membranas terciarias. A glandula de albumen nas bionfalarias € unica glandula de
formato esferoidal tendo uma estrutura tubular composta por extensas células
secretoras e intercalada por células ciliadas. Métodos ultraestrutural, histoquimico e
bioquimico demonstraram a presenga de galactogénio e de proteinas nos granulos
secretorios da glandula de albumen (Geraerts; Joosse, 1984). A quantidade de fluido

perivitelinico por ovo é constante dentro de cada espécie, indicando que a glandula
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albumen libera seu produto como pequenas gotas de tamanhos iguais. A massa
ovigera € uma fina camada que serve para aderir o conjunto de ovos ao substrato e
€ depositado na superficie da ooteca pelas células localizadas ao redor da abertura
genital. A massa de ovos é extrusada através da musculatura da vagina (Geraerts;
Joosse,1984; Paraense,1970). Segundo Geraerts e Joosse, 1984 encontrou em seu
trabalho dois tipos de células secretoras, ambas produzindo uma glicoporoteina

dispersa no epitélio ciliado envolvendo a vagina de Biomphalaria glabrata.

1.5.3.5 - Ducto Espermatico, Glandula Prostatica, Vasos Deferentes e Complexo

Peniano

Em Biomphalaria, o ducto masculino ndo esta completamente separado e os
vasos deferentes estdo presentes como um sulco ciliado que €&, provavelmente,
separado funcionalmente a partir do trato feminino. Na maioria dos casos o ducto
corre separado do carrefour para o pénis. Apresenta uma glandula prostatica que é
uma dilatagcdo dos vasos deferentes. Durante a copulacdo, o pénis é dilatado pela
eversao. Isso envolve o0 uso da pressdo sanguinea através das camadas dos
complexos musculos finais que estdo presentes para criar uma pressao hidrostatica.
O pénis é colocado na bainha do pénis e ele é evertido pelo prepucio (Geraerts;
Joosse,1984; Paraense,1970).

1.6 - Biologia Reprodutiva

Durante a copula, um dos individuos atua como macho e outro com fémea,
raramente ocorrendo copula cruzada. Os espermatozodides introduzidos durante a
cépula no canal genital feminino de um molusco (espermatozdides exdgenos) séo
armazenados no ovoteste e na sua espermateca. No ovoteste ocorre a fecundagao
cruzada e supde-se que a autofecundacdo ocorra na vesicula seminal. Os
espermatozoéides que se acumulam no ovoteste podem conservar a capacidade de
fecundar por até 68 dias (Paraense,1955,1956,1976). Em popula¢des de campo e
de laboratério, a preferéncia € pela fecundacéo cruzada (Costa et al, 2004). Quanto
a fecundidade, o numero de ovos por desova varia de 1 a 100 e a eclosao

geralmente se inicia 7 dias apds a postura.
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Dentre os estudos sobre a biologia dos planorbideos e seus aspectos
reprodutivos, principalmente do género Biomphalaria, a maioria dos trabalhos
envolve moluscos nao infectados e geralmente correlacionam aspectos reprodutivos
com temperatura, composi¢cao quimica do meio, composigao da alimentagao (Penido
et al, 1951; Paraense,1955; Perlowagora, 1958; Barreto, 1960; Michelson,1961;
Ritchie et al, 1966; Andrade et al, 1973). Outros autores comparam os moluscos em
especies intra- e interespecificas em autofecundacdo e fecundacdo cruzada
(Paraense, 1955; Kawazoe, 1977; Rozemberg et al, 1992; Motta; Mello 1997,
Freitas et al, 1997; Mello-Silva et al, 1998 e Costa et al, 2004). Para B. glabrata
infectada, os trabalhos existentes abordam estudos em relacdo a diminuicdo da
fecundidade em fungéo da infecgdo. Pan (1965) observou que a produgéo de ovos
dos moluscos adultos declinou durante a 4% e 5% semana apds a infecgdo e logo
apo6s este periodo cessaram a reproducdo. Resultados similares foram obtidos por
Etges; Gresso (1965) que notaram um decréscimo da fecundidade iniciando-se entre
os 23° e 29° dias apds a infeccdo. Méier e Méier-Brook (1981) observaram uma
diminuicdo da fecundidade em moluscos imaturos com numero de massas ovigeras
menor € com poucos ovos por massa. Crews; Yoshino (1989) utlizaram moluscos
sexualmente maduros e observaram uma redug¢ao do numero de ovos por moluscos
entre 0 14° e 21° dia apos a exposi¢cdo. Minchella; Loverde (1981) utilizaram
moluscos B. glabrata com maturidade sexual e observaram um aumento na
producdo de ovos dos expostos no 7°, 14° e 21° dia apds a infecgdo quando
comparados aos nao expostos. No entanto, os moluscos expostos, mas que nao
estavam parasitados, diminuiram a produgdo de ovos mantendo o seu nivel igual
aos do controle durante a 4% e 5% semanas. Thornhill et al, (1986) compararam um
grupo de moluscos expostos com nao expostos mostrando um aumento significativo
na meédia do numero de ovos/desovas durante o periodo de 14-21 e 22 -28 dias
apds a exposicdo. Além disso, estes autores observaram que a oviposicao foi
totalmente suspensa 52 a 62 semanas apods a infecgao.

Em relacdo a infecgdo de B. glabrata por S. mansoni e a reducdo da
fecundidade, varias teorias sao discutidas para explicar de forma mais consistente
0s prejuizos causados pela infeccdo. Minchella (1985) ressalta que um hospedeiro
infectado por um parasito geralmente sofre redugdo do sucesso reprodutivo,
aumentando a mortalidade e reduzindo ou inibindo completamente sua reproducao e
que a infecgdo parasitaria no hospedeiro € influenciada por fatores genéticos e
ambientais. Ainda dentro desta mesma discussao, ele coloca que um hospedeiro
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resistente ou suscetivel para um parasito tera na verdade dois caminhos dentro
dessa interacdo: o hospedeiro pode ser incompativel com o desenvolvimento do
parasito e permanece nao infectado ou o parasito tem sucesso invade e reduz

significativamente o sucesso reprodutivo do hospedeiro.

1.6.1 - Alteragbes no Conteudo de Glicogénio da Glandula Digestiva e Massa

Cefalopodal em Moluscos Infectados por Trematodeos

A glandula digestiva €& o orgao preferéncialmente colonizado pelos
esporocistos, que é a forma larvar intra-molusco do S.mansoni. Nos gastrépodos
pulmonados, o metabolismo energético € baseado em polissacarideos (Joosse; van
Elk, 1986). No caso, o glicogénio € o polissacarideo de maior importancia e mais
abundante encontrado nos moluscos. Além da glandula digestiva, o glicogénio é
encontrado em grande quantidade na massa cefalopodal e no manto (Pinheiro et al,
1994). O glicogénio € um polimero de a-p-glicose que consiste em uma cadeia de
ligagdes lineares a (1,4) e grande numero de ramificagbes formadas através de
ligagdes a (1,6). O glicogénio, pode ser encontrado nas células animais em granulos
citoplasmaticos semelhantes aos do amido nas células vegetais (Campbell; Farrell,
2008). A fungao basica da molécula de glicogénio é armazenamento de glicose, o
substrato mais prontamente utilizavel no processo de obtengdo de energia pelos
animais. Sendo assim, quando em momentos de alta demanda energética ou em
condigdes fisiologicas de estresse, o glicogénio pode ser degradado por enzimas
especificas (glicogénio fosforilase) para originar a glicose livre, onde sera extraida a
energia necessaria para a manutengdo de seus processos vitais, no caso por via
aerobica (respiragao celular) ou por via anaerdbica (fermentagcéo) (Pinheiro, 2003).
O glicogénio & encontrado em células especiais que o armazenam, entre os acinos

da glandula digestiva e gbnodas (de Jonk-Brink, 1973).

Joosse e Elk 1986 observaram um acumulo de glicogénio na massa
cefalopodal e no manto de Lymnaea stagnalis (Linnaeus 1758) infectada com
Trichobilaharzia ocellata até os 47 dias infecgao e logo em seguida decresceu. Para

os moluscos infectados apresentaram padrées semelhantes aos do controle.

Pinheiro e Amato 1994 estudaram o efeito da infeccdo de Bradybaena
similaris (Férussac 1821) com Euritrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892) através
de medidas do conteudo de glicogénio na massa cefalopodal e gléandula digestiva.
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Houve uma redugdo de 50% deste carboidrato durante o desenvolvimento

intramolusco nos primeiros periodos de infecgéo.

Pinheiro et al (2009) estudaram as interagbes fisiolégicas de Lymnaea
columella (Say, 1917) infectada com Echinostoma paraensei( Lie & Basch, 1967)
observaram que o conteudo de carboidratos contidos na glandula digestiva diminui
depois de 20 dias apds a infecgdo com uma redugao de 58,90% em relagdo ao

controle e que na massa cefalopodal esse decréscimo foi somente de 13,68%.

1.6.2 - Alteragbes no Nivel de Glicose na Hemolinfa de Moluscos Infectados por

Trematddeos

A glicose € o0 monossacarideo mais abundante na hemolinfa de B. glabrata,
organismo que apresenta uma organizagao citofisiolégica de mitocondrias, ciclo de

Krebs funcional e metabolismo aerdébico.

Em condi¢des de infecgdo por S. mansoni, a hipoglicemia em B. glabrata é
resultado comum, pois o S.mansoni € capaz de utilizar a glicose do molusco
diminuindo também os niveis de glicogénio. Estudos realizados através de
determinagdes histoquimicas, observaram pouca ou nenhuma glicose livre no corpo
das cercarias, o que demonstra a rapida utilizacdo destes monossacarideos nos
processos de obtengdo de energia e sua armazenagem sob forma de glicogénio
(Ferreira, 2006). Devido a esta grande necessidade de glicose, € que os
esporocistos se localizam na glandula digestiva de seus hospedeiros. Segundo
Becker (1980), ha neste 6rgdao uma circulagdo especial de hemolinfa rica em
nutrientes.Quando as formas larvarias chegam até a glandula digestiva, elas estao
banhadas pela hemolinfa, da qual retiram parte de seus nutrientes e na qual
excretam. Em fungao disso, € observado uma elevada taxa metabdlica evidenciada
por estudos histoquimicos e fisiologicos (Ferreira, 2006). Sendo assim, a

composicao da hemolinfa é alterada em decorréncia da infecgao.

Becker (1968) demonstrou que a adigao de glicose em esporocistos filhos de
S.mansoni, in vitro, resultou num aumento significativo do tempo de sobrevivéncia. A
partir de entdo, outros trabalhos foram realizados, nos quais foi observado um
significativo decréscimo nos niveis deste carboidrato na hemolinfa de B.glabrata
infectada com S. mansoni (Cheng; Lee, 1971; Stanislawsky; Beker, 1979). As
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observagdes destes autores sugerem que a glicose é um substrato essencial para a

obtencao de energia pelos estagios larvais dos trematddeos.

1.6.3 - Alteragbes no Conteudo de Carboidratos e Histoquimica da Gléndula de
Albumen por Moluscos Infectados por Trematddeos

Segundo Azevedo et al (1996), o galactogénio foi primeiro descrito por
Hammarstein (1885) que observou a existéncia de uma “glicoproteina” nos extratos
da glandula de albumen de Helix sp. e a denominou sinistrina, devido a sua
propiedade levo-rotatéria. Porém, segundo o mesmo autor, Levene (1925)
demonstrou que a sistrina era, na realidade, um polissacarideo composto por
galactose ou acetilgalactose e que a proteina observada por Hammarstein era
apenas uma impureza. Este fato foi posteriormente, confirmado por May (1931) que
constatou ser o polissacarideo estudado por ele um polimero de galactose,

propondo o nome de galactogénio para o0 mesmo.

O galactogénio € um homopolimero de galactose com varias propriedades.
Em B. glabrata, o galactogénio é formado por 36% de L-galactose e 64% de D-
galactose (Livingstone; Zwaan, 1983). Nos moluscos pulmonados adultos, o
galactogénio esta restrito a glandula de albumen e aos ovos, servindo como uma
fonte especializada de energia no processo de reproducao animal (Pinheiro, 2003).
A gléandula de albumen fornece o principal recurso nutricional para o

desenvolvimento dos ovos: o fluido perivitelinico, rico em galactogénio.

Registros de alteragdes no funcionamento da glandula de albumen de
moluscos parasitados por larvas de trematdédeos tém sido encontrados com
frequéncia na literatura (Joose et al, 1988; Pinheiro et al, 1994). No entanto, estudos
histopatoldgicos correlacionando alteragdes de polissacarideos em fungédo da

infeccdo sado mais raros.

Joose et al (1988) realizaram um estudo in vitro sobre a atividade sintética da
glandula de albumén de L.stagnalis incubadas em presenca de hemolinfa de
moluscos infectados com T.ocellata. Os autores observaram que a atividade foi
significativamente reduzida a um valor cerca de 50% menor do que aquele

observado nos animais do grupo controle apés uma hora de incubagao.
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Cousin et al (1995) estudaram B. glabrata nao susceptivel para o S. mansoni
e com baixo potencial reprodutivo. Ao examinar o trato reprodutivo desses moluscos
por microscopia de luz e eletrbnica, os autores observaram anormalidades na

glandula de albumen.

Crews e Yoshino (1990) estudaram o modelo B. glabrata e S. mansoni e nao
constataram alteracdes significativas na sintese de polissacarideos, especificamente
de galactogénio, quando analisados in vivo. Somente quando a glandula de albumen
isolada foi incubada em presenca de hemolinfa de moluscos com 28 dias de
infeccdo, uma reducdo foi observada, porém esta ndao apresentou significancia

estatistica.

1.6.4 - Desenvolvimento do Schistosoma mansoni na Fase Intra-Molusco e seus

Aspectos Histopatoldgicos

No desenvolvimento larvario do S.mansoni dentro dos moluscos hospedeiros,
varios aspectos tém sido estudados, porém alguns autores focaram em estudar a
relacdo parasito-hospedeiro com observacgdes histoldgicas. Pan (1965) estudou
detalhadamente a interacdo hospedeiro-parasito em B.glabrata infectada com o S.
mansoni. O autor fez observagdes importantes sobre a histologia e histopatologia do
molusco, locais de desenvolvimento do parasito, mudangas patologicas produzidas
nos moluscos, efeito no crescimento, fecundidade e causas da mortalidade.
Segundo Pan (1965), somente uma pequena parte dos miracidios que penetram no
molusco se desenvolvem até esporocistos primarios e geralmente estao localizados
no pé. O miracidio, ao penetrar, perde as glandulas de ades&o e penetragdo e
continua a perder outras estruturas. O miracidio se transforma em um saco, com
paredes cuticulares contendo a geragao de células germinativas que iniciam um
intenso processo de multiplicacdo. Decorrido cerca de 72 horas apés a penetracéao,
a larva denominada esporocisto primario ou esporocisto mae, dobra de tamanho.
Apo6s a segunda semana depois da penetragédo ocorre transformagdes no interior do
esporocisto. Em temperaturas de 25 a 28°C, a formacdo de esporocistos
secundarios inicia-se a partir do 14° dia apdés a penetragao do miracidio. A migragao
do esporocisto secundario se inicia em torno do 18° dia apds a saida do esporocisto
primario, através de um provavel poro de nascimento. A migragdo, a partir do local
de penetragdo do miracidio, onde a maioria se desenvolve, até a glandula digestiva

25



ou hepatopancreas, leva 2 a 3 dias. Os esporocistos se localizam nos espagos

intercelulares da glandula digestiva ou eventualmente no ovoteste.

Souza et al (1997) fizeram um estudo histopatolégico comparativo para B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea infectada com uma unica cepa. B. glabrata
apresentou frequentemente proliferagdo de granulomas focal com proliferacdo de
amebdcitos em varios orgaos. Por outro lado, B. tenagophila e B. straminea
apresentaram somente raras mudangas reativas, sugerindo que o mecanismo de
resisténcia para a infeccdo com miracidios provavelmente seguiu diferentes
caminhos nas trés espécies estudadas. Ainda com o objetivo de comparar o
desenvolvimento do S.mansoni na fase intra-molusco nas trés espécies acima,
Souza et al (1995) através de cortes histoldgicos, observaram que nenhuma larva foi
encontrada nos moluscos 72 horas apos a exposi¢ao. No entanto, nos moluscos que
eliminavam cercarias apos 31 dias de exposicdo foram observadas reagdes
teciduais de encapsulamento para B. tenagophila e B. straminea no colar do manto,
regido cefalopodal e ductos renais. Porém, B.glabrata apresentou numerosos

esporocistos e cercarias sem reagao tecidual na glandula digestiva e outros érgéos.

Borges et al (1998) demonstraram através da histopatologia que a resisténcia
e a susceptibildade das bionfalarias infectadas com S.mansoni estao atreladas a
influéncia genética na resisténcia. No caso de B.glabrata da geragcéo F-15 apos trés
meses sem eliminar cercarias, quando esses moluscos foram submetidos a exames
histopatoldgicos ndo apresentavam esporocistos e sim um quadro surpreendente de
reatividade de amebdcitos. Os autores consideraram que isso consistiu basicamente
em uma proliferacdo focal e difusa de amebdcitos acompanhando a expansao da
matrix extracelular, que as vezes, simula o processo de fibrose observado em

tecidos de vertebrados.

Lemos e Andrade (2001) realizaram uma analise sequencial das alteragdes
histolégicas surgidas em decorréncia da infecgado com S. mansoni e somente aos 67
dias de infeccdo uma pequena reacao focal com um acumulo de hemdcitos foi
observada nos sitios de desenvolvimento dos esporocistos e cercarias,
ocasionando, muitas vezes, a destruicdo dos parasitos. Ao final do experimento, as
lesbes se tornaram mais disseminadas, alcangando o rim, a glandula digestiva e o

ovoteste.

26



1.6.5 - Maturidade Sexual e Crescimento

A maturidade sexual e o crescimento sdo alvos de varios trabalhos onde
alguns autores relacionam as duas condigdes em fungéo da infecgdo. Um exemplo é
0 gigantismo que pode ser visto como um resultado adotado como uma estratégia
de prolongamento da vida, porém, retardando a reprodugdo em moluscos infectados
(Minchella, 1985).

Paraense (1972) observou que a primeira oviposi¢cao nos individuos imaturos
foi observada aos dezoitos dias em B.glabrata e 24 dias para B.straminea. Com
cerca de 30 dias, os moluscos alcangaram a maturidade sexual e comegaram a
desovar. Segundo o autor, um sé individuo produziu, em poucos meses, cerca de

milhares de descendentes.

Segundo Pan (1965), nos moluscos jovens infectados, o crescimento é
significativamente maior do que os controles. Esta observagdo foi também

confirmada por Thornhill et al (1986) para moluscos a partir do 28° dia de exposigao.

Meier e Meier-Brook (1981) observaram que em B. glabrata jovem infectada com
S.mansoni, o desenvolvimento dos 6rgaos reprodutores masculinos em relagéo ao
diametro da concha, foi particularmente retardado em animais infectados antes da

maturidade sexual e alterando e retardado o crescimento.

1.7 - Castragao Parasitaria

Embora o termo “castracéo parasitaria” seja bastante discutido e questionado
na lingua portuguesa, nao foi proposto ainda nenhum termo mais apropriado para a
traducdo de “castration parasitic’ comumente utilizado na lingua inglesa. Assim,

sera mantido neste trabalho o termo “castragéo parasitaria”.

Segundo Beck (1980), o termo castragao parasitaria foi utilizado pela primeira
vez por Girard (1888) e referia-se a reversdo sexual que ocorre em machos do
género Palaemon quando parasitados por isdopodes do género Bopyrus.

Mclelland e Bours (1969) atestaram que a castragcdo pode fazer parte de um
processo primario de adaptagcdo do hospedeiro ao parasito. Segundo esses autores,

a castragdo serve para poupar os moluscos do gasto duplo da produgdo de seus
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ovos e desenvolvimento das cercarias. Porém mais tarde, esta idéia foi bastante
controvertida e rejeitada, pois Baudoin (1975) definiu a castragao parasitaria como “a
destruicdo ou alteragdo dos tecidos da génoda pelos parasitos” e fez também uma
extensa revisdo sobre o fendbmeno em varios relacionamentos parasito/hospedeiro.
Alguns autores citados por ele, afirmam que a selegéo é unilateral, onde o parasito
castra o hospedeiro, ou o inibe o crescimento de suas gbnodas, no caso de
moluscos jovens, e assim, os moluscos mais suscetiveis ndo se reproduzem e séo
eliminados da populagdo. Para Malek e Gheng (1974) a castracao era definida em
termos de inibigdo total ou parcial da gametogénese do hospedeiro. Kuris (1973)
sugeriu que parasitos castradores regulam sua populagdo hospedeira, como
predadores ou parasitoides, diretamente reduzindo a capacidade reprodutiva da

populagao.

Mais tarde Baudoin (1975) classificou a castragao em (1) direta, através da
interferéncia direta com as génodas; 2) indireta, por desvio de nutrientes que seriam
utilizados para o desenvolvimento e manutencdo das gbénodas e 3) indireta por
mecanismos hormonais. Porém, Sullivan et al (1985) reuniram os tipos de castragao
parasitaria em dois grupos apenas: 1) aquele onde a castragcédo € um efeito primario,
onde as larvas do trematédeo, em algum momento do seu ciclo biolégico se
desenvolvem no tecido gonodal, sendo muito pronunciado nas espécies de
trematdédeo com estagio de rédia; e 2) a castragdo com efeito secundario, decorrente
de alteragdes que sejam causadas no organismo do hospedeiro em decorréncia da
presenca dos estagios larvas, tais como: alteragdbes no seu metabolismo, a
drenagem de nutrientes, obstrugcédo dos seios hemolinfaticos que nutrem as génodas
ou interferéncia com o sistema neuroendocrino do molusco. Assim, a castragao
pode ser entendida como qualquer alteracdo na funcéo reprodutiva do molusco que
seja decorrente da interferéncia das larvas em desenvolvimento em seu interior,
podendo levar a interrupcdo completa da atividade ovipositéria ou apenas causar a
sua reducdo. Pode ainda levar a destruicdo permanente da gdénoda ou bloquear
temporariamente o processo de gametogénese (Pinheiro, 2003).

O fendbmeno da castragcdo parasitaria apresenta-se de formas variadas,
mesmo quando os estudos sao realizados com modelos semelhantes de interagao

parasito/hospedeiro, e muitas vezes contraditérios e incompletos.
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Brumpt (1941) estudou a biologia dos hospedeiros do S.mansoni e notou que
nos moluscos parasitados, houve uma diminuigdo da oviposicdo sem observar a
castracdo parasitaria completa. Ja Coelho (1954) ao comparar moluscos infectados
com S.mansoni com o0s nao parasitados, observou uma inibicdo na funcgao
reprodutora, com menor numero de desovas e de ovos nos moluscos parasitados.
Essa inibicao levou a acreditar que os moluscos infectados se “comportaram como
animais castrados” pelo menos depois de decorrido algum tempo da infecgéo.
Porém, logo apds, em um determinado momento da infecgédo foi observado que os
moluscos voltaram a ovipor e através de cortes histolégicos foi observada uma

reorganizagao do ovoteste.

Sturrock e Sturrock (1970) estudando B. glabrata de St. Lucia infectada com
S. mansoni e o controle, observaram que produgéo de ovos dos infectados declinou
rapidamente durante o periodo pré-patente e parando completamente dentro das

primeiras semanas do periodo patente.

O processo da castracado parasitaria foi demonstrado por Thornhill et al
(1986). Estes autores atestaram que moluscos expostos a miracidios de S.mansoni
monstraram um significativo aumento no numero médio de ovos e desovas postos
durante os periodos de 14° a 21° e 22° a 28° dias de infecgdo, sendo este parametro
inferior deste ponto em diante. Na verdade, estes resultados podem ter sofrido a
influéncia da presenca de moluscos expostos e n&do parasitados, uma vez que nem
todos os organismos expostos aos miracidios desenvolveram a infec¢gdo. No caso, o
presente trabalho ndo separou os moluscos positivos, com isso na sua
quantificacdo, ao analisar os animais expostos, incluiu informacdes acerca da
atividade reprodutiva dos moluscos que desenvolveram cercarias e dos em que o

desenvolvimento larvar intramolusco nao foi bem sucedido.

Crew e Yoshino (1989) expuseram B. glabrata sexualmente madura a 12
miracidios do S.mansoni. A castracao foi medida pela reducdo da média do numero
de ovos por molusco, que ocorreu entre 14° e 21° dias apds a exposi¢cao. A redugao
da fecundidade nos moluscos infectados coincide com a migracdo e o
estabelecimento dos esporocistos filhos na glandula digestiva e na gbnoda. Ovocitos
individuais foram observados em cortes longitudinais do ovoteste, revelando que
moluscos nao infectados continham mais ovdcitos por corte do que os moluscos

infectados nos 27°, 31° e 40° dias de infecgdo. A média da area da gbénoda dos
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moluscos controles aumentaram por volta do 40°dia apos infecgdo, quando
comparados com os infectados. Porém, o nimero de ovécitos/mm? de génoda nao
variou significativamente ao longo do periodo estudado, exceto aos 14 dias de
infeccdo quando estes parametros mostraram-se mais elevados nos animais

infectados.

Bai et al (1997) observou a acédo da fenolaxidase na produgao dos ovos de
B.glabrata infectados e controle. Foi constado que tanto a atividade da enzima total
como da enzima especifica na glandula de albumém nos moluscos infectados foram
significativamente diminuido entre 28 e 33 dias posinfec¢gao. Quando comparados ao
grupo controle a atividade dessas enzimas diminui levando a castragao parasitaria

desses moluscos.

Estudos com outros modelos da interagdo parasito/hospedeiro tém sido
realizados. Como exemplo, temos Sullivan et al (1985), que estudaram a castragao
parasitaria do molusco llyanassa obsoleta infectada com varias espécies de
trematdédeos larvais e observaram que nos moluscos infectados as gébnodas podem
estar presentes, mas em uma condigdo reduzida ou imatura, ou seja, apesar da
idade do molusco, o amadurecimento sexual ndo ocorreu, o0 que pode refletir o
estagio do seu ciclo reprodutivo em que a infec¢ao se deu, onde os parasitos podem

causar a regressao dos tubulos imaturos ou evitar o seu amadurecimento.

Schalling et al (1991) estudaram Lymnaea stagnalis infectada com
Schistosomatidae Trichobilharzia ocellata. Os autores observaram que os moluscos
infectados no estagio subadulto de seu ciclo de vida produziram muito mais massas
de ovos entre a segunda e a quarta semana de infecgdo que os moluscos né&o
infectados. Porém apds esta fase, o numero de desovas foi reduzido, sendo
significativamente menor do que nos animais nao infectados a partir da quinta
semana de observagdo. Os animais infectados quando adultos, produziram o

mesmo numero de massa de ovos que 0s animais controle.

Hurd (2001), em seu extenso artigo de revisdo utilizou moluscos infectados
para exemplificar o processo da castracdo. Ela propde que a redugdo ou cessacao
na producgao dos ovos pelo hospedeiro pode ser uma consequéncia direta patoldgica
induzida pelo parasito ou que a castracdo pode ser um resultado da infecgédo ou uma

simples estratégia adaptativa por parte do parasito ou do hospedeiro.
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Zang et al (2009) estudaram a acdo do schistosomina que € um
neuropeptideo excretado pela larva no interior dos moluscos responsavel pela
reducdo ou cessacdo da fecundidade. Ao compararem a expressiao deste
neuropeptideo nos modelos Biomphalaria glabrata infectada com S.mansoni e
Echinostoma parensei né&o foi observada elevadas expressdes da schistosomina
tanto no periodo pré patente e patente da infeccdo.Sugerindo que a funcdo da
schistosomina na castragao parasitaria ndo esta bem estabelecida na infeccdo com

as duas espécies de trematddeos.

Lafferty e Kuris (2009), em um artigo de revisao, interpretam a castragao
como uma resposta para o dilema entre o consumo e longevidade enfrentados pelos
parasitos. Castradores parasitarios comuns incluem larvas de trematédeos em
moluscos, parasitos de isépodas e craca de crustaceos. Afirmam também que a
competicao intra- e interespecifica entre o castrador e o hospedeiro € geralmente
intensa, porque um castrador parasitario pode usurpar toda a energia reprodutiva do
hospedeiro e esta energia é limitada. Estes parasitos podem ser abundantes e
podem deprimir substancialmente a densidade populacional do hospedeiro.
Populacbes de hospedeiros sujeitos as altas taxas de castragao parasitaria parecem

alcancar a maturidade mais rapidamente.

Desta forma, o objetivo desta tese foi estudar o processo da castragao
parasitaria em B. glabrata infectada com S. mansoni através da investigacdo de

aspectos bioldgicos, histologicos e bioquimicos.

2 - JUSTIFICATIVA

Uma recomendacdo constante nos trabalhos que lidam com moluscos
transmissores da esquistossomose € a necessidade de se aprofundar os
conhecimentos basicos de sua taxonomia, ecologia, biologia e respostas aos fatores
ambientais com vistas a subsidiar as agdes de compreensdao da dindmica de
transmissao. Os estudos sobre a fisiologia, reprodu¢ao e metabolismo dos moluscos
hospedeiros tém contribuido para elucidacdo dos fatores envolvidos na dindmica da
transmissao. Sendo assim, em fungao da grande importancia epidemioldgica de B.

glabrata, novos conhecimentos sobre esses aspectos em sua interacdo com S.
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mansoni, poderao auxiliar na compreensao dos mecanismos envolvidos na dindmica

populacional desses moluscos.

3 - OBJETIVOS
3.1 - Objetivo Geral

Estudar os aspectos bioldgicos, bioquimicos e histolégicos da reprodugao de

Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni.

3.2 - Objetivos Especificos

1) Estudar a fecundidade e fertilidade dos moluscos infectados e ndo infectados com

S.mansoni;

2) Estudar as alteragdes histopatoldgicas na glandula digestiva e ovoteste nos

moluscos parasitados por S.mansoni;

3) Determinar as concentragdes de carboidratos: glicogénio na glandula digestiva e

na massa cefalopodal; glicose na hemolinfa;

4) Verificar através da anadlise histolégica, possiveis alteragdes do conteudo de

polissacarideos na glandula de albumen.

4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 - Manutencao dos Moluscos em Laboratério

Os moluscos utilizados neste trabalho s&o oriundos do municipio de Ressaca,
BH, Estado de Minas Gerais, Brasil (19° 86" 042” S 43° 99" 67" W) e foram mantido
em aquarios de vidro de 2 litros a temperatura de 25+1°C. Como alimento foi

oferecido alface fresca ad libitum.

S. mansoni (linhagem BH) foi obtido de uma linhagem de origem humana e
que vem sendo mantida no Laboratério de Malacologia, do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, RJ, pela passagem em camundongos “Swiss Webster’ albinos

(Fernandez; Pieri, 2001). Os procedimentos para a coleta de fezes dos
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camundongos infectados e para a exposi¢gao dos moluscos aos miracidios foram as

descritas por Paraense e Corréa (1989).

4.2 - Planejamento Experimental para a Biologia Reprodutiva de Biomphalaria

glabrata
4.2.1 - Infecgdo Experimental

Foram utilizados 60 moluscos apds atingirem a maturidade sexual com
aproximadamente 72 dias e que apresentavam 8-10 mm de didmetro de concha.
Trinta espécimes foram expostos individualmente a cinco miracidios de S. mansoni e
30 permaneceram como controle ndo exposto. As infeccbes foram realizadas no
Laboratério de Malacologia do I0C — FIOCRUZ/RJ, seguindo as normas de
biosseguranga estabelecidas pela Instituigdo na qual o laboratério enquadra-se na
classe dois de Riscos Biolégicos, com local e equipamento préprio para manipulagéo

do material assim como para os descartes.

4.2.2 - Parametros Analisados

As observagdes da fecundidade (n° de massa ovigera por moluscos, n° de
ovos por massa ovigera e n° ovos por molusco) assim como a fertilidade (taxa de
eclosdo dos moluscos) foram realizadas através de coletas semanais. Os moluscos,
a partir do 30° dia, foram expostos a luz individualmente para verificagdo da
liberacdo de cercarias e os positivos foram mantidos em aquario separado.
Semanalmente, a taxa de sobrevivéncia assim como a variagado do crescimento foi
mensurada através do desenvolvimento da concha. Essas observagdes foram

realizadas até sessenta e dois dias a partir da exposic¢ao. (Figura 1.7)
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Biomphalaria glabrata (Ressaca, BH, Minas Gerais)

|

A 4

Infectados (expostos)

5 miracidios de S. mansoni por

molusco (cepa BH)

A 4 A 4

A 4

Aquario 1 Aquario 2 Aquario 3
10 10 10
moluscos moluscos moluscos

(D(2) l
Positivos Positivos Positivos
(HA3)

A 4

Controle

A 4 A 4 A 4

Aquario 4 Aquario 5 Aquario 6
10 10 10
moluscos moluscos moluscos

(DQ2)

(1) Fecundidade e fertilidade: N® de massas ovigeras/molusco; N° de ovos/massa ovigera; N°
de ovos/molusco; N° de ovos eclodidos/massa ovigera; Taxa de sobrevivéncia; Taxa de
crescimento. (2)Observagbes semanais durante 62 dias e (3) Observagdes no 30°, 35°, 40°,

45°, 50°, 55° e 62° dia.

Figura 1.7 - Planejamento experimental usado para o estudo da biologia reprodutiva

de Biomphalaria glabrata
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4.3 - Planejamento Experimental para as Analises Bioquimicas
4.3.1 - Coleta da Hemolinfa, Massa Cefalopodal e Glandula Digestiva

Antes da dissecg¢ao, a concha foi perfurada na altura do coragao com o auxilio
de um bisturi com lamina numero 12. Entdo com uma seringa, com capacidade de
1ml foram coletadas aliquotas da hemolinfa dos moluscos diretamente da cavidade
pericardica. A hemolinfa assim coletada foi colocada em microtubos tubos de 1,5ml

de capacidade e mantida no gelo para evitar a agdo de enzimas sobre a glicose.

Apo6s a coleta da hemolinfa o molusco teve sua concha quebrada com o
auxilio de uma pingca de acgo inox onde todos os fragmentos da concha eram
removidos e as partes moles divididas em duas porgbes: 1) glandula digestiva 2)
massa cefalopodal. Durante as dissecc¢ao, os frascos contendo as partes moles dos
moluscos foram mantidos durante todo tempo de coleta em banho de gelo. Apds
pesagem em balanga com precisdo de 10/10.000g marca Bel, as partes dos

moluscos foram armazenadas a -10°C até sua utilizagéo.

4.3.2 — Determinagao do conteudo de glicose na hemolinfa

Foram utilizados 50 exemplares de B.glabrata infectados com 5 miracidios
linhagem BH e 50 moluscos ficaram para o grupo controle seguindo uma cinética
dos seguintes pontos de observagao:1, 7 ,14, 21, 28, 35, 42, 49, 55, e 62 dias de
infeccdo. Foi determinada a concentragcado de glicose na hemolinfa utilizando uma
aliquota de 10ul. Para as dosagens foram utilizados os kits de diagndstico
laboratorial da marca Doles. As leituras foram feitas em um espectrofotdbmetro da
marca Biospectro com comprimento de onda igual a 505nm. O aparelho foi zerado
com agua destilada, sendo utilizado como branco de reagdo um tubo onde a
amostra foi substituida por agua destilada. Uma solugédo de glicose a uma
concentragdo de 10mg/dl, foi utilizada como padr&o. A concentragdo de glicose na
hemolinfa foi calculada através da Lei de Lambert-Beer e expressa em mg de
glicose/d| (Pinheiro, 2003).

4.3.3 — Extragao de Glicogénio da Glandula Digestiva e Massa Cefalopodal
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A extracao de glicogénio da glandula digestiva e massa cefalopodal seguiram

a técnica descrita por Pinheiro e Gomes (1994).

Para avaliar a relagdo entre o parasitismo e a quantidade de glicogénio na
glandula digestiva e massa cefalopodal de B.glabrata, foi realizado um estudo
cinético utilizando dois grupos: 1) grupo exposto com 24 horas, 7, 14, 21, 28, 35, 42,
49, 55 e 62 dias de infecgao (em cada ponto de obervagao foram utilizados 50

moluscos) 2) grupo controle (ndo infectado) também com 50 moluscos.

As concentragdes de glicogénio foram determinadas através da reacdo do
acido 3,5 dinitro salicilato (DNS) e expressa em mg de glicose/g de tecido, peso
fresco. As leituras foram feitas em espectrofotdbmetro Biospectro em 535 nm,
utilizando com branco de reagdao um tubo de onde a amostra foi substituida por agua
destilada e uma solugdo padrédo de glicose 1mg/ml, para a determinagdo do
glicogénio. As concentragdes de glicogénio também foram calculadas segundo a Lei
de Lambert-Beer e expressas em mg glicose/g tecido/peso fresco.

4.4 - Histologia da Glandula Digestiva e Ovoteste de Biomphalaria glabrata Infectada
com S.mansoni

Foram utilizados 50 moluscos medindo entre 8 e 10mm, com maturidade
sexual para o grupo experimental e 50 moluscos de mesma medida nao infectados
para o grupo controle onde foram sacrificados ao mesmo tempo que os animais do

grupo anterior.

4.4.1 - Infecgdo dos Moluscos

Esses moluscos foram colocados individualmente em placas com 24 pocos e
expostos a 20 miracidios da cepa BH, onde permaneceram durante 2 horas. Apés
esse periodo, esses moluscos foram colocados em aquarios de vidro com 2L e
mantidos em temperatura de 25+ 1° C. Ap6s 30, 35, 40, 45, 50, 55, 62 dias de
infeccdo, os moluscos foram lavados em &gua corrente e colocados,
individualmente, em tubos de plasticos pequenos de 50ml, com cerca de 4ml de
agua e exposto a um foco de luz (4 lampadas de 60W) durante 3 horas para
verificar a positividade através da eliminagdo de cercarias. Decorrido este tempo de

exposicao, foi retirado 1ml de agua e colocado em placas de plastico de 24 pogos
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onde foi acrescentada 1 gota de lugol 1% para fixagcédo e coloragdo das cercarias. A
contagem das cercarias foi realizada com auxilio de um microscopio estereoscépico

e um contador manual de células.

4.4.2 - Procedimentos dos Moluscos

Os moluscos foram colocados em uma solugdo aquosa Nembutal 1%
(anestésico), durante 4 horas. Depois do tempo estabelecido, retirou-se o0 excesso
com papel toalha os moluscos foram colocados em uma placa vidro. Em seguida,
os animais foram pressionados sobre a placa de vidro com uma lamina de
microscopia. A concha foi assim fragmentada e as partes moles foram removidas
com uma pinga. Apds a limpeza do material, as partes moles foram colocadas em
Formol Millonig 10% onde permaneceram por 24 horas. Decorrido este tempo, o
material foi desidratado em concentragdes crescentes de etanol, diafianizados com
xilol e impregnados em parafina liquida (60°C) segundo a metodologia descrita por
Tolosa et al (2003). A inclusdo foi realizada de tal maneira que se pudessem
observar, nas laminas histoldgicas, cortes longitudinais da estrutura corporal inteira
do molusco. Posteriormente, os blocos foram submetidos a cortes seriados de 5um
de expessura em microtomo Leica RM2125. O material foi corado pela hematoxilina-

eosina (HE) para posterior analise histopatolégica.

4.5 - Histoquimica da Glandula de Albumen para Polissacarideos

Por ser um 6rgao muito pequeno, ndo foi possivel obter tecido com peso
suficiente para a realizacdo de dosagem do galactogénio da glandula de albumen
Por esta razdo, optou-se em fazer a analise histoquimica, fazendo-se o uso de
coloragbes capazes de detectar a presengca de polissacarideos e possiveis
alteragdes no transcurso da infeccao. A metodologia adotada para preparagéao das
laminas foi a mesma descrita acima.Porém adotou-se a mesma cinética usada para
a extracdo do glicogénio. As coloragdes utilizadas foram: (i) PAS (Periodic acid
Schiff) para glicogénio e mucoproteinas; (ii) Alcian Blue pH 1.0 para glicoproteinas
sulfatadas; (iii) Alcian Blue pH 2.5 para &acido hialurénico e glicoproteinas néo
sulfatadas;(iv) Tricromatica de Masson para tecido conjuntivo, fibras colagenas e
fibras musculares. Os procedimentos para as coloragdes descritas acima foram
realizadas de acordo com Tolosa et al (2003). Os cortes histologicos foram
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visualizados através do microscopio de luz Observer Z1 Zeiss e as imagens
captadas por meio da camera Axio Cam HRc Zeiss e processadas com o programa
Axio Vision Rel.4.7.

4.6 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos nas observagdes da fecundidade, fertilidade e
alteracdes fisioldgicas (bioquimica) foram expressos pela média + desvio padrao e
submetitos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer para
comparagdo das medias (p<0,05). As meédias totais dos resultados obtidos no
periodo pré-patente e periodo patente foram comparadas pelo teste t para dados
nao pareados (p<0,05). Programa estatistico utilizado foi o GraphPad software
versao 1.0. A fecundidade e fertilidade dos moluscos expostos por S.mansoni nos
periodos pré-patente e patente e o grupo controle foi comparada entre os grupos e
dentro do mesmo grupo ao longo do experimento. As médias com diferengas
estatisticamente significativas foram representadas por letras diferentes nas tabelas

de acordo com Mello-Silva et al 2007.

5 - RESULTADOS

5.1 - Aspectos da Biologia Reprodutiva de Biomphalaria glabrata

5.1.1 - Sobrevivéncia

A populagdo de B. glabrata infectada com a linhagem BH do S. mansoni,
apresentou 50% de positividade e 100% de sobrevivéncia nos grupos controle,
expostos e positivos. O periodo pré-patente foi de 39 dias apds a exposi¢cao aos

miracidios.
5.1.2 - Fecundidade

Foram observadas diferengas significativas na fertilidade e fecundidade
dentro do mesmo grupo no periodo pré-patente nos moluscos expostos. (Tabelas
5.1e5.2).
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No grupo exposto ao S. mansoni, 0 numero de massas ovigeras por molusco
foi significativamente menor aos sete dias de infeccdo quando comparados aos
periodos de sete e 14 dias (q= 5,4; p<0,05) e sete e 28 dias (q=5,4; p<0,05) onde
apresentaram diferencas significativas. Com relagdo ao numero de ovos por
molusco, os resultado obtidos aos sete dias de infeccado em relagdo a maioria dos
intervalos de tempo, com 10 e 17 dias. Para ovos por massa ovigera, apresentou
diferencga significativa entre os seguintes intervalos : sete e 14 dias (q= 5,8; p< 0,05);
entre 10dias e o intervalo de 17-39 dias e entre 31 dias e o intervalo de 7-28 dias.
Quando analisados separadamente, no periodo patente (40 a 62 dias) os moluscos
expostos e que ndo eliminaram cercarias apresentaram um aumento nos parametros
analisados, se comparados ao periodo pré-patente (7 a 39 dias), no entanto
avaliados estatisticamente os resultados foram diferentes significativamente entre

os grupos e em todo os intervalos de tempo (Tabela 5,1 e 5,2).
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Tabela 5.1 - Fecundidade e fertilidade (média + desvio padréo) de Biomphalaria glabrata

mansoni no periodo pré-patente até os 39 dias de infec¢ao

exposta (E) e ndo exposta (controle C) ao Schistosoma

Numero de Ovos eclodidos/massa
Massa ovigera/molusco Ovos/molusco Ovos/massa ovigera
Dias molusco ovigera

Cc E Cc E Cc E Cc E Cc E
07 30 30 23+1,1a 1,3:15 a 256x9,0a 13,0£9,1a 106+1,5 a 86:£20a 9,0t2,0a 7,0£1,0a
10 30 30 26%05 a 3,0£1,0ab 456+ 8,8ab,.c 40,6 £ 14,36 a,b 17,0£2,6 a,b 13,0+1,0 a,b, 15,2¢3,8 a,b 10,0£2,0 a,b
14 30 30 3605 a 4,3:05 b 85,0£23,6 b 83,9+ 199b,c 24,30,5 b,c 18,0£1,7 b,c 21,5¢3,0 b,c,d 17,642,0 b,c
17 30 30 2,0£00 a 3,0£0,0ab 50,2+6,3 ab 66,3+10,5ac  254%1,3bde 22,3t1,1c.e 24,0£0,6 a,c 22,3+1,5a,b,c
21 30 30 36+15 a 4,0%1,0ab 81,1+26,4a,bc  956+19,0b, ¢  223t15bce 24,335 c.e 21,241,5 b,d 23,3t3,0¢
24 30 30 3,0£00 a 3,3%0,5ab 72,8117 abc 84,0+8,6 b,c 23,6£1,5b,c.e 25,3t4,0 c.e 22,126 a,c,d 23,6 4,7 b,c
28 30 30 3,0£1,0 a 4,3:2,0 b 84,3£24,2 b,c 92,0+31,4bc 28,312,0 c,d,f 22,3t4,5c.e 27,2£12b,cd  20,6%4,7b,c
31 30 30 23+05 a 2,6 20,5 a,b 82,5+ 16,0 ¢c 87,6+ 13,8 b, 33,6+3,2df 32,340 d 28,145,8 a,c,d 29,0 + 4,5b,c
35 30 30 4,0£1,0 a 3,3t0,5a,b 111,0£14,17¢ 89,6+19,60 bc  28,3%3,01b,d,f 29,0+2,6 d.e 25,2420 c,d 25,314,3b,c
39 30 30 3,3£05 a 3,6¢1,15a,b 110,3%4,16 ¢ 114,0£35,79 ¢ 34,4+4,18 f 30,6£3,5d.e 33,3t4,4 d 29,743,3c

ab,cde

letras diferentes apresentam médias com diferengas significativas (p<0.05). ( E) moluscos expostos sem eliminagéo de cercarias.
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Tabela 5.2 - Fecundidade e fertilidade (média + desvio padréo) de Biomphalaria glabrata exposta (E) e nao exposta ( controle C) ao Schistosoma
mansoni no periodo patente até os 62 dias de infecgao

Ndmero de Massa Ovos ecoldidos/massa
Ovos/molusco Ovos/massa ovigera
Dias moluscos ovigera/molusco ovigera
C E C E C E C E C E

42 30 25 3,6+0,1 3,640,57 111,046,08 113,6+36,19 32,8+3,25 30,645,8 32,7£3,0 29,743,3
45 30 18 4,0+0,0 5,642,08 147,3+45,61 180,3+65,43 35,6+9,41 32,6+1,1 34,6+48,4 29,045,6
49 30 18 4,0+0,0 7,043,60 141,0£1,73 219,6+99,63 32,740,26 33,3+2,5 3,.9+0,6 30,2+0,6
51 30 18 4,0+0,0 6,643,05 146,0+£32,35 173,3467,35 34,4+7,31 28,647,2 33,9+7,3 27,848, 1
55 30 18 43+0,5 5,3%3,21 105,6£15,82  141,6+ 32.34 24,3+2,08 31,3498 22,6+66,58 30,0+9,4
58 30 15 3.,3+£0,5 8,0+4,35 102,34#5,77  203,0£132.,92  30,3%2,85 25,343,2 25,8+2,9 24,242,8
62 30 15 3,3+05 8,645,50 96,0+£10,14 222,3+123,57  28,8+0,85 25,6+2,0 27,842,4 24,4+1,8
Média - - 4,2+ 0,4 6,4+ 3,0 1.33,8+ 17,0 182,1£76,5 35,2+ 4,1 33,3+4,7 33,4+17,1 31,2449

Todas as médias apresentaram diferengas néo significativas (p>0,05). (E) moluscos expostos sem eliminar cercarias.
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A Tabela 5.3 mostra os resultados dos moluscos positivos em fungdo dos
dias de infeccdo. Os moluscos positivos cessaram a oviposi¢gao aos 45 dias de
infeccdo (Tabela 5.4). No 50° dia de infecgdo, entre os moluscos positivos que
realizaram posturas, foi observado o numero médio de 0,9 massa ovigera por
molusco e 5,3 ovos por massa ovigera, ovos por molusco 4,6. Entretanto, os ovos

presentes eram inviaveis. (Tabela 5.4)

5.1.3 - Fertilidade

No periodo pré-patente observou-se diferenga significativa para os ovos por
massa ovigera nos intervalos de sete a 14 (q=7,0 ; p<0.01) e sete e os demais dias
de infecgdo com excegdo do 10° e 17° dia. Quanto ao periodo patente os
parametros ndo apresentaram diferengas significativas. Comportamento semelhante
se observou em relagdo a ovos por molusco mostrando que houve uma sincronia

em relagao a oviposigao e eclodibilidade (Tabelas 5.1 € 5.2).

Quando comparados os grupos controle e expostos estes ndo apresentaram
diferengas significativas, tanto para fecundidade e fertilidade nos intervalos

analisados (7-62 dias) estes ndo apresentaram diferengas significativas.

5.1.4 - Crescimento

A média de didmetro de concha, variou de 10,6 mm a 17,0 mm para o
controle,um aumento de 6,4 mm de conha, e de 10,6 a 17,7 mm para os expostos,
(um aumento de 7,1 mm). A partir do 40° dia, o didmetro da concha dos moluscos
positivos variou de 15,0 a 18,0 mm, (um aumento de 3,0 mm) enquanto que no
grupo controle houve uma variagao de 15,2 a 17,0 mm (um aumento de 1,8 mm).
Os moluscos positivos mantiveram um ritmo continuo de crescimento até 62° dia que

corresponde ao periodo de oviposigéo. (Figura 5.1)
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Tabela 5.3 — Infec¢cado de Biomphalaria glabrata por S.mansoni (positivo) no periodo
patente.

Observacao Numero total Numero de moluscos
(Dia) de moluscos positivos
40 30 5
45 25 7
50 18 0
55 15 0
62 15 3

TOTAL 15
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Tabela 5.4 - Fecundidade e fertilidade de Biomphalaria glabrata infectada com S.mansoni (exposto positivo) no periodo patente da
infeccao

Numero de moluscos  Observagéo Numero total Numero total Numero médio de Numero médio de Numero médio de Numero de ovos Numero médio de ovos
positivos (dia) dgv?;aesr:a de ovos massa ovigera/molusco ovos/molusco ovos/massa ovigera eclodidos eclodidos/massa ovigera

5 40 0 0 0 0 0 0 0

45 0 0 0 0 0 0 0

50 0 0 0 0 0 0 0

55 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 0

7 45 0 0 0 0 0 0 0

50 6 32 0,9 4,6 53 0 0

55 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 0

3 55 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 0

44



B Exposto

—_ — —_ —_ [ N
(o] o N ~ O (o] o
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O Controle

6 - O Positivo

Diametro da concha (mm)

7 14 21 28 35 42 49 62
Dias apés a infecgao

Figura 5.1 — Média e desvio padrdo do crescimento semanal da concha (mm) de
Biomphalaria glabrata ap0s exposicdo ao Schistosoma mansoni: expostos
(moluscos que nao eliminaram cercériaS)I; controle (moluscos né&o infectados)| e
positivos (moluscos que eliminaram cercarias)tl.

45



5.2 - Alteragées Fisiolégicas em Biomphalaria glabrata Infectada com
Schistosoma mansoni

5.2.1 - Determinacao do Conteudo de Glicose na Hemolinfa

O conteudo de glicose na hemolinfa de B. glabrata infectada com S. mansoni
variou de 5,3 mg/dl a 70,0mg/dl, onde foi possivel observar oscilagdes entre os 21° e
35° dias. No periodo entre 49 e 62 dias pode-se verificar um aumento no conteudo
de glicose na hemolinfa, sendo diferente significamente dos demais periodos
estudados (Tabela 5.5).

5.2.2 - Extragdo e Dosagem de Glicogénio da Massa Cefalopodal e da Glandula

Digestiva de Biomphalaria glabrata Infectada com Schistosoma mansoni

Na massa cefalopodal com 24 horas de infec¢ao foi observado um aumento
do conteudo de glicogénio em relagdo aos outros periodos estudados. Na faixa de
21° a 35° dias nédo houve diferenga significativa no conteudo de glicogénio em
relacdo ao controle (Tabela 5.5), no entanto, no periodo de 42 a 62 dias verificou-se
oscilagbes na dosagem do glicogénio, observando diferenga significativa aos 42 dias
e 55 dias.

Na glandula digestiva observou-se diferenga significativa em todos os valores
relacionados a dosagem de glicogénio nos moluscos infectados comparados com o

controle.

5.3 — Histolopatogia da Glandula Digestiva e do Ovoteste de Biomphalaria glabrata

Infectada com Schistosoma mansoni

Foram feitas as secgdes nos moluscos com 45 e 55 dias de infecgao, que
estavam eliminando cercarias. As analises feitas através da microscopia de luz
revelaram que B. glabrata com 45 dias de infec¢ao na regido do ovoteste, apresenta
um acumulo de parasitos no seu interior. Porém, uma porgéo do o6rgao ainda esta
parcialmente preservada, onde se nota a presenca de espermatozdides e
revestimento de células germinativas primitivas (Figura 5.2 e 5.3). Aos 55 dias, o
ovoteste apresenta atrofia consideravel com o desaparecimento quase que total das
células germinativas e o estroma de sustentagdo formando uma rede quase vazia
(Figura 5.4a). Na Figura 5.4b pode ser visto o estroma de sustentag&o praticamente

vazio.

46



Tabela 5.5 — Média e desvio padrdo da concentragdo de glicose (mg/dl) na
hemolinfa e da concentragdo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido peso fresco)
na glandula digestiva e na massa cefalopodal de Biomphalaria glabrata infectada e
nao infectada por Schistosoma mansoni.

Tempo de Concentragéo de glicose na
infecgéo hemolinfa Concentragéo de glicogénio
(dias) (mg/dl) (mg de glicose/g de tecido)
Massa cefalopodal Glandula
digestiva
(controle) 16,3+ 2,8 a,c,d 50+1,0 ad 39,0+ 15,8 a
1 15,6+ 2,3 a,d 17,0£43b 12,0+£1,0b
7 11,6£1,1 ad 8,0+1,0 ac 86+05b
14 10,0+ 2,0 a,d 6,0+£0,0 a,cd 53+05b
21 19,0+2,6 d 40+0,0 ad 50+0,0b
28 56+0,5 a 40+1,0 ad 14,4+11b
35 53t1,1 a 50+1,0 ad 59+0,1b
42 29,3158 ¢ 96+1,1ce 6,1+0,1b
49 70,0£9,1 b 5.0+1,0 ad 94+13b
55 59,3t7,5 b 26+0,5d,e 44+10b
62 69,624,5 b 53+0,5 ae 36+10b

abCae |etras diferentes apresentam médias com diferengas significativas (p<0,05).

47



No ovoteste normal, pode-se observar na parede dos acinos a presenga de
um tecido conectivo fino com espermatozoides e ovulos e revestimento de células
germinativas (Figura 5.5). Aos 45 dias de infecgado a glandula digestiva, mostrou
um foco de multiplicagdo parasitaria com espocistos e cercarias, com o tecido da
glandula um pouco preservada (Figura 5.6), diferente do aspecto da glandula
digestiva normal onde se observa um epitélio cilindrico simples alto, do tipo mucoso

com nucleos em posi¢ao basal e com ductos hepaticos (Figura 5.7).

5.4 - Histoquimica da Glandula de Albumen de Biomphalaria glabrata Infectada com

S.mansoni

O conteudo dos grénulos de secregdo da glandula de albumen apresentou
coloracéo pelo Alcian Blue (AB) pH 1,0 e 2,5 nos animais infectados, indicando a
presencga de carboidratos sulfatados e carboxilados. (Figuras 5.8, 5.9, 5.10 e 5.11)
Nestas coloragdes, assim como na coloragdao pelo HE, a individualidade dos
granulos pdde ser visualizada, assim como o carater basofilo e esosinofilico do
conteudo granular (Figura 5.12). Este ultimo aspecto também foi evidenciado na
coloracao de Tricromo de Masson (Figura 5.13). O conteudo dos ductos cora-se pelo
PAS e pelo Tricromo Masson nos animais infectados, evidenciando a natureza
polissacaridica do material secretado, no caso para o Tricromo Manson com

granulos bem preservado. (Figuras 5.14 e 5.13).

48



Figura 5.2 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni. Regido do
ovoteste com alguns esporocistos (seta) em diferentes fases de desenvolvimento
com 45 dias de infecgao, HE, 20X

49



Figura 5.3 — Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Zona de
acumulo parasitario no interior do ovoteste a qual mostra também uma porgao do
orgao ainda parcialmente preservada (seta branca). Notam-se espermatozdides e
revestimento de células germinativas primitivas (45 dias de infecgao)(seta preta), HE
20X.
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(b)

Figura 5.4 — Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni aos 55 dias

de infecgdo. (a) Na regido do ovoteste observa-se consideravel atrofia, com
desaparecimento quase total de células germinativas. Observa-se também o
estroma de sustentagdo como uma rede quase vazia (seta), HE 10X (b) Detalhe do
ovoteste da Figura 5.4 (a)(seta), HE, 40X.

51



Figura 5.5 — Biomphalaria glabrata sem infecgdo. Ovoteste normal. Observam-se

espermatozoides, évulos e revestimento de células germinativas (setas), HE, 40X.
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Figura 5.6 — Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Foco de
multiplicagdo parasitaria entre as glandulas digestiva um pouco preservada (seta),
com 45 dias de infecgao, HE, 20X.
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Figura 5.7 — Biomphalaria glabrata sem infeccdo. Glandula digestiva de aspecto
normal, observando-se epitélio cilindrico alto de tipo mucoso, com nucleos em

posicao basal (seta), HE, 20X.
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Figura 5.8 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni com sete
dias de infecgdo. Glandula de albumen com granulos de secrecao (seta). Alcian
blue, pH 1.0, 63X.
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Figura 5.9 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni aos 35 dias
de infecgdo. Glandula de albumen com menor numero de granulos (seta) presentes

nas células acinares. Alcian blue, pH 1,0, 63X.
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Figura 5.10 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni com 42 dias
de infecgdo. Glandula de albumen com dimunui¢gao dos granulos de secregao (seta).
Alcian blue, pH 1.0, 40X.
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Figura 5.11 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni com 55 dias
de infecgdo. Glandula de albumen com intensa diminui¢cao dos granulos de secregao
(seta). Alcian blue, pH 2,5, 63X.
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Figura 5.12 — Biomphalaria glabrata sem infeccdo. Glandula de albumen de

HE, 63X.

Biomphalaria glabrata normal,
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Figura 5.13 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni com 14 dias
de infecgdo. Glandula de albumen grénulos de secregdo preservados (seta).

Tricromo Masson, 63X.
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Figura 5.14 — Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni com 35 dias

de infecgao. Detalhe da secregéo ductal (seta) com 35 dias de infecgéo, PAS, 63X.
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A partir de 35 dias de infecgdo foi possivel observar pequenas alteragdes
histologicas, como uma discreta e gradual diminuicdo do numero e do tamanho dos
granulos de secregao e do conteudo do lumen ductal (Figura 5.9).

Aos 42 dias de infeccdo, os esporocistos secundarios passaram ser
evidenciados na glandula de albumen (Figura 5.15) havendo um notavel aumento do
numero de parasitos apos os 49 dias de infecgao. Este evento foi acompanhado por
reacdo hemocitaria restrita a areas em torno dos esporocistos (Figura 5.16),

havendo regides da glandula histologicamente preservadas.

6 - DISCUSSAO
6.1 Aspectos da Biologia Reprodutiva

6.1.1 - Mortalidade

A auséncia de mortalidade em moluscos infectados esta associada a
condigdo de simpatria da populagdo de moluscos e da linhagem do parasito (Hurd,
2001). Entretanto, Fernandez e Pieri (2001) verificaram que a relagdo B. glabrata -
S. mansoni também pode se apresentar mais ajustada mesmo entre espécies
alopatricas apresentando baixa mortalidade. Em nosso estudo verificamos que n&o
ocorreu mortalidade entre os moluscos submetidos a infeccdo mesmo os que
desenvolveram infecgédo patente, indicando a existéncia de elevada compatibilidade
entre ambos. O numero de miracidios a que um molusco é exposto invariavelmente
esta associado a alta taxa de mortalidade, podendo ocorrer mesmo quando um
pequeno numero de larvas € utilizado (Fernandez; Pieri, 2001). Neste estudo, o
efeito da densidade populacional favoreceu a falta de mortalidade, ja que embora os
moluscos estivessem infectados, ndo estavam vivendo em populagdes densas isso

pode ter influenciado na sobrevivéncia (Coelho et al, 2008).
6.1.2 - Crescimento

De acordo com Perlowagora-Szumlewicz (1968) e Sturrock e Sturrock (1970),
o crescimento dos moluscos esta diretamente relacionado a atividade reprodutiva,
sendo influenciado pela disponibilidade de recursos. Estes autores observaram que
moluscos infectados com idade e tamanho semelhantes diminuiram o seu
crescimento ap6s quatro semanas de infeccdo, culminando com o inicio do periodo
patente. Por outro lado, Thornhill et al (1986) relataram que os caramujos expostos
cresceram mais do que o grupo controle. Este processo tem sido relacionado com o
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Figura 5.15 — Biomphalaria glabrata infectada pelo Schistosoma mansoni aos 42 de
infecgdo. Presencga de esporocisto no interior da glandula de albumen (seta), PAS,
63X.
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Figura 5.16 — Biomphalaria glabrata infectada pelo Schistosoma mansoni com 49
dias de infeccdo. Regiao da glandula de albumen com varios esporocistos presentes
(seta) e uma reducao do numero de acinos, onde se observa reagao hemocitaria
(asterisco),HE,40X.
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gigantismo, fato ainda, ndo bem compreendido. No nosso estudo, ndo foi
evidenciado o gigantismo, pois as condi¢des utilizadas ndo favoreceram tal situagéo
como: disponibilidade de recursos, a carga parasitaria utilizada e o agrupamento dos
moluscos adultos. Segundo Sorensen e Minchella (2001), moluscos adultos
infectados com < 5 miracidios exibem uma proporgédo de gigantismo de 36% no
periodo pré-patente e que a condi¢cdo de estarem agrupados também dificulta esse
processo quando comparados aos moluscos mantidos isolados. Desta forma os
padrées de crescimento (controle, expostos e positivos) estdo de acordo com os
descritos na literatura, onde apresentam uma fase de crescimento inicial lenta
seguida de um periodo de crescimento rapido que vai até o advento da maturidade
sexual, quando apds a nova inflexdo da curva o aumento de tamanho se torna lento

e regular (Costa et al, 2004).

6.1.3 - Fecundidade e Fertilidade

Foi verificado que tanto os moluscos do grupo controle como os expostos que
nao eliminaram cercarias tiveram padrbes semelhantes em relagdo a atividade
reprodutiva (numeros de massa ovigera/molusco, ovos/moluscos e ovos/massa

ovigera) nos periodos pré-patente e patente da infecgéo.

Os efeitos da larva do trematdédeo na infeccdo dos moluscos sao
frequentemente especificos para cada sistema de trematdédeo-molusco estudado
(Pinheiro et al, 2009, Tunholi-Alves et al, 2010). As diferengas observadas podem
ser atribuidas as espécies ou as cepas do parasito ou do hospedeiro, idade ou
tamanho dos moluscos, do tempo de exposigdo, além de condigdes ambientais
como temperatura e fotoperiodo nas quais os moluscos infectados s&do mantidos
(Favre et al, 1997). Mesmo dentro de um unico sistema parasito-hospedeiro
S.mansoni/B.glabrata pode ser verificada uma variabilidade de efeitos sobre a
biologia reprodutiva dos moluscos (Pan, 1965; Etges, 1965; Minchella, 1985).

A maioria dos dados encontrados na literatura registra a fecundidade dos
moluscos infectados e dos expostos nao infectados sem, contudo, separarem os
moluscos que foram positivos no periodo patente da infeccdo. Além disso, os
periodos de observacdo sdo sempre menores do que os avaliados neste estudo.

Quanto aos moluscos positivos, um comportamento distinto foi observado: assim
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que comegaram a emergir cercarias aos 40 dias, verificou-se inicialmente reducgéo
da fecundidade e fertilidade, culminando na cessacao da oviposi¢cao aos 55 dias. A
reducdo na fecundidade associada ao final da fase larvar do desenvolvimento do
S.mansoni, coincide com a deplecdo do estoque de energia, como aqueles
representados pelos depodsitos de glicogénio na glandula digestiva do molusco
(Loker; Etges, 1979, Crews; Yoshino 1989, 1991 Pinheiro, 2003). Desta forma, os
dados obtidos confirmam a existéncia do processo de castracdo parasitaria,
principalmente no periodo patente da infeccao. Além disso, deve ser considerado o
nivel de suscetibilidade da populagédo de molusco estudada, considerando apenas

os moluscos infectados dentro de uma avaliagao reprodutiva.

6.1.4 - Alteragcdes nos Conteudos de Glicose na Hemolinfa e de Glicogénio na
Massa Cefalopodal e na Glandula Digestiva de Biomphalaria glabrata

Experimentalmente Infectada com Schistosoma mansoni

Os resultados encontrados neste estudo mostraram estabilidade nos niveis de
glicose nos moluscos infectados com 24 horas até o 14° dia de infecgdo. Thompson
e Lee (1986) chamam esse processo de homeostasia glicémica que é mantida e
regulada por B.glabrata e pelos processos metabdlicos desses moluscos. Quando
0os moluscos sao submetidos a qualquer estresse oferecido pelo ambiente
desencadeiam mecanismos para manutencdo da homeostase, em funcdo de sua
sobrevivéncia (Becker, 1980). A partir do 42° dia de infecgdo, observa-se um
aumento de glicose na corrente hemolinfatica. Segundo Lima (2010) moluscos
infectados por larvas de trematddeos, apresentam variagbes nos conteudos de
glicose circulante, pois ao serem consumidas pelas larvas, as moléculas de glicose
sdo mobilizadas a partir da quebra do glicogénio nos tecidos de reservas dos
moluscos.

Quanto aos niveis de carboidratos, pode ser visto que o aumento da glicose
circulante coincide com o decréscimo de glicogénio nos tecidos, principalmente na
glandula digestiva. Isso sugere que o estresse causado pela infecgdo tenha
desencadeado processos compensatorios para obtencdo de energia.

No primeiro dia de infecgdo, observa-se um aumento no conteudo de
glicogénio na massa cefalopodal, coincidindo com o momento em que ocorre a

penetracdo do miracidio no tegumento do molusco e se transforma em esporocisto
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primario. Este fato pode acarretado a quebra do glicogénio na glandula digestiva,
liberando glicose na hemolinfa para a massa cefalopodal. Lima (2010) observou este
fato, comparando moluscos infectados nao expostos e expostos a Euphorbia
splendens var. hislopii, observando que tanto o grupo controle quanto o exposto
aumentou os conteudos de glicogénio na massa cefalopodal apdés 24 horas de
infecgao.

A pressao da infecgdo foi mais significativa nos conteudos de glicogénio na
glandula digestiva, verificando uma reducéo ao longo da infecgédo. Este fato também

foi observado por Mello-Silva et al. (2010).

6.1.5 - Histopatologia da Glandula Digestiva e Ovoteste de Biomphalaria glabrata

Infectada com Schistosoma mansoni

Diante dos resultados encontrados neste estudo, os moluscos demonstraram
serem susceptiveis ndo sendo observado em seus tecidos a formacdo de
granulomas. Este resultado € o contrario do que foi observado com linhagens de
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea por outros autores (Negréo-
Correa at al 2007; Souza et al, 1995). Estes autores observaram a incompatibilidade
a infecgédo associada a elevada efetividade do sistema de resisténcia dos moluscos

e envolvimento do tecido circunjacente ao parasito.

Foi observado no ovoteste parasitos como esporocistos em diferentes
estagios de desenvolvimento (Figura 5.3). O ovoteste apresentou uma regido com
atrofia e desaparecimento de células germinativas, que Pan (1965) relacionou a
presenca de esporocistos nos tecidos, onde pode ser observada uma reducédo do
parénquima. O autor também relata que geralmente, apdés a 4% e 6% semana de
infeccdo, ocorre uma congestdao anormal dos seios hemolinfaticos, da cavidade

debaixo da tunica da glandula digestiva e do ovoteste.

Quanto a glandula digestiva, foi evidenciada a presenca de formas larvares,
porém, com tecido bem preservado. Pinheiro (2003) observou em infecg¢ao
experimental com Lymnaea columella infectada Echinostoma paraensei que
estrutura da glandula digestiva, foi completamente alterada em funcdo do
desenvolvimento larval intramolusco, monstrando que a pressdo mecanica exercida

pelas larvas, causa hiperatrofia dos acinos da glandula. Pelo visto, os danos
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causados ao molusco por S.mansoni s&0 menores que 0s parasitos que apresentam
estadios de rédias, ja que na relagdo S.mansoni-Biomphalaria ndo ocorre uma

espoliagao direta no tecido do hospedeiro.

6.1.6 - Histoquimica da Glandula de Albumen de Biomphalaria glabrata Infectada

com Schistosoma.mansoni

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a alteracdo do conteudo de
carboidrato da glandula de albumen em decorréncia da infec¢do por S.mansoni e
ainda mostram que as alteragdes histolégicas e bioquimicas estéo relacionadas com
o desenvolvimento da fase de esporocisto secundario. De fato, as maiores
alteracbes na glandula de albumem foram observadas a partir de 35 dias de
infecgao, desta forma, as alteracbes do conteudo de carboidrato neste sitio estao
diretamente relacionadas com a infecgdo. Sendo assim, a diminuicdo dos produtos
de secregcdo desta glandula interfere na formagcdo das massas ovigeras e na
quantidade de ovos produzidos, sugerindo que quanto menor a quantidade de

carboidratos (galactogénio) em funcéo da infecgao, menor sera a fecundidade.

Embora se tenha na literatura a descricdo do galactogénio como o unico
produto de secreg¢ao da glandula de albumen, os resultados desse estudo sugerem
a presenca de carboidratos sulfatados pela coloracéo de Alcian blue pH 1.0 o que
pode ser indicio da sintese, mesmo que pequena, de outro(s) tipo(s) de

carboidrato(s).

As alteragbes observadas durante as analises histopatoldgicas e
histoquimicas da glandula de albumen e histopatolégicas do ovoteste fortalecem que
a infeccdo pelo S.mansoni tem uma acgéo direta ndo somente sobre os tecidos do
ovoteste e da glandula, mas também na produgdo dos ovos. Este fato, segundo
Joosse e Elk (1986), esta relacionado a agdo dos hormdnios que agem na atividade
reprodutiva feminina dos moluscos. Ha indicios de que esses horménios estao
presentes na hemolinfa dos moluscos infectados e que os parasitos interferem na
acao desses hormdnios, especialmente nas gbnodas e 6rgados sexuais acessorios.
Desta forma, modificagcbes no tamanho da glandula de albumen e dos produtos de
secrecao dos seus ductos sao mediadas pela agcdo hormonal que merecem estudos

a posteriori.
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6.1.7 - Castracao Parasitaria

Os resultados obtidos neste trabalho ddo suporte a hipotese que o processo
da castracdo parasitaria ocorreu de modo direto. A interferéncia direta nas génodas
pela acdo das larvas no interior do ovoteste, levou a interrupcao da atividade
ovipositoria, o que por sua vez, diminuiu drasticamente a fecundidade e a fertilidade
dos moluscos positivos no periodo patente. Foi possivel também observar a
castracdo indireta através das alteragdes fisiologicas causadas pela infecgéo,
havendo reducao dos depdsitos de glicogénio, principalmente na glandula digestiva
nos periodos estudados. Essas alteragdes podem determinar de forma significativa a
castracdo parasitaria, diminuindo os recursos energéticos do hospedeiro para a
reproducdo. A reducdo da fecundidade em moluscos infectados coincide com a
migragdo e com o estabelecimento das larvas na glandula digestiva e nas gonodas
(Crew;Yoshino,1989), fato este confirmado neste trabalho no periodo patente da

infecgao.

Neste estudo os resultados vém corroborar com Sullivan et al (1985) onde a
castracdo pode seguir dois processos: i) primario e |l) secundario. Os resultados da
histoquimica para glandula de albumen e exames histolégicos para o ovoteste e
glandula digestiva indicam um efeito primario. Foi possivel observar quase que total
destruicdo do ovoteste, 6rgdo este responsavel pela producdo de gametas
masculinos e femininos. Portanto, a destruicdo dos acinos e parénquima em funcgao
da infeccdo, terdao como consequéncia a interferéncia no processo reprodutivo do
hospedeiro. Os resultados encontrados na histologia da glandula de albumen para
os polissacarideos indicam que a producgao de ovos esta associada aos produtos de
reservas desta glandula. A quantidade de material secretado pela glandula sofre a
acao direta da infecgdo afetando este 6rgédo; e uma vez que esteja estabelecida a
infeccdo, alteragdes na sua constituicado irdo dificultar o processo de vitelogénese.
Sendo assim, podemos também sugerir 0 processo indireto agindo neste orgéo

mediados por neurohormoénios que interferem na reproducéo (De Jong-Brink, 1995).

Loker; Etges (1979); Crews; Yoshino (1989,1991) observaram que ha uma
reducao da fecundidade de B.glabrata nas fases intermediarias e finais do ciclo
biolégico de S.mansoni, em torno de 40 dias de infecgdo, com queda na produgao

de ovos e reducgdo de gasto energético bloqueando temporariamente o processo de
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gametogénese. De acordo com De Jong-Brink (1995), as alteragdes na biologia
reprodutiva dos moluscos em resposta a infecgdo com trematédeos depende do
estadio de maturidade sexual dos moluscos. Quando estes ainda ndo atingiram a
maturidade sexual, geralmente, os aparelhos reprodutores ndo completam o seu
desenvolvimento; quando os moluscos ja estdo sexualmente maduros, a funcéo
reprodutiva € alterada, periodo em que foram observadas as alteracbes nos
parametros analisados no presente trabalho. Contudo, ndo constatamos reversao da
fecundidade quando analise foi observada em periodo semelhante, até 62 dias apos
a infeccdo, o que sugere a existéncia de diferentes mecanismos de interferéncia na
fecundidade. Tem sido verificado que a destruicdo do ovoteste em decorréncia da
infeccdo pelo S. mansoni pode ocorrer de forma parcial (Azevedo et al, 2004) ou
total (Crews; Yoshino 1989) o que nos leva a acreditar que o nivel de castracéo seja

dependente do estagio de comprometimento do ovoteste.

Em suma, este estudo contribuiu através de uma abordagem holistica que
incluiram a biologia reprodutiva, as alteragbes histopatologicas e histoquimicas,
complementado com estudo das alteragdes fisioldgicas (bioquimica), a compreenséo

dos processos envolvidos na castragao parasitaria.

De fato, Baudoin (1975) redefine o conceito de castragc&o parasitaria como um
processo que envolve a destruicdo ou alteragao do tecido gonadal, o comportamento
reprodutivo, a modulagdo hormonal, ou outras modificagbes que resultem em
reducdo da condigdo reprodutiva. Portanto, aliados a esses resultados, novos
estudos devem ser elaborados para um maior entendimento da relagédo S. manson -
B. glabrata que contemple os mecanismos hormonais que estdo envolvidos no

processo da reproducédo levando a castragao parasitaria.

7 — CONCLUSOES
1) Ocorreu a castragéo parasitaria direta e indireta no modelo Biomphalaria glabrata,

quando a infecgdo foi realizada na fase adulta (maturidade sexual), caracterizada
pela diminuigdo da fecundidade e fertilidade;
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2) Houve atrofia consideravel do ovoteste com o desaparecimento quase que total
das células germinativas e o estroma de sustentacdo formando uma rede

aparentemente vazia;

3) A deplecao de glicogénio nos tecidos esta relacionada a mobilizagdo de glicose
para a corrente hemolinfatica, sendo utilizada pelas formas larvares ao longo da
infecgao;

4) A glandula de albumen também apresentou diminuigdo do conteudo de secregao

no interior dos acinos em funcao da infecgao pelo S. mansoni.
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9 - ANEXO

r

FINALIDADE

Sistema enzimatico para determinagdo da

glicose no soro, plasma e demais liquidos
joldgicos. i

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

Ao adicionar-se glicose em uma
solugdo tampdo de fosfatos, contendo
p-Hidroxibenzoato, 4-Aminoantipirina
(4-AAP), Glicose Oxidase e Peroxidase
processam-se as seguintes reagdes:

Glicose + O, + H,0 GOD Acido Glucénico + H,0,
2H.0, + 4AAP POD 4-Antipirilquinonimina + 4 H,0
a | 2

O produto formado pela oxidagdo de
4-Aminoantipirina (4- Antipirilquinonimina)
é de coloragao avermelhada e sua
intensidade diretamente proporcional a
concentracdo de glicose na solugdo. A cor
avermelhada, formada pela reagdo, € medida
em espectrofotémetro ou fotocolorimetro,
com absorgdo maxima em 510nm, ou filtro
verde.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA
O reagente glicose enzimatica liquida
apresenta-se pronto para uso. Sua
simplicidade torna-o meétodo eleito para
rotina de laboratérios, sendo ainda aplicavel
aos diversos sistemas de automagao.

METODOLOGIA
Glicose Oxidase.

REAGENTES

Reagente de Cor: solugdo tampao
de fosfatos 0,05M, pH 7,45 +/- 0,1,
Aminoantipirina 0,03mM e 15mM de
p-Hidroxibenzoato de sédio. Contém, ainda,
um minimo de 12kU de glucose oxidase e
0,8 KU de Peroxidase por litro.

Solugdo padrao 100mg/dL: solugdo
aquosa contendo 100mg/dL de glicose.

APRESENTACAO

Ref. A Kitdo
Reagente de Cor 1 x 500mL 3 x 500mL
Solugdo padrdo 100mg/dL 1 x 3mL 1x 3mL

NUMERO DE TESTES

GLICOSE ENZIMATICA LIQUIDA

Kitao
Manual 1.500 testes
Automagao (*) 3.600 testes

(*) A guantidade de testes na automagao
e variavel de acordo com o equipamento.

Protocolos de automacao encontram-se. -

disponiveis no site Doles ou através do
Servico de Atendimento ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS
NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro capaz de medir a
absorvancia em 510nm ou fotocolorimetro
com filtro verde (490-540nm).

Tubos de ensaio.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica 10uL.

Banho maria (37°C).

CronOmetro.

Ponteiras descartaveis.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES

Reagente de Cor: armazenar a temperatura
de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rétulo do frasco, obedecidas as
condicboes de armazenamento.

Solucdo padrao 100mg/dL: armazenar
a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data
de vencimento indicada no rétulo do frasco,
obedecidas as condigbes de armazenamento.

CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO
DOS REAGENTES

Todos os reagentes sdo somente para uso
diagnéstico in vitro. Seu manuseio deve
ser cuidadoso, evitando-se contato com
pele e mucosas. Em caso de contaminagao
acidental lavar a parte afetada em &agua
corrente. O descarte do material utilizado
devera ser feito obedecendo-se aos critérios
de biosseguranga estabelecidos pelo
laboratério, de acordo com as normas locais,
estaduais ou federais.

Observar a simbologia
constante nos rétulos m
do produto:
Irritante
AMOSTRA
Soro, plasma, liquor e outros liquidos
biolégicos. A amostra deverd ser colhida
com o paciente em jejum. Para obtencgao
de plasma utilizar anticoagulante contendo
fluoreto - Anticoagulante Glicose Doles.

Ref. A Todas as amostras biolégicas devem
Manual 500 testes  ser consideradas como potencialmente
Automagao (*) 1.200 testes infectantes.

-

e,

SAC: (62) 3269 0000 (Grande Goiania)
SAC: 0800 644 6433 (Demais localidades)

www.doles.com.br‘lk dO|es 1/4
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7

PROCEDIMENTO TECNICO

Rotular 3 tubos de ensaio com B (branco),
T (teste) e P (padrao).

Proceder como segue:

B T P
Reagente de Cor imL imL imL
Amostra - 10pL .
Solugdo Padrao - - 10ul

Misturar por agitagdo e incubar por 05 minutos
em banho maria, a 37°C. Proceder a leitura
das absorvancias em espectrofotometro
ou fotocolorimetro, em 510nm ou filtro
verde, zerando o aparelho com o branco.
A cor final da reagdo permanece estavel
por 20 minutos, a temperatura ambiente
(20 - 30°C).

CURVA DE CALIBRACAO

Conc.
(mg/dL)
0.000 0
0.137 50
0.280 100
0.715 250
1.150 400
1.680 600
1.900 800

2.000 .

’/

e

Padrio |Absorvancial

1600

1.000

Absorvincia

0.600

0.000 &
0 200

400 600 800 1000

Cone. (mg/dl)

2ol &) v N -

Obs.: Nao utilizar esta curva para

determinar o resultado de seu ensaio

e A curva de calibracdo é a representagao
grafica entre os valores das absorvancias
com os valores das concentragdes de um
conjunto de solugbes padrao.
eA curva de calibragcdo demonstra a
linearidade da reacdo até uma determinada
concentragao, na qual pode ser determinado
um fator de calibragdo (F), de acordo com
a Lei de Beer.
*A reacdao é linear até 600mg/dL (ver
curva acima). Obtendo-se valores
mais elevados, dilui-se a amostra
com solugdo fisiolégica e procede-se
a nova dosagem. Multiplicar o valor
encontrado pelo fator de diluicdo.

« O kit de Glicose Enzimatica Liquida
Doles possui padrao no intervalo de
linearidade da metodologia de Glicose
Oxidase. O laboratoério deve realizar o
ensaio com o padrao que acompanha
o kit e calcular seu fator de calibracao
(F), a exemplo do demonstrado nos
calculos abaixo.

« O fator deve ser refeito periodicamente
e a cada lote do produto.

&

e Os padroes utilizados na montagem da
curva de calibragdo foram preparados com
produto de referéncia D-Glucose Standard
Reference Material 917a procedéncia
NACIONAL INSTITUTE of STANDARDS &
TECHNOLOGY (NIST).

CALCULOS

absorvéncia teste
Glicose (mg/dL) = x 100

absorvéncia padrao

Exemplo: Padréo: 0,280 Teste: 0,230

0,230

Glicose (mg/dL) = x 100 = 82

0,280

Como a reagdo corada segue estritamente a lei de
Beer, basta que se determine um fator (F) para
calculo dos resultados.

100

Fator (F)=
absorvéncia padrdo

Glicose mg/dL= absorvancia teste x F

Para obtencdo do fator, recomenda-se dosar em
triplicata o padrdo, ler as absorvancias e tirar a
média aritmética das mesmas.

Exemplo: Padrdo: 0,283, 0,285, 0,284

0,283 + 0,285 + 0,284
Média aritmética = = (0,284

3

100

Fator (F)= = 352

0,284
Leitura do teste: 0,270
Glicose (mg/dL) = 0,270 x 352 = 95

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM
UNIDADES S.I.
Glicose (mmol/L) = Glicose (mg/dL) x 0,0555

LIMITACOES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema,
é necessario que o procedimento técnico
seja rigorosamente seguido conforme
instrugoes de uso. Qualquer alteragdo
podera levar a resultados erroneos.

¢ A separagao do plasma devera ocorrer até
duas horas apoés a coleta.

e No plasma refrigerado (2-8°C), a glicose
permanece estdvel por trés dias. Na
auséncia de fluoreto, a glicose € consumida
pelo fendmeno de glicolise a um ritmo de
5% por hora.

ol SAC: (62) 3269 0000 (Grande Goiania)

SAC: 0800 644 6433 (Demais localidades)

[ www.doles.com.br |
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CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do
material a ser utilizado sdo de fundamental
importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados
corretos.

2.0 nivel da agua do banho maria deve ser
superior ao nivel dos reagentes nos tubos
de ensaio. A temperatura (37°C) deve ser
observada.

3.0 uso de soro controle de referéncia deve
ser uma pratica rotineira do laboratério.
Recomenda-se utilizar um soro controle
com valor na faixa de normalidade (soro
controle N - Doles) e outro soro controle
de valor elevado (soro controle P -
Doles).

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério
estabeleca sua propria faixa de valores de
referéncia na populagdo atendida.

Como orientagdo, sugerimos os seguintes
valores:

Plasma:(jejum de 8 horas)70 - 99 mg/dL
Liquor: 40 - 70 mg/dL

Informacdes sobre os critérios para
diagnéstico de diabetes podem ser
obtidas no site da Sociedade Brasileira
de Diabetes: www.diabetes.org.br.

SIGNIFICADO CLiINICO

A dosagem da glicose sanguinea é o teste
biogquimico mais realizado em laboratério.
Suas alteracdées nao sao simples
marcadores de doenga, mas o reflexo
de profundas alteracdes no meio
ambiente bioldgico. A quantificacdo da
glicose no sangue reflete apenas o ponto de
equilibrio momenténeo entre sua produgao,
utilizagdo e estocagem.

O Diabetes representa um grupo de
distarbios metabdlicos onde a glicose,
mal utilizada, resulta em hiperglicemia.
Os nimeros que indicam a incidéncia de
diabetes no Brasil sdo desconhecidos, mas
admite-se que 5% da nossa populagao seja
portadora de diabetes em seus diversos
niveis. Atualmente, distingue-se no diabetes
duas variedades principais:

Diabetes mellitus tipo 1 (IDDM- diabetes
mellitus, insulino dependente).

Deficiéncia de insulina (insulino dependentes).

Ha destruicdo de mais de 90% das células
b das ilhotas de Langherans. Presenga de
anticorpos anti-insulina e anti-ilhotas de
Langherans. Viroses e toxinas quimicas
sdo os provaveis agentes causais. Ocorre
geralmente em jovens (abaixo dos 30 anos)
e representa, aproximadamente, 10% dos
diabéticos. As complicagdes sao frequentes.
Diabetes mellitus tipo 2 (NIDDM-
diabetes mellitus ndo dependente de
insulina).

Niveis variados de insulina. Auséncia de
anticorpos anti-insulina e anti-ilhotas.
Em geral os pacientes sdo obesos, com a
presenca de componente familiar. Incidéncia
maior a partir dos 40 anos.

Considere-se ainda:

Diabetes mellitus secundaria: sindrome
diabética secundaria a pancreatite, sindrome
de Cushing, feocromocitoma, insuficiéncia
hepatica grave, terapia por corticoides, etc.
Diabetes mellitus gestacional: diabetes
gque se exterioriza durante a gravidez.
Tolerancia de glicose alterada: glicemia
basal entre 110 e 120 mg/dL, com alteragdes
de curva glicémica, ainda ndo conclusiva, de
diabetes.

Grupos de risco: pacientes com
hiperglicemia transitéria, espontanea ou
secundaria a estimulos. Irmdo monozigdtico
de portador de diabetes tipo 2. Pessoas com
histérico familiar de diabetes. Obesos e
membros de grupos raciais ou étnicos com
alta incidéncia de diabetes.

A hipoglicemia tem como causas principais:
o excesso de insulina pancreatica,
hipotiroidismo, insuficiéncia suprarenal,
alcoolismo, uso nao controlado de
hipoglicemiantes orais, sendo ainda
encontrada nas insuficiéncias hepaticas
graves.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Especificidade: Foram realizados 71 testes
em amostras cujo teor de glicose se situava
no intervalo de 50 a 600mg/dL. Esses
ensaios foram realizados em paralelo com
uma metodologia similar (glicose oxidase).
A comparagdo da Glicose Enzimatica Liquida
Doles (Y) com a metodologia mencionada
(X) deu origem a seguinte equagdo de
regressao linear: y = 1,055X - 3,122, sendo
o coeficiente de correlagao de 0,999.
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Sensibilidade: A sensibilidade foi verificada
através de ensaios com teores 0,1 a 100mg/
dL , sendo observado sensibilidade a partir
de 0,39mg/dL. A sensibilidade do sistema
estd diretamente relacionada com a do
aparelho utilizado no laboratério.

Diluicdo da matriz: O efeito de diluigdo
da matriz foi verificado através de ensaios
de diluicbes seriadas de amostra humana.
Constatou-se com este ensaio que diluigdes
sucessivas da matriz ndo interferem na
sensibilidade diagnostica do método.

Ensaios de Recuperacgao: A capacidade
de recuperagdo do produto foi verificada
através de misturas de proporgoes variadas
de 02 amostras humanas com teores de
53 e 615mg/dL de glicose. Este estudo
demonstrou indice de recuperacdo de 98
a 106%.

Reprodutibilidade: Foram realizados 20
ensaios de trés amostras distintas, em
diferentes dias, obteve-se os seguintes
resultados:

Amostra 1|Amostra 2| Amostra 3
Concentragdo (mg/dL)| 75,89 128,96 330,11
Desvio Padrdo 1,69 3,34 8,46
Coeficiente de
variago (%) 2,23 2,59 2,56

Repetitividade:Foram realizados 20
ensaios sucessivas, com trés amostras,
obteve-se os seguintes resultados:

Amostra 1|Amostra 2| Amostra 3
Concentragdo (mg/dL) 45,94 89,05 292,24
Desvio Padrdo 1,04 1,04 3,11
Coeficiente de
variagdo (%) 2,26 1,17 1,06

Substancias interferentes: soros
lipémicos, hemolisados e ictéricos podem
causar resultados falsamente elevados.
Nestes casos é recomendado que seja
feito um branco da amostra (1,0mL do
reagente de cor + 10uL do soro, leitura
imediata). O uso de soros pode provocar
valores falsamente diminuidos de glicose,
quando ndo sdo separados em tempo habil.
Tal fato deve-se a presenga de enzimas
glicoliticas degradantes da glicose. Para

~
evitar tal ocorréncia, recomenda-se a
utilizacdo de plasma colhido com fluoreto,
o que ird impedir o fendmeno da glicdlise.
Certas drogas e outras substancias podem
afetar os valores da glicose. Para controle
de interferéncias é recomendado que o
paciente seja questionado quanto ao uso
de medicamentos.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

o Trinder, P.: Ann. clin. biochem., 6-24, 1969.

e D. Barham e P. Trinder: Analyst 97, 1972.

e Jacobs D.S.: Kasten B.L.: Dematt W.R,,
Walfson W.L: Labortory test handbook, 22 ed,
113, 1990.

e Pagana, K.D.: Mosby’s diagnostic and
laboratory test reference, 379 - 381, 1992

o Cockayne, Susan: Clinical chemistry: Concepts
and applications, 156-158, 1993.

¢ Tiburcio, H.M.: Controle interno da qualidade
analitica, 12ed. margo/1995

e Henry, John Bernard: Clinical diagnosis and
management by laboratory methods, 192 ed,
194-207,423-426,1996.

e Doles: dados de arquivo

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA
DA QUALIDADE DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor
seguem estritamente as relacionadas na
Lei n° 8.078, de 11 de setembro de 1.990
- Cédigo de Defesa do Consumidor.

Os reagentes que compdem este sistema
para diagnostico sdo garantidos na sua
performance, reprodutibilidade e qualidade
até a data de vencimento.

Os produtos que apresentarem
problemas técnicos comprovados
serdo substituidos, sem Oonus para o
consumidor.
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