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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Michele Maria dos Santos

Estudos acerca da interacdo molusco-parasito sédo relevantes para o entendimento dos
mecanismos pelos quais algumas espécies ou linhagens de moluscos apresentam-se
resistentes ou suscetiveis a infeccdo a determinados trematddeos. Neste trabalho,
Biomphalaria glabrata (isolado do municipio de Sumidouro, RJ) e as linhagens
Biomphalaria tenagophila (isolado do municipio de Séo José dos Campos, SP) e
Biomphalaria tenagophila (isolado da Reserva do Taim, RS) foram observados apos a
infeccdo por Echinostoma paraensei quanto a mortalidade, taxa de infecgéao,
fecundidade e fertilidade. Além disso, estudos histologicos foram realizados no intuito
de observar a reacao do sistema de defesa interno destes hospedeiros ao parasito. Em
relacdo a suscetibilidade, B. glabrata (SU) foi a mais suscetivel, tendo moluscos
eliminando cercarias em todas as doses de miracidios, seguida por B. tenagophila
(Taim) e B. tenagophila (SJC). A taxa de infectividade foi maior na primeira espécie
seguida por B. tenagophila (Taim). Nestas a infectividade se mostrou dependente da
dose de miracidios utilizada, ou seja, quanto maior a dose de miracidios, maior a taxa
de moluscos infectados. Por outro lado, B. tenagophila (SJC) foi a menos suscetivel,
apresentando a menor taxa de infectividade, a qual foi dependente da dose de
miracidios utilizada. Em relacdo a mortalidade, B. tenagophila (Taim) apresentou as
menores taxas, seguida por B. glabrata (SU). Entretanto B. tenagophila (SJC)
apresentou as maiores taxas de mortalidade. As doses de miracidios utilizadas nao
influenciaram no numero de cercarias eliminadas. A fecundidade e fertilidade foram
influenciadas pela infeccdo. Nos moluscos que eliminaram cercarias houve uma
reducédo na fecundidade e na fertilidade, enquanto a maioria dos moluscos que nao
eliminou cercarias apresentou fecundidade e fertilidade similares as dos controles nao
expostos a miracidios, suportando a hipétese de interferéncia parasitaria na biologia do
molusco.
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ABSTRACT

Michele Maria dos Santos

Studies on the snail-trematode interaction are relevant to the knowledge of the
mechanisms by wich some molluscs species or strains become susceptible or resistant
to determinated trematode infections. In this work, the mortality rate, infectivity rate,
fecundity and fertility of Biomphalaria glabrata (isolate from Sumidouro, RJ) and of the
strains Biomphalaria tenagophila (isolate from S&o José dos Campos, SP) and
Biomphalaria tenagophila (isolado da Reserva do Taim, RS) were observed after
exposure to Echinostoma paraensei miracidia. In adition, studies on the molluscs
histology were made to observe possible reactions of hosts” internal defense system to
the parasite. In relation to the susceptibility, B. glabrata (SU) was the most susceptible of
the species studied, in this specie cercarial emergency occured in molluscs of all the
miracidia challenge doses, followed by B. tenagophila (Taim) and B. tenagophila (SJC).
The infectivity rate was higher in B. glabrata (SU), followed by B. tenagophila (Taim). In
these species, the infectivity rate was miracidia dose dependent. Otherwise, B.
tenagophila (SJC) was the less susceptible specie presenting the lowest infectivity rates
wich were miracidia dose dependent. About mortality, while B. tenagophila (Taim) had
the lowest rates, followed by B. glabrata (SU), B. tenagophila (SJC) had the highest
mortality rates. Miracidia doses of the challenge did not influenciated the number of
cercariae release. The infection has influenciated molluscs” fecundity and fertility. In
molluscs wich had cercarial emergency, a reduction on fecundity and fertility was
observed, while most of the molluscs that did not present cercarial emergency had
fecundity and fertility similar to the controls not exposed. These results suport the
hypotesis of trematode interferences on hosts biology.
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1. INTRODUCAO

1.1- Caracteristicas dos trematédeos da familia Echinostomatidae.

Os representantes da familia Echinostomatidae sao trematédeos digenéticos que
possuem ampla distribuicdo geografica e algumas espécies sdo encontradas na Asia,
Europa e Américas. Geralmente sdo encontrados parasitando aves e mamiferos
silvestres e domésticos, incluindo o homem. (Lutz, 1924; Kostadinova & Gibson, 2000).
Muitos possuem habitos hematéfagos, o que os tornam parasitos de relevante
importancia médica e econémica. Costumam infectar a maioria dos érgaos da cavidade
abdominal, como os dos sistemas digestivo, excretor e reprodutor. A manutengédo do
ciclo de algumas espécies dessa familia tem servido como modelo experimental por ser
de facil manutencao e pouco onerosa (Kanev et al., 2000; Toledo et al., 2007).

Morfologicamente, sdo caracterizados por apresentarem um ou dois colares
compostos por grandes espinhos envolvendo a regido oral e interrompidos na face
ventral. O padrédo em que os espinhos se encontram organizados e o tamanho destes é
fundamental para se caracterizar o género e até mesmo a espécie dos trematédeos
pertencentes a esta familia (Kostadinova & Gibson, 2000) .

Na familia Echistomatidae, diversos géneros pertencentes a subfamilia
Echinostomatinae como Echinostoma, Echinoparyphium, Hypoderaeum, Petasiger,
Euparyphium, Isthmiophora e outros tém sido bastante estudados. Dentre estes,
Echinostoma e Echinoparyphium s&o os mais complexos e incluem o maior numero de
espécies e numeros de espinhos no colar cefalico variando de 27 a 51 e 43 a 45
respectivamente (Kostadinova & Gibson, 2000; Maldonado Jr. & Lanfredi, 2009).

As caracteristicas, tais como numero de espinhos no colar, ciclo biolégico e
outras, utilizadas para classificar as espécies nos géneros Echinostoma e
Echinoparyphium seguem caracteristicas similares as das espécies consideradas como
espécies tipo de tais géneros e que acabam por considera-los como grandes grupos.
No caso de Echinostoma, algumas espécies compreendidas neste género sao
consideradas pertencentes ao grupo “revolutum’ uma vez que sua espécie tipo €
Echinostoma revolutum possuindo 37 espinhos no colar cefalico. Echinoparyphium, por
sua vez, compreende algumas espécies consideradas pertencentes ao grupo

“recurvatum” uma vez que sua espécie tipo € Echinoparyphium recurvatum possuindo



de 43 a 45 espinhos no colar cefalico (Kostadinova & Gibson, 2000; Maldonado Jr. &
Lanfredi, 2009).

Em geral, possuem ciclo biolégico composto por sete fases evolutivas: adulto,
ovo, miracidio, esporocisto, rédia, cercaria e metacercaria, e trés categorias de
hospedeiros, conhecidos como hospedeiro definitivo, primeiro e segundo hospedeiros
intermediarios. Os hospedeiros definitivos sdo animais vertebrados dentro dos quais se
desenvolvem os vermes adultos. Os primeiros hospedeiros intermediarios sdo moluscos
limnicos e marinhos pertencentes a varios géneros, principalmente Physa, Lymnaea,
Helisoma e Bulinus nos quais se desenvolvem o0s esporocistos, rédias e cercarias. Os
hospedeiros intermediarios secundarios sdo alguns anfibios e moluscos limnicos e
marinhos nos quais as metacercarias se desenvolvem (Kostadinova & Gibson, 2000;
Davis, 2005; Detwiler & Minchella, 2009).

1.2- Caracteristicas gerais de moluscos hospedeiros de trematdédeos de
importancia médica veterinaria.

O filo Mollusca abrange um dos grupos de organismos do Reino Animal que se
destaca devido a sua diversidade e adaptagcbes ambientais, ocupando habitats
marinhos, dulcicolas e terrestres. E constituido por sete classes (Gastropoda,
Polyplacophora, Cephalopoda, Bivalvia, Scaphopoda, Aplacophora e Monoplacophora),
das quais Gastropoda é a de maior sucesso adaptativo e de grande importancia médica
e veterindria por incluir espécies hospedeiras intermediarias de parasitos humanos e de
animais (Lima, 2005).

No Brasil, dentre os representantes da classe gastropoda, o género Biomphalaria
apresenta grande importancia devido a sua ampla distribuicdo geografica e por algumas
espécies atuarem como hospedeiras intermediarias de diversas espécies de
trematddeos de importancia médica e veterinaria (Carvalho et al., 2005a, 2005b).

Muitos trematédeos conseguem alterar o fenétipo e o comportamento de seus
hospedeiros intermediarios, facilitando sua transmissdo ao hospedeiro definitivo
(Thomas et al., 1998; McCurdy et al., 2000). A inter-relacao entre individuos em uma
populacdo de parasitos ou subpopulacdo pode ter implicacbes importantes para a
evolugao de suas caracteristicas e comportamento. Por outro lado, modelos teéricos

predizem que as caracteristicas dos parasitos como taxas de crescimento, viruléncia e
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manipulacdo do hospedeiro, podem ser influenciadas pela relacdo dos parasitos com
seus hospedeiros (Parker et al., 2003).

1.3- Biologia do trematédeo Echinostoma paraensei.

O trematédeo Echinostoma paraensei foi descrito no Brasil a partir de
Biomphalaria glabrata coletadas naturalmente infectadas no Estado de Minas Gerais, e
seu ciclo biologico foi desenvolvido em laboratério utilizando-se roedores como
hospedeiros definitivos (Lie & Basch, 1967).

Recentemente, Maldonado Jr. et al. (2001a), isolaram E. paraensei a partir do
roedor silvestre Nectomys squamipes proveniente do municipio de Sumidouro, Estado
do Rio de Janeiro, sendo este, portanto, considerado o hospedeiro definitivo natural do
parasito (Maldonado Jr. et al., 2006). O espécime isolado foi caracterizado através de
microscopia de luz, microscopia de varredura e sequéncias moleculares do espacador
ribossomal interno ITS 1-2 (Maldonado Jr. et al., 2001a).

O ciclo biolégico do E. paraensei foi reestudado, confirmando-se sua
compatibilidade apenas para mamiferos (Mesocricetus auratus, Mus musculus, Rattus
norvegicus e N. squamipes) e sua incompatibilidade para se desenvolver em aves.
Além disso, foi observada a sua compatibilidade com os moluscos simpatricos Lymnaea
collumela, Physa marmorata e Biomphalaria glabrata (Maldonado Jr. et al., 2001b).

Estudos in vitro comprovam que os produtos de excrecao e secrecao liberados
pelos miracidios de E. paraensei sdo capazes de interferir na fungdo dos hemacitos, ou
seja na habilidade dos hemocitos em proliferar, aderir a superficie das formas larvais e
fagocita-las, inibindo, assim, a destruicdo das mesmas e garantindo, desta forma o
desenvolvimento das formas larvais intramolusco (Loker et al., 1987; Loker et al., 1992;
DeGaffé &Loker, 1998).

E necessario um nimero maior de investigacées acerca da biologia deste
parasito, principalmente as que se destinam ao estudo sobre o controle da
Schistossomose mansbénica, uma vez que E. paraensei e S. mansoni tém B. glabrata
como hospedeiro intermediario natural e o roedor N. squamipes como hospedeiro
definitivo natural. Uma vez que os parasitos da familia Echinostomatidae sdo capazes
de interferir na resposta imunolégica dos seus hospedeiros intermediarios, sao
indispensaveis estudos mais aprofundados sobre a possibilidade de interferéncia
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parasitaria de E. paraensei sobre S. mansoni, ou seja, sobre o possivel favorecimento

de infeccao por S. mansoni dos moluscos previamente infectados por E. paraensei.

1.4 - Estudo da interacao molusco-parasito:

1.4.1 - Aspectos bioldgicos e imunologicos:

Estudos sobre a interacdo molusco-parasito tém se mostrado relevantes para o
entendimento dos mecanismos pelos quais algumas espécies ou linhagens de
moluscos apresentam-se resistentes ou suscetiveis a infeccdo. Aspectos dessa
interacdo estdo relacionados a parametros bion6micos tais como, crescimento,
reproducdo, locomocdo e sobrevivéncia assim como, a condicdo imunoldgica e a
mudancas bioquimicas nos tecidos do hospedeiro induzidas pelos estagios de
desenvolvimento intramolusco do parasito (El-Ansary & Al-Daihan, 2006).

Os esporocistos de Echinostoma paraensei desenvolvem-se no ventriculo. Estes
evoluem a rédias maes que deixam o coragdo € migram para outros tecidos. As rédias
maes evoluem a rédias filhas, que colonizam principalmente a glandula digestiva,
ovoteste e outras partes do molusco. Evadir ou subverter o sistema de defesa de seus
hospedeiros intermedidrios com a finalidade de garantir seu desenvolvimento € um dos
desafios encontrados pelos trematdédeos digenéticos (Loker & Adema, 1995).

Segundo Ratcliffe (1985) e Trager (1986), a defesa celular nos moluscos é
mediada por amebdcitos (hemdcitos) presentes na hemolinfa e inclui processos de
fagocitose, formacéao de granulomas, coagulacdo da hemolinfa e cicatrizacdo. A defesa
humoral compreende a acdo de lisinas, aglutininas, fatores antimicrobianos e
substancias com acdo semelhante as linfocinas. Em seus experimentos, Balan et al.
(1993), ndo observaram rea¢des hemocitarias em torno dos esporocistos de S. mansoni,
sugerindo que nao houve participacao direta dos hemacitos na destruicao da larva de S.
mansoni, € que possivelmente fatores da hemolinfa (excluindo-se as células) estariam
envolvidos na destruicdo do parasito.

O sistema de defesa inato dos invertebrados, o qual é representado
principalmente pelos receptores de superficie dos hemacitos, reconhecem elementos
estranhos ao organismo, sendo de grande eficiéncia para a sobrevivéncia de tais

organismos. Apesar da aparente simplicidade do seu sistema defesa, os invertebrados



tém mantido sua presenca no planeta através de milhdes de anos de existéncia
(Barbosa et al., 2006; Loker et al., 2001).

Acredita-se que as lectinas desempenhem o papel de reconhecimento de
moléculas estranhas ao organismo do molusco (Hordk & van der Knaap, 1997). Assim
como ocorre nos vertebrados, a invasao por materiais estranhos no organismo produz
uma resposta celular. Estudos utilizando moluscos limnicos e terrestres demonstraram
a capacidade de reconhecimento e rejeicdo de transplantes através da encapsulacao
(Jourdane & Cheng, 1987; Yamaguchi et al., 1999). Desta forma, a mobilizacdo dos
mecanismos de defesa dos moluscos contra trematédeos parasitas pode ser
considerada como uma reagdo normal, uma vez que estes parasitos sdo identificados
como corpos estranhos, ou seja, nao-préprios aos moluscos. Entretanto, alguns
espécimes nao sao destruidos pelo sistema de defesa interno do molusco e podem
usar seus hospedeiros como locais para nutricdo, crescimento e reproducéao (Trager,
1986; Sasaki et al., 2003).

Foi demonstrado que fatores celulares presentes na hemolinfa de Oncomelania
nosophora diferiam no reconhecimento, aderéncia e fagocitose de materiais nao-
préprios pelos hemdécitos, identificando-se a presenca de dois tipos de hemécitos na
hemolinfa circulante: células do tipo | (semelhante a macréfagos) e células do tipo Il
(semelhantes a linfocitos), confirmando as conclusdes de Sminia & Barendsen (1980).
Segundo estes autores, apenas um tipo de hemdcitos, os amebdcitos, estao presentes
nos moluscos limnicos Lymnaea stagnalis, Biomphalaria glabrata e Bulinus truncatus.
Estes amebdcitos consistem em uma populacdo de células heterogéneas
morfologicamente e funcionalmente, abrangendo desde células arredondadas com
caracteristicas morfolégicas de células jovens até a presenca de células altamente
fagociticas com um sistema lisossomal proeminente. Sasaki et al., (2003) descrevem as
células do tipo Il como imaturas morfologicamente, que decrescem em numero na
hemolinfa, indicando que estas células tém a capacidade de desenvolver e se
transformar em células do tipo | que sao eficazes em fagocitose. As observacées dos
autores mostram que as células do tipo | presentes no molusco isolado resistente a
Schistosoma foram capazes de reconhecer e fagocitar materiais estranhos, enquanto
que no isolado suscetivel, as células do tipo | foram capazes de reconhecer, mas nao
de fagocitar materiais estranhos. Este fato pode ser o primeiro passo no entendimento
das diferencas existentes entre moluscos resistentes e suscetiveis a determinados
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trematdédeos. Apds penetrar em um molusco potencial hospedeiro intermediario, a
resposta inicial por hemdcitos provavelmente envolve um movimento direcionado ao
parasito. Uma vez que os hemdcitos tenham sido recrutados para os arredores do
parasito, o proximo passo é estabelecer contato com o tegumento dos parasitos. Nos
moluscos suscetiveis, embora os hemdécitos sejam encontrados proximos ao parasito,
eles falham ao realizar o contato. Se um parasito é encapsulado, dentro de alguns dias
a capsula se dispersa e o desenvolvimento normal do parasito da prosseguimento. Nos
moluscos resistentes a morte do parasito é resultado de encapsulacao realizada por
hemdécitos com caracteristicas semelhantes a macréfagos (Sasaki et al., 2003).

1.4.2 — Aspectos histopatologicos:

1.4.2.1 — O modelo Biomphalaria spp — Schistosoma mansoni.

Reacobes histopatolégicas em moluscos do género Biomphalaria apés exposicao
a miracidios de Schistosoma mansoni tem auxiliado na compreensdao do mecanismo
envolvido na compatibilidade desse trematédeo e seu hospedeiro intermediario natural.

Varios niveis de reacao tecidual tém sido observados em Biomphalaria glabrata,
infectadas pelo S. mansoni, consistindo tanto de reacées com proliferagdo hemocitaria
focal quanto difusa. A reacéo focal caracteriza-se pela encapsulacdo e formacéao de
estruturas granulomatosas envolvendo remanescentes de esporocistos ou cercérias e
limitadas perifericamente por laminagdes de finas fibras. Também tem sido constatada
a presenca dessas alteracbes nos tecidos préximos aos esporocistos em
desenvolvimento (Souza et al., 1997).

Reacdes inflamatérias focais também tém sido demonstradas nos tecidos de
alguns 6rgaos de B. glabrata ap6s exposicdo a miracidios de S. mansoni, mesmo
quando a infeccdo nao atingiu o periodo patente. Reacdes semelhantes raramente
foram observadas no ovoteste de Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea,
sugerindo que o mecanismo de resisténcia a infeccao siga processos de evolucao
diferente. (Borges et al., 1998).

Ainda de acordo com Borges et al. (1998), a protecdo contra a invasao dos
miracidios de S. mansoni pode ser determinada por pelo menos dois mecanismos. O

primeiro atuando pela destruicdo direta das larvas logo apdés a sua penetracao,

6



enquanto o segundo agiria através de uma cadeia de reagdes destrutiva quando os
esporocistos ja houvessem se disseminado através dos tecidos do molusco. Este
segundo mecanismo observado em B. glabrata, foi raramente encontrado em B.
tenagophila e B. straminea, ambas menos suscetiveis a infecgdo pelo S. mansoni que B.
glabrata e que conseguiram eliminar os miracidios invasores com poucas alteragoes
residuais.

Tem sido demonstrado que amebdcitos (hemécitos) desempenham importante
funcdo na destruicdo dos esporocistos em moluscos resistentes sensibilizados assim
como nos nao sensibilizados. Além disso, moluscos sensibilizados produziriam fatores
humorais que também podem exercer influéncia na resisténcia a infeccdo por S.
mansoni. A incapacidade de muitos esporocistos migrarem para os tecidos mais
internos do molusco na auséncia de amebdcitos sustenta essa hipotese. Geralmente a
reacao é difusa e raramente focal com infiltracdo de amebécitos ao redor das formas
multiplicativas do trematddeo (Borges et al., 2006).

1.4.2.2- O modelo Biomphalaria spp — Echinostoma spp.

O molusco B. glabrata também apresenta largo espectro de suscetibilidade a
trematddeos equinostomatideos (Kostadinova & Gibson, 2000) e representa o
hospedeiro natural de E. paraensei (Lie & Basch, 1967). Por possuir ciclo biol6gico de
facil manutencdo em condicées de laboratério e por sua importdncia médica, os
equinostomatideos tém sido utilizados como modelo experimental (Fried, 2000).

Estudos  histopatolégicos empregando  equinostomatideos  decorreram
inicialmente de uma série de investigacdes utilizando B. glabrata naturalmente
resistentes a Echinostoma lindoense. Moluscos expostos a E. lindoense foram capazes
de produzir uma reacdo hemocitaria ventricular focal em seguida a chegada dos
esporocistos ao coracdo. Os amebdcitos (hemdécitos) se acumulavam ao redor de um
ou mais esporocistos, encapsulando-os, e levando-os a morte e desintegracdo. As
massas celulares acumuladas ao redor das larvas mostravam citoplasma vacuolizado e
inclusdo amarelo-acastanhada que consistiam de amebdcitos degenerados e
necrosados, que gradualmente desapareciam (Lie & Heyneman , 1975).

Moluscos re-expostos a E. lindoense mostraram maior eficiéncia na destruigao

das larvas depois destas chegarem ao coracdo, sendo a sequiéncia de reacoes
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teciduais semelhantes as observadas apo6s a primeira exposicao. A reagao tecidual nao
se mostrou restrita a localizacdo dos esporocistos, pois acumulos de amebdcitos
também foram observados nas artérias e sinos sanguineos do érgao cefalopodal que
nao se encontravam diretamente em contato com os esporocistos (Lie & Heyneman,
1976a).

Lie et al. (1975) e Lie & Heyneman (1975, 1976a, 1976b), estudaram a variacao
individual da resisténcia dos moluscos a exposicao por E. lindoense e constataram que
moluscos extremamente resistentes, destruiam os esporocistos em sua maioria na
regiao cefalopodal, algumas vezes logo abaixo do epitélio, enquanto em moluscos cuja
resisténcia era menos evidente, muitos esporocistos foram encontrados em tecidos
mais profundos antes de serem destruidos pelos amebdcitos.

Periodos quiescentes dos esporocistos de E. lindoense sdao normalmente
observados durante sua migracao ao coracdo dos moluscos suscetiveis. Nos moluscos
sensibilizados a capacidade de migracao dos esporocistos é reduzida o que tem
sugerido periodos normais de atraso ou descanso, permitindo aos amebdcitos ativados
tempo para se acumular préximo as larvas. Em decorréncia, o envolvimento de fatores
humorais no mecanismo de defesa do molusco tem sido considerado (Lie & Heyneman,
1976b).



2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a relacdo parasito-hospedeiro dos isolados dos moluscos
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria glabrata ao trematédeo Echinostoma
paraensei, empregando uma abordagem bioldgica e histopatolégica.

2.1- Objetivos especificos

e Determinar a suscetibilidade dos dois isolados de B. tenagophila e do isolado de
B. glabrata em relagdo a varios niveis de exposi¢do ao trematdédeo Echinostoma
paraensei.

e Determinar as influéncias causadas pela infeccao na sobrevivéncia, infectividade,

fecundidade e fertilidade dos moluscos.

e Descrever as reacoes histopatoldgicas dos isolados do molusco Biomphalaria

tenagophila no curso da infeccao experimental por Echinostoma paraensei.



3. MATERIAL E METODOS

3.1- Obtencao dos moluscos.

Os moluscos Biomphalaria tenagophila isolado da reserva do Taim, do estado do
Rio Grande do Sul e Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sdo José dos
Campos, do estado de Sao Paulo, foram obtidos a partir de colénias mantidas pelo
Laboratério de Referéncia em Esquistossomose e Malacologia do Instituto Oswaldo
Cruz, Fundacao Oswaldo Cruz.

Os exemplares de Biomphalaria glabrata isolado de Sumidouro, estado do Rio
de Janeiro foram obtidos a partir da colénia mantida pelo Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios do Instituto Oswaldo Cruz,
Fundagdao Oswaldo Cruz. Todos os exemplares utilizados no momento do estudo

tinham entre trés e cinco milimetros de diametro.

3.2- Moluscos suscetiveis e resistentes.

Muitos estudos admitem que na relagdo molusco-trematédeo, o sucesso ou a
falha na infeccao parasitaria do hospedeiro é resultado de uma complexa reacdo mutua
entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e as estratégias de infectividade do
parasito. Desta forma, geralmente € considerado que uma infeccdo mal sucedida é
reflexo do processo de resisténcia do hospedeiro, enquanto uma infeccdo bem
sucedida é caracteristica da suscetibilidade apresentada pelo molusco hospedeiro
(Théron & Coustau, 2005).

De acordo com Coustau & Théron (2004), o termo resisténcia a parasitos ou a
patdbgenos se refere a capacidade inerente dos organismos em prevenir 0
estabelecimento ou o desenvolvimento de uma determinada espécie ou cepa de
parasito compativel, em oposicdo a organismos suscetiveis da mesma espécie.
Segundo os autores, a resisténcia é hereditaria e poderia resultar de modificacoes
genéticas (ou epigenéticas) de qualquer caracteristica constitutiva ou provocada (néo
necessariamente o sistema de defesa interno destes organismos).

A compatibilidade € uma caracteristica do sistema parasito-hospedeiro onde a
espécie do parasito € capaz de estabelecer a infecgéo e alcancar sua transmissao
através de determinado hospedeiro (Coustau & Théron, 2004).
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Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim no Rio Grande do Sul, é
uma populacao considerada como resistente a infec¢ao por Schistosoma mansoni, uma
vez que tem se mostrado resistente a infeccao por diferentes linhagens deste parasito
(Santos et al., 1979; Bezerra et al., 2003; Martins-Souza et al., 2003; Coelho et al.,
2004; Rosa et al., 2004, 2005, 2006; Barbosa et al., 2006; Coelho & Bezerra, 2006;
Pereira et al., 2008).

Por outro lado, Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sao José dos
Campos, SP é uma populacdo que possui diferentes niveis de suscetibilidade a
infeccdo por S. mansoni, dependendo da linhagem ou cepa do parasito, sendo mais
suscetivel a infeccdo pela linhagem de S. mansoni simpatrica (Paraense & Corréa,
1981; Zanotti-Magalhaes et al., 1991, 1997; Reis et al., 1995; Zuim et al., 2005).

Biomphalaria glabrata isolado do municipio de Sumidouro, € uma populagéao
considerada suscetivel a infeccao por S. mansoni, sendo responsavel pela manutencao

do ciclo biolégico do parasito na localidade (Silva et al., 1992; Freire et al., 2003).

3.3- Manutencao do ciclo bioldgico de Echinostoma paraensei.

O ciclo bioldégico de Echinostoma paraensei tem sido mantido no Laboratério de
Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestre Reservatorios, utilizando Biomphalaria
glabrata proveniente do municipio de Sumidouro, Rio de Janeiro, como primeiro e
segundo hospedeiros intermediarios, e 0 hamster dourado Mesocricetus auratus como
hospedeiro definitivo. O trematédeo foi isolado a partir de Nectomys squamipes
naturalmente infectado, coletado no municipio de Capitdo Andrade, estado de Minas
Gerais (Lie & Basch, 1967; Maldonado Jr. et al., 2001a).

Os vermes adultos foram recuperados do intestino delgado de M. auratus apds
quatro semanas de infeccdo e colocados em placa de Petri contendo agua desclorada.
Os helmintos foram entado dissecados com auxilio de estilete para obtencdo de ovos
uterinos. Estes foram colocados em frascos de cultura de células de 50 ml contendo
agua desclorada e mantidos a 28°C pelo periodo de quinze dias (Maldonado Jr. et al.,
2001a).

Apbs este periodo, os ovos foram colocados em uma camara de eclosédo

miracidiana contendo solugdo de agua desclorada e expostos a luz (60 Watts) pelo
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periodo de duas horas para a eclosao e recuperacao dos miracidios (Maldonado Jr. et
al., 2001b).

3.4- Avaliacao da suscetibilidade a infeccao por E. paraensei.
A tabela a seguir ilustra o delineamento experimental para as observacdes
realizadas neste trabalho (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Delineamento experimental realizado para as analises biologicas dos
moluscos neste trabalho.

Numero de miracidios
Espécie Numero de moluscos utilizados na exposicao de
cada molusco

10 10
Biomphalaria tenagophila 10 25
(Taim) 10 50
10 100

10 Controle ndo exposto
10 10
Biomphalaria glabrata ]8 gg
(Sumidouro) 10 100

10 Controle ndo exposto
10 10
Biomphalaria tenagophila 10 25
(Sao José dos Campos) 10 50
10 100

10 Controle ndo exposto

Os espécimes foram expostos individualmente aos miracidios em placas de
cultura de células de 24 pocos com trés mililitros de agua desclorada e mantidos até o
dia seguinte (Saap & Loker, 2000).

Todos os exemplares foram individualmente identificados e mantidos em
recipientes com 250 ml de agua desclorada, contendo argila esterilizada e alimentados
com alface (Lactuca sativa), ad libitum (Costa et al., 2004). Os recipientes possuiam
tampas contendo pequenas perfuragdes que permitiam as trocas gasosas. Os mesmos

foram mantidos em luminosidade e temperatura ambiente. Todos os moluscos foram
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submetidos as mesmas condi¢des exceto os grupos controles que nao foram expostos
a miracidios.

Para a analise da relagao entre o numero de miracidios utilizados para a infeccéo
e 0 numero de cercarias eliminadas, os moluscos foram expostos em placa de Petri a
uma fonte luminosa (lampada de 60 watts) por trés horas, apds esse periodo, as
cercarias eram mortas pela adicdo de alcool contendo iodo a 0.1% e quantificadas com
o auxilio de microscopio estereoscopico (Maldonado Jr. et al., 2001b).

A observagao da eliminagdo de cercarias ocorreu a partir da terceira semana
apds a exposicdo aos miracidios, baseado no conhecimento do ciclo bioldégico do E.
paraensei. O numero de cercarias eliminadas por cada molusco foi observado uma vez
por semana, a partir do qual foi calculada a média semanal de eliminagdo (Maldonado
Jr. et al., 2001Db).

Os caélculos estatisticos para a avaliacao da eliminacao de cercarias segundo 0s
nameros (doses) de miracidios utilizados foram realizados através da analise One-way
(ANOVA) do programa STATISTICA versdo 7.0 e observados em maior detalhe pelo
teste a posterior de Tukey HSD.

3.5- Avaliacao da taxa de mortalidade, fecundidade e fertilidade dos moluscos
apos exposicao a miracidios de E. paraensei.

Durante nove semanas a partir da data de exposicdo dos moluscos aos
miracidios a taxa de mortalidade foi mensurada semanalmente.

Para a analise da mortalidade foi considerado o nimero de moluscos mortos em
relagdo ao numero total de moluscos vivos no inicio do experimento (Mufioz-Antoli et al.,
2007) . A mortalidade dos moluscos era observada mediante a auséncia de sinais vitais,
como movimento e capacidade de reagir a estimulos através da contracdo das partes
moles.

Para a analise da fecundidade foram considerados o numero de desovas
produzidas por cada molusco semanalmente e o0 de ovos contidos em cada desova. A
partir destes dados, a média e o desvio padrdo do numero de desovas e dos ovos
produzidos pelos moluscos foram calculados (Costa et al., 2004; Munoz-Antoli et al.,
2007).
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Para tal, as desovas foram coletadas a partir de placas de isopor mantidas no
recipiente e das paredes do préprio recipiente de plastico com uma espatula
confeccionada em ago inox, que permitiu a recuperacao total das desovas (Cooper et
al., 1994). Ap6s a retirada, as mesmas foram colocadas em placas de Petri
descartaveis, individualizadas, contendo seis mililitros de agua desclorada para evitar o
ressecamento, e contadas sob microscépio estereoscépico utilizando-se contador
manual como realizado por Kawazoe (1976).

Na analise da fertilidade, foi considerado o niumero de ovos férteis presentes em
cada desova produzida pelos moluscos. Os numeros de média e desvio padrao dos
nameros totais de ovos férteis contidos em cada desova foram calculados (Kawazoe,
1977; Costa et al., 2004).

Os calculos estatisticos para a avaliacdo da fecundidade e fertilidade foram
realizados através da anadlise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) do programa
STATISTICA versao 7.0 e observados em maior detalhe pelo teste a posterior de Tukey
HSD.

3.6- Estudo histopatolégico dos isolados do molusco Biomphalaria tenagophila
infectados.

No intuito de observar a relacdo parasito-hospedeiro na fase intramolusco do
parasito, foram realizados e analisados cortes histol6gicos dos moluscos Biomphalaria
tenagophila dos isolados do Taim e de Sao José dos Campos em determinados
periodos apds a exposicado em massa aos miracidios do parasito.

A tabela a seguir ilustra o delineamento experimental da analise histopatoldgica

dos moluscos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Delineamento experimental realizado para a analise histopatolégica dos
moluscos neste trabalho.

o Numero de moluscos de cada Periodo apds a
Espécie . - .
isolado sacrificados exposicao
5 expostos
} 6 horas
3 controles ndo expostos
5 expostos
12 horas
3 controles ndo expostos
5 expostos
24 horas
3 controles nao expostos
5 expostos
) 48 horas
3 controles ndo expostos
] 5 expostos _
Biomphalaria tenagophila _ 5 dias
_ 3 controles n&o expostos
(Taim)
5 expostos _
e 10 dias
] ) ) 3 controles ndo expostos
Biomphalaria tenagophila
. ) 5 expostos _
(Sao José dos Campos) 15 dias
3 controles nao expostos
5 expostos _
) 20 dias
3 controles ndo expostos
5 expostos _
25 dias
3 controles ndo expostos
5 expostos _
30 dias
3 controles ndo expostos
5 expostos _
} 35 dias
3 controles ndo expostos

Parte dos moluscos foi sacrificada por esmagamento da concha nos periodos de
6 e 12 horas ap0s a exposicao (Boaventura, 2002). Os demais foram anestesiados pelo
periodo de 6 horas utilizando solucao de Hypnol a 0,5% (Thiengo, 2006), removidos da
concha com o auxilio de pincas oftalmicas e toda a parte mole foi fixada em solucao de
Millonig (Carson et al. 1973). O material fixado foi desidratado em série alcodlica
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crescente, clarificado em xilol, embebidos em parafina, seccionados (5 micrometros de
espessura) e corados com hematoxilina/eosina (Souza & Andrade, 2006; Borges, 2005).

Os cortes foram analisados utilizando o microscopio éptico marca Zeiss Axioscop
2 (Alemanha) e as imagens foram capturadas através do sistema de cadmera acoplada
JVC TK-1280U (Japao) utilizando o software Axiovision 2.0 Zeiss (Souza, 2006).

As regides selecionadas para analise foram: o saco pericardico, a por¢cao sacular
e tubular do rim, as glandulas digestivas e o ovoteste. As reagdes teciduais examinadas
foram definidas segundo Borges (2005) como: difusa (consistindo de proliferacdo de
hemdécitos através dos espacos intersticiais dos 6rgaos estudados) e focal (consistindo
de proliferacdo de hemdcitos em torno dos parasitos formando estruturas concéntricas

frouxas).
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4. RESULTADOS

4.1- Estudo da Interacao Biomphalaria spp.-Echinostoma paraensei

4.1.1- Mortalidade

Os moluscos Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim, RS (Taim),
resistentes a infeccdo por Schistosoma mansoni, ndo apresentaram mortalidade para
os grupos de miracidios testados, com exceg¢dao do grupo exposto a 50 miracidios o
qual apresentou taxa de 20% de mortalidade. A taxa de sobrevivéncia também néo se
alterou considerando-se o tempo apds a exposicdo, tanto para os moluscos que
eliminaram cercéarias, quanto para os expostos aos miracidios que nao eliminaram
cercarias. O grupo controle ndao exposto a miracidios manteve alta a taxa de
sobrevivéncia (100%) durante todo o periodo de observacao (Tabela 4.1)

Entretanto, em Biomphalaria glabrata isolado do municipio de Sumidouro, RJ
(SU), suscetivel a infeccao por S. mansoni, observou-se mortalidade, apesar de nao ter
sido verificado relagcdo com as diferentes quantidades de miracidios a que esses
moluscos foram expostos. Observou-se que a mortalidade foi varidvel e oscilou entre 10
e 60%, e que essa foi aumentando com o decorrer do tempo apds a exposi¢ao para 0s
moluscos infectados. Foi observado que parte dos moluscos morreram antes de
eliminar cercéarias ainda no periodo pré-patente da infec¢do, enquanto nos moluscos
que eliminaram cercarias, a mortalidade ocorreu no decorrer do periodo patente da
infeccdo. Para o grupo controle ndo exposto aos miracidios, a taxa de sobrevivéncia foi
de 90% (Tabela 4.2).

Diferentemente das duas espécies anteriormente relatadas, em Biomphalaria
tenagophila isolado do municipio de Sao José dos Campos, SP (SJC), suscetivel a
infeccdo por S. mansoni, a taxa de mortalidade mostrou-se relacionada ao niumero de
miracidios utilizados para a infec¢do, sendo que a mesma variou de 20 a 100% para os
grupo expostos a 10, 25, 50 e 100 miracidios, respectivamente. Além disso, foi
observado que a mortalidade foi mais elevada no periodo patente da infeccao.
Constatou-se ainda que houve mortalidade tanto nos individuos eliminando cercérias

assim como nos expostos a miracidios e que nao eliminaram cercarias. A taxa de
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sobrevivéncia manteve-se alta (90%) para o grupo controle ndo exposto aos miracidios
durante o periodo de observacao (Tabela 4.3).

4.1.2- Infectividade

Considerando o sucesso da infeccdo como a capacidade dos moluscos de
eliminar cercarias, verificou-se que B. tenagophila (Taim), resistente a infeccao por
Schistosoma mansoni, mostrou-se suscetivel a infecgcdo por Echinostoma paraensei,
onde a eliminacao de cercarias foi mantida por todo o periodo patente da infeccao. A
infectividade mostrou uma tendéncia a estar relacionada ao nimero de miracidios a que
0s moluscos foram expostos, ou seja, quanto maior o numero de miracidios a que 0s
moluscos foram expostos, maior o numero de moluscos infectados (Tabela 4.4). A taxa
de infecgao variou de 20 a 60% para os grupos expostos a 25, 50 e 100 miracidios
respectivamente. No grupo exposto a 10 miracidios ndo houve moluscos eliminando
cercarias. A variacdo do numero de cercarias eliminadas foi estatisticamente
significativa entre os grupos expostos a 25 e a 50 miracidios. (Tabelas 4.4 e 4.18).

B. glabrata (SU), suscetivel a infeccdo por S. mansoni, também se mostrou
suscetivel a infeccdo, tendo a eliminacdo de cercarias ocorrido por todo o periodo
patente da infeccdo com valores absolutos crescentes. A infectividade foi dependente
do numero de miracidios utilizados para a infeccao dos moluscos. A taxa de infeccao
variou entre 50 e 90% para 0s grupos expostos. Enquanto nos grupos expostos a 10,
25 e 50 miracidios observou-se uma relacao entre o numero de miracidios e taxa de
infeccdo, para o grupo exposto a 100 miracidios a mesma relagcdo ndo foi constatada.
Além disso, o niUmero de miracidios aos quais os grupos foram expostos pareceu nao
influenciar no nimero de cercarias eliminadas pelos moluscos (Tabelas 4.5 e 4.18).

B. tenagophila (SJC), suscetivel a infecgdo por S. mansoni, mostrou-se a menos
suscetivel entre as espécies estudadas, com moluscos eliminando cercarias apenas
nos grupos expostos a 50 e a 100 miracidios. A eliminagdo de cercarias ocorreu apenas
na 42 semana para o grupo exposto a 50 miracidios e, particularmente, na 32 semana
para o grupo exposto a 100 miracidios. Apenas 10 % dos moluscos dos grupos
expostos a 50 e a 100 miracidios eliminaram cercérias, ndo havendo moluscos
eliminando cercarias nos grupos expostos a 10 e 25 miracidios, sugerindo que a
infectividade foi dependente do nimero de miracidios aos quais os moluscos foram
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expostos. O baixo numero de moluscos expostos eliminando cercérias, e a alta
mortalidade impediram inferéncias estatisticas para B. tenagophila (SJC) (Tabelas 4.3 e
4.6).

4.1.3- Fecundidade e fertilidade

Ao analisar a fecundidade (numero de desovas e numero de ovos) e a fertilidade
(numero de ovos férteis) em B. tenagophila (Taim), resistente a infeccao por
Schistosoma mansoni, foi observada uma significante diferenca ocorrendo entre os
periodos pré-patente e patente da infec¢do, onde no periodo pré-patente os moluscos
sdao menos fecundos e menos férteis em relacdo ao periodo patente devido ao
desenvolvimento da maturidade sexual ndo se distinguindo do grupo controle nao
exposto aos miracidios de Echinostoma paraensei. Além disso, observa-se um aumento
da fecundidade e da fertilidade no decorrer do periodo de observacdo nos moluscos
expostos que ndo eliminaram cercarias e nos moluscos pertencentes ao grupo controle
nao exposto. Diferentemente, ocorre uma diminuicdo da fecundidade e da fertilidade no
decorrer do periodo de observacdo nos moluscos expostos que eliminaram cercarias.
Foi constatada também uma significante diferenca na fecundidade e fertilidade entre os
moluscos que eliminaram cercarias, que nao eliminaram cercérias e pertencentes ao
grupo controle ndo exposto, onde 0os moluscos expostos a 10, 25, 50 e 100 miracidios
que nao eliminaram cercarias tiveram um padrao de fecundidade e fertilidade similar ao
dos moluscos pertencentes ao grupo controle ndo exposto. Por outro lado, os moluscos
expostos a 25, 50 e 100 miracidios que eliminaram cercarias apresentaram valores para
fecundidade e fertilidade menores que 0s grupos expostos que nao eliminaram
cercarias e o grupo controle ndo exposto a miracidios. Nao foi observada diferenca na
fecundidade e na fertilidade em relacdo a quantidade de miracidios utilizados na
exposicao dos moluscos (Tabelas 4.7, 4.8, 4.9, 4.16, 4.17 e 4.18).

Em B. glabrata (SU), suscetivel a infecgdo por S. mansoni, também foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa na fecundidade e na fertilidade
entre os periodos pré-patente e patente da infeccao, uma vez que a maturagcao sexual
dos moluscos no periodo patente € maior que no periodo pré-patente como ocorre nos
moluscos pertencentes ao grupo controle ndo exposto aos miracidios de E. paraensei.

Assim como na espécie anterior, um aumento da fecundidade e da fertilidade no
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decorrer do periodo de observacdao nos moluscos expostos que nao eliminaram
cercarias e nos moluscos pertencentes ao grupo controle ndo exposto foi observado.
Por outro lado, os moluscos expostos que eliminaram cercarias, a fecundidade e a
fertilidade decresceram no decorrer do periodo de observagao, constatando-se uma
reduca@o a zero em desovas postas pelos moluscos expostos a 10 e a 50 miracidios. Tal
fato também péde ser constatado nos moluscos expostos a 50 miracidios que néo
eliminaram cercarias. Nos moluscos expostos a 25 e 100 miracidios que eliminaram
cercarias, a redugao da fecundidade e da fertilidade foi gradual no decorrer do periodo
de observagao. Significante diferenca na fecundidade e fertilidade entre os moluscos
que eliminaram cercérias, que nao eliminaram cercarias e pertencentes ao grupo
controle ndo exposto foi observada, onde os moluscos expostos a 10, 50 e 100
miracidios que nao eliminaram cercarias tiveram um padrao de fecundidade e fertilidade
similar ao dos moluscos pertencentes ao do grupo controle ndo exposto, enquanto nos
moluscos expostos a 10, 25, 50 e 100 miracidios que eliminaram cercarias
apresentaram fecundidade e fertilidade menores que os grupos expostos que nao
eliminaram cercarias e o grupo controle ndo exposto a miracidios. Nao foi observada
diferenca na fecundidade e na fertiidade quando relacionados a quantidade de
miracidios utilizados na exposicao dos moluscos (Tabelas 4.10, 4.11, 4.12, 4.16, 4.17 e
4.18).

Para B. tenagophila (SJC), suscetivel a infeccao por S. mansoni, ndo houve
diferenca na fecundidade e na fertilidade entre os periodos pré-patente e patente dos
moluscos expostos a 10, 25, 50 e 100 miracidios. Esta diferenca péde ser observada
nos moluscos expostos onde devido a infeccdo houve uma antecipacdo em duas
semanas da maturidade sexual em relacdo ao grupo controle ndo exposto a miracidios.
Nos moluscos expostos que ndo eliminaram cercarias, a fecundidade e a fertilidade
foram maiores que nos moluscos do grupo controle ndo exposto a miracidios. Por
apresentarem um periodo fecundo e fértil curto devido a mortalidade e uma taxa de
infectividade muito baixa, ndo foi possivel realizar comparacées entre 0os moluscos
expostos que eliminaram cercarias e os demais grupos. Foi constatado também que os
moluscos expostos a 50 miracidios que n&o eliminaram cercarias, possuem
fecundidade e fertilidade menor em relacdo aos moluscos expostos a 10, 25 e 100

miracidios que nao eliminaram cercérias. Nao foi observada diferenca na fecundidade e
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na fertiidade em relacdo a quantidade de miracidios utilizados na exposicao dos
moluscos (Tabelas 4.13, 4.14, 4.15,4.16 e 4.17).
4.2- Analise histopatologica

A andlise dos cortes histol6gicos dos moluscos B. tenagophila (Taim), resistentes
a infecgdo por S. mansoni, com trinta dias de infecc¢ao, realizada através da microscopia
Optica revelou um acumulo de formas parasitarias de E. paraensei no saco pericardico e
auséncia de reacdes ou focos proliferativos de hemacitos no local ou nas proximidades
(Figuras 4.1 e 4.2). O saco pericardico sofre um aumento em seu tamanho devido ao
elevado numero de formas parasitarias acumuladas. Porém nenhuma reacgédo foi
observada (Figura 4.2). Algumas formas parasitarias foram observadas na glandula
digestiva, entretanto, reacbes ou proliferacbes de hemdécitos na regido nado foram
observadas (Figura 4.3). Na regido do ovoteste, observa-se um acumulo de formas
parasitarias ocasionando destruicdo parcial do tecido, além de remanescentes
destruidos de células da prépria regido, acompanhadas por proliferacdo focal de
hemdécitos encapsulando tais formas parasitarias (Figura 4.4). Nao foram encontradas
formas parasitarias na porcao sacular dos rins deste hospedeiro.

B. tenagophila (SJC), suscetivel a infeccdo por S. mansoni, com trinta dias de
infeccdo, apresentou pequenas quantidades de hemdcitos na cavidade cardiaca
mesmo na auséncia de formas parasitarias (Figura 4.5). Na regido proxima aos tubulos
renais, hemocitos foram localizados ao redor do parasito encapsulando-o (reacao focal)
(Figuras 4.6 e 4.7). Nos tubulos renais houve alteragdo das células do tecido original
devido a exacerbada resposta inflamatoria contra o parasito. Tal alteracdo corresponde
ao que € denominado como fibrose nos vertebrados. Alguns infiltrados de hemocitos
podem ser observados préximos ao parasito como se estivessem sendo recrutados
para o local (Figura 4.8). Na regiao do ovoteste, apenas algumas células que compdem
o tecido original puderam ser observadas (Figuras 4.9 e 4.10). Neste tecido, alguns
infiltrados inflamatoérios foram observados, porém nenhuma forma parasitaria foi
encontrada (Figura 4.10). Foi observada neste hospedeiro, tanto reacdo do tipo difusa
quanto focal, tendo ocorrido reacao do tipo difusa no coracdo, nos tubulos renais e no
ovoteste (Figuras 4.5, 4.8 e 4.10), enquanto a focal ocorreu na regido proxima aos
tubulos renais (Figuras 4.6 e 4.7). Nao foram observadas formas parasitarias nem

reagdes nos demais tecidos analisados neste hospedeiro.
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Da mesma forma, ndo foram observadas formas parasitarias em
desenvolvimento e proliferagdes de hemaocitos nos tecidos de B. tenagophila (Taim) e B.
tenagophila (SJC) nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas, 5, 10, 15, 20, 25 e 35 dias

apos a exposicao aos miracidios.
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Tabela 4.1 - Mortalidade semanal de Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim, RS apos a exposicao a 10, 25,
50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC - moluscos eliminando
cercarias; MNE - moluscos nao expostos (Numero de moluscos).

Semanas apos a exposicao

Espécie Numero 1 2 3 4 5 6 7 8 9
de
miracidios
MNEC (10) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10
MEC (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC (8) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25
Biomphalaria MEC (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tenagophila
MNEC (7) 0 2 0 0 0 0 0 0 0
50
MEC (3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100
MEC (9) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle MNE (10) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 4.2 — Mortalidade semanal de Biomphalaria glabrata isolado do municipio de Sumidouro, RJ apds a exposicao a
10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC - moluscos
eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos (Numero de moluscos).

Semanas apos a exposicao

Numero
Espécie de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC (5) 0 3 0 0 0 0 0 0 0
10
MEC (5) 0 0 0 0 0 1 1 0 0
MNEC (2) 0 2 - - - - - - -
25
Biomphalaria MEC (8) 0 0 0 0 0 1 0 0 2
glabrata
MNEC (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50
MEC (9) 0 0 0 0 0 0 1 0 0
MNEC (5) 0 3 2 - - - - - -
100
MEC (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Controle MNE (10) 0 1 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 4.3 - Mortalidade semanal de Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sao José dos Campos, SP apés a
exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC -
moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos (Numero de moluscos); (-) = Nao ha moluscos vivos.

Semanas apos a exposicao

Numero
Espécie de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC (10) 0 0 2 0 0 0 0 0 0
10
MEC (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC (10) 0 0 1 0 0 1 0 0 0
25
Biomphalaria
tenagophila MEC (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC (9) 0 1 0 3 1 4 - - -
50
MEC (1) 0 0 0 0 1 - - - -
MNEC (9) 0 0 0 4 0 0 0 0 0
100
MEC (1) 0 0 0 1 - - - - -
Contole  \yNE (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 :
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Tabela 4.4 - Infectividade e média semanal de cercarias eliminadas por Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do
Taim, RS apods a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei.

Numero
Numero total e (%)
Espécie de de
miracidios moluscos
positivos
10 10 (0)
Biomphalaria
tenagophila 25 10 (20)
50 10 (30)
100 10 (60)

Semanas apos a exposicao

3710

8,75

1615

5 6 7 8 9
0 0 0 0 0
0 85+59,4 16315,6 131,5+21,9 477,5+174,6

36,5t36,1  71,7#47 66,3+44,6 100,3+52,3 161,3+15,9

31,5+449 70,6+28,7 70,3+37,9 138,7+47,2 309,2+122,5
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Tabela 4.5 - Infectividade e média semanal de cercarias eliminadas por Biomphalaria glabrata isolado do municipio de
Sumidouro, RJ apés a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei.

Semanas apos a exposicao

Numero
Numero total e
Espécie de (%)de 3 4 5 6 7 8 9
miracidios moluscos
positivos
10 10 (50) 0 122,8+100,3 188,2+73,6 308x112,7 246+1153 262,7+255 185+126,1
Biomphalaria
glabrata 25 10(80) O 93,6%89,1 105,4+75,1 247,1+1255 396,3+349,3 184+101,2 332+299,2
50 10(90) 0 59,9460,3 99170 240,9+152,4 262,9+160,4 205+155,1 339,6+233,7
100 10(50) O 710 33,8+14,2 170,2+110,7 184,4+143,3 114,8+73,7 274+172,8
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Tabela 4.6 - Infectividade e média semanal de cercarias eliminadas por Biomphalaria tenagophila isolado do municipio
de Sao José dos Campos, SP apo6s a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei.

Semanas apos a exposicao

Numero

Espécie Numero total e (%)
de de 3 4 5 6 7 8 9

miracidios moluscos

positivos
10 10 (0) 0 0 0 0 0 0 0

Biomphalaria

tenagophila 25 10 (0) 0 0 0 0 0 0 0
50 10 (10) 0 3810 0 0 0 0 0
100 10 (10) 2310 0 0 0 0 0 0
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Tabela 4.7 - Média semanal de desovas de Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim, RS apos a exposicao a
10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC - moluscos
eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos.

Numero
Espécie de
miracidios

10

25
Biomphalaria
tenagophila

50

100

Controle

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNE

Semanas apos a exposicao

4,8+1,7 2,3+0,8

0

1+0

0

0

1240

50

1+0

0

0
2,8+2,1
4,5+0,7

5+1,7
4,7+2,5
3+1,6
610

2+1,4

4,712
0
2,5%1,4
3,5+0,7
4,7+1,9
612
5,7+0,6
5,3+1,5

3,7+1,6

2,6%1,3
0
3,4+2,1
3+2,8
4+1,2
2,3+2,3
610
5,4+2,2

4,7+2,4

3,5+1,8

6,4+1,8
6,5+0,7
6,6+2,4
5,6+3,5
910
3,53

6,8+2,3

4+2.5

7,6%2,3
2+1,4
8+3,1
5,5+0,7
610
610

6,5+4,1

3,941

3,6+1,4
210

6,2%3,3
110
410

1,4+0,9

3,3+1,3
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Tabela 4.8 - Média semanal de ovos por desova de Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim, RS apés a
exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC -
moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos.

Numero
Espécie de
miracidios

10

25

Biomphalaria
tenagophila
50

100

Controle

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNEC

MEC

MNE

Semanas apos a exposicao

o

14,146,9 9,446,4

0
610
0
0
5,3+2,6
5,8+1,9
410

0

0
9,845,5
14,1+4,7
1246,8
6,5+3,3
6,7+3,4
7%0

916,2

15,949,3
0
10,7%5,9
12,119
9,5+6
3,1£3,5
8,7+2,8
2,912 1

12,5%9,1

13,948,2

0

11,7+4,6

4,8+2,5
8,815
1,4+0,5
14+3,2
4,9+3,1

11+8,9

6 7 8 9
15,8+10,6 19,3%8,7 15,648,5 20,5+11,2
0 0 0 0
11,5%6,6 19,4+11 19,4+11,7 20,2+10,1

3,3%1,5 2,4+1,4 1,3%0,6 1+0
7,1£55 16,1+11,7 14,1+10 18,8+12,7
1+0 1,2+0,4 1,6%1,1 1+0
15,6+4,4 22,1+8,1 21,3+10,5 8,2+2,9
2,612,5 3,4+2,6 20,6 1,2+0,5
10,2+7,4 11,8%48,4 16+9,6  17,3+11,1
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Tabela 4.9 - Média semanal de ovos férteis por desova de Biomphalaria tenagophila isolado da Reserva do Taim, RS apoés
a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC -
moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos.

Semanas apos a exposicao

Numero
Espécie de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC 0 11,5#6,4 7,4+6,2 13,319,8 14,1+8,4 13,8+12,1 18,249,1  13,948,1 18+12
10
MEC O 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC 0 310 79448 11,146,9 85,3 6,4+3,5 16,6£10,5 17,8+11,7 19,9+10,1
25
MEC O 0 11,3#4,7 11,319,8 4,2+23 23114 1,840,9 1,510,7 10
Biomphalaria
tenagophila MNEC 0 0 9,145,8 615,8 7,415 48+42 158+11,5 12,349,6 18,8+x12,7
50
MEC 0 2,1x1,6 5,7#3,3 3,54#3,7 1,2+0,4 10 1,240,5 1,240,4 10
MNEC 0 3,6%1,7 5,7+28 54432 11,8443 12,4+53 19+10,4 20+10,6 8,2+2,9
100
MEC O 310 5,310 1,540,7 3,2+24 1,813 3,2+2,3 1,840,8 1,240,5
Controle  MNE 0 0 7,5¢52 11,9+6,1 10,7#9,6 7,446,9 115485 14,649,7 17,3+11,1
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Tabela 4.10 - Média semanal de desovas de Biomphalaria glabrata isolado do municipio de Sumidouro, RJ apés a
exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC -
moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos; (-) = Nao ha moluscos vivos.

Semanas apos a exposicao

Numero
Espécie de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC 0 0 0 410 8,5+2,1 510 0 814,2 1110
10
MEC 0 0 53t4  6,7#3,5 1,5%0,7 110 0 0 0
MNEC 0 - - - - - - - -
25
Biomphalaria MEC 0 0 5,5£43,5 5,7+2,3 211 310 2+1,4 210 1120
glabrata
MNEC 0 0 410 1210 710 310 0 8+0 0
50
MEC 0 0 210 0 110 0 0 0 0
MNEC 0 0 - - - - - - -
100
MEC 0 0 3,3t25 82,6 3,5+3,8 2+1,7 4,7x0,6 1,5£0,7 3#1,7
Controle MNE 0 0 6+2,2 5,1+25 59+41 42+2 45+24 8+23 10,1+2,9
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Tabela 4.11 - Média semanal de ovos por desova de Biomphalaria glabrata isolado do municipio de Sumidouro, RJ apés
a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao eliminando cercarias; MEC
- moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos; (-) = Nao ha moluscos vivos.

Numero
Espécie de
miracidios

10

25
Biomphalaria
glabrata

50

100

Controle

MNEC
MEC
MNEC

MEC

MNEC
MEC
MNEC
MEC

MNE

Semanas apos a exposicao

3 4 5 6 7 8 9
0 8,7+3,9 25+16,2 29459 0 11,949,5 6,3%4,4
13,7+8,3 7,7+6,3 210 110 0 0 0

3,2+2,9 3,3+23 10,4+10,8 9,7¥49 7,7+4,7 8,5%6,4 4,4+1,6

1245,7 10,7#3,9 23,7+13,3 816 0 17,616,3 0
10 0 110 0 0 0 0
6,2+2,8  6,4%6,6 8,1+46 1,7+0,8 3,4+21 1,7+#1,1 2,3+1,3

15,348,1 18,7+12,6 24,1+10,9 19,5894 14,5+6,9 12,8+7/,4 16,8%8,4
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Tabela 4.12 - Média semanal de ovos férteis por desova de Biomphalaria glabrata isolado do municipio de
Sumidouro, RJ apés a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos
nao eliminando cercarias; MEC - moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos; (-) = Nao
ha moluscos vivos.

Semanas apos a exposicao

Numero
Espécie de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC 0 O 0 7,7£3,9 242+16,2 28,416,2 0 11,549,5 4,6%2,5
10
MEC 0 O 14,1£7,8 6,916 210 0 0 0 0
MNEC 0 - - - - - - - -
25
MEC 0 0 2%1,5 21,5 10,2£11  9,7#49 42+24 3128 1,810,9
Biomphalaria
glabrata MNEC 0 0 10,7#6,2 10,5¢4 19,6495 7,716 0 16,417,5 0
50
MEC 0 O 10 0 10 0 0 0 0
MNEC 0 O - - - - - - -
100

MEC 0 O 4,7¢23 6,8+69 7,7¢449 1,5+0,8 3,3+22 1,7+x1,1 1,6%0,8

Controle MNE O

o

13,2+7,6 18+12,3 23,7+10,9 18,849,5 14472 12,2+7,5 15,748,5
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Tabela 4.13 - Média semanal de desovas de Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sao José dos
Campos, SP apos a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos
nhao eliminando cercarias; MEC - moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos; (-) = Nao

ha moluscos vivos.

Numero
Espécie de
miracidios

10

25

Biomphalaria
tenagophila

50

100

Controle

MNEC
MEC
MNEC
MEC

MNEC

MEC
MNEC
MEC

MNE

Semanas apos a exposicao

7,241

7,5+3,8
0

6,913,6

410
8,415,4
610

0

7£3,4 6,8t4,4 5,521

0

0

0 0

0

86,2 5,4+25 6+4,3

0

9,2¢5 5,2#3,5 5,9+3,3 9+25 6,7+3,4 7,9+2,5

0

6,7+2,2 4,8+1,1

6+0

0

7+0

0 0

4,313 -

7,943,7 543 4,4+11 7+21

1110

0

8+3,6

2+1,4 3,4+11

3,6+1,5 3,5+1,3

2+1

3,4+1,5

5,213,4
0

6,4+2,4

2,6%1,3

4,4+2,6
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Tabela 4.14 - Média semanal de ovos por desova de Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sao José dos
Campos, SP apdés a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao
eliminando cercarias; MEC - moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nhao expostos; (-) = Nao ha moluscos

vivos.
Semanas apos a exposicao
Numero
Espécie de 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC 7,8£3,6 7,7#3,4 129471 10,1#53 13,846,9 21,1x7,9 11,3%#3,7 1546,3
0 MEC 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC 6,8+3,6 11,6156 15,146,9 13,845,1 15448,7 17,9+10,5 13,8+7,2 14,7157
Biomphalaria % MEC 0 0 0 0 0 0 0 0
tenagophila
MNEC 5,413,2 74 6,65 8,414,2 - - - -
>0 MEC 42+1,2 1,840,7 1,3%0,5 - - - - -
MNEC 7,843,3 10,8%6,2 18,7+x12,1 11,3%6,6 11,5+7,2 24,7+13,6 17,3x11,6 15,5173
100 MEC 8+2,2 15495 - - - - - -
Controle  MNE 0 0 7,616,1  8,643,7 11,5451 122+32 11+6,6 9,946,9

36



Tabela 4.15 - Média semanal de ovos férteis por desova de Biomphalaria tenagophila isolado do municipio de Sao José
dos Campos, SP apos a exposicao a 10, 25, 50 ou 100 miracidios de Echinostoma paraensei; MNEC - moluscos nao
eliminando cercarias; MEC - moluscos eliminando cercarias; MNE - moluscos nao expostos; (-) = Nao ha moluscos

Vivos.
Semanas apos a exposicao
Numero
Espécie de 2 3 4 5 6 7 8 9
miracidios
MNEC 6,9+35 6,9+43,3 11,4469 10453 13,5474 18,9+6,9 10,9+3,9 13,31#5,8
10
MEC 0 0 0 0 0 0 0 0
MNEC 6,5¢3,6 10,3%5,8 13,4+58 12,9+5 13,548,2 16,8+10,1 11,7¢555 13459
25
ME 0 0 0 0 0 0 0 0
Biomphalaria
tenagophila MNEC 48+2,8 6,6£3,7 6,2452 6,24+3,2 - - - -
50
ME 2,5+t0,6 1,8+0,8 1,3+0,5 - - - - -
MNEC 6,9+3,2 8,7+54 18+12,1 11,3#6,6 10,8+7,3 22,5+142 17,1+116 1346,6
100
ME 8+2,2 12,3+10,6 - - - - - -
Controle MNE 0 0 7,5¢6,1 8,6%3,7 11,56+51 12,2+3,2 10,746,7 8,8%7,1
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Tabela 4.16 — Analise de variancia de medidas repetidas das desovas, ovos e ovos férteis postos entre os
moluscos eliminadores de cercarias (E), nao eliminadores de cercarias (NE) e pertencentes ao grupo controle nao

exposto a miracidios (C) e os periodos (P) pré-patente e patente. Valores de significancia: p<0,05 (*), p<0,01 (**) e
p<0,001 (***); NS (Nao significante).

Espécies
Biomphalaria.tenagophila isolado Biomphalaria tenagophila Biomphalaria glabrata isolado de
do Taim isolado de Sao José dos Sumidouro
Campos

P NI/lI/C  Interacao P NI/I/C Interacao P NI/I/C Interacao

Desovas 104,9*** 4,4* 8,4*** 6,6" 27,6  3,97057* 87,6 17,8*** 30,8***

Ovos 50,7***  20,6*** 15,4*** NS 15,7*** NS 93,8*** 27,6™* 48,1***

Ovos férteis  46,6***  17,7*** 14,5%** NS 15,1*** NS 88*** 28,9"** 47,5
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Tabela 4.17 — Analise de variancia de medidas repetidas entre as desovas, ovos e ovos férteis postos
por moluscos eliminadores de cercarias, nao eliminadores de cercarias e pertencentes ao grupo
controle nao exposto a miracidios, as doses de miracidios (DM) a que os moluscos foram expostos e os
periodos (P) pré-patente e patente. Valores de significancia: p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***); NS
(Nao significante).

Espécies
Biomphalaria.tenagophila Biomphalaria tenagophila Biomphalaria glabrata isolado
isolado do Taim isolado de S&o José dos de Sumidouro
Campos

DM Periodo Interacao DM Periodo Interacao DM Periodo Interacao

Desovas 2,9* 103,8*** NS 1 7’4*** NS 3’4* 8,4*** 38,9*** 8,7***
Ovos 3.8™ 46™" NS 19,3 21,5 3,4* 10,5 24,3 11,2+
3,4* 43,8*** 21,1 23,4 2,8* 11,1 23,8*** 11,8

Ovos NS

férteis
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Tabela 4.18 — Anadlise de variancia de medidas repetidas entre as desovas, ovos, ovos
férteis postos por moluscos eliminadores de cercarias, e numero de cercarias eliminadas e
as doses de miracidios (DM) utilizadas na exposicao e os periodos (P) pré-patente e
patente. Valores de significancia: p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***); NS (Nao
significante).

Espécies
Biomphalaria.tenagophila Biomphalaria glabrata isolado de
isolado do Taim Sumidouro
Infectados
DM  Periodo Interacato DM Periodo Interacao
Desovas NS NS NS NS 672470 NS
Ovos NS NS NS NS NS NS
Ovos Férteis 466177 NS NS NS NS NS
Numero de cercarias 24357 - - NS - -
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Figura 4.1: Saco pericardico de Biomphalaria tenagophila isolado do Taim, RS,
apresentando acumulo de formas parasitarias de Echinostoma paraensei (—»)
e auséncia de hemdcitos na regiao. Ao centro encontra-se o coracao (C).
Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X 100.

Figura 4.2: Saco pericardico de Biomphalaria tenagophila isolado do Taim, RS,
apresentando tamanho aumentado devido ao elevado nimero de formas
parasitarias de Echinostoma paraensei acumuladas (— ). Microscopia optica.
Hematoxilina & Eosina, X 100.

Figura 4.3: Glandula digestiva de Biomphalaria tenagophila isolado do Taim, RS,
apresentando algumas formas parasitirias de Echinostoma paraensei (—) €
auséncia de hemdécitos na regiao. Microscopia 6ptica. Hematoxilina & Eosina, X 40.

Figura 4.4: Ovoteste de Biomphalaria tenagophila isolado do Taim, RS,
apresentando formas parasitarias de Echinostoma paraensei (—») e remanescentes
destruidos de células da prépria regidao (-). Presenca de proliferacao focal de
hemdécitos (—4p) encapsulando tanto alguns remanescentes de células da regiao
quanto as formas parasitarias. Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X 200.
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Figura 4.5: Coracao (C) de Biomphalaria tenagophila isolado de Sao José dos
Campos, SP, apresentando infiltrados de hemdécitos () na cavidade e auséncia
de formas parasitirias de Echinostoma paraensei. Microscopia optica.
Hematoxilina & Eosina, X 200.

Figura 4.6: Regiao proxima aos tibulos renais de Biomphalaria tenagophila
isolado de Sio José dos Campos, SP, apresentando proliferacio focal de
hemécitos (———gp) encapsulando forma parasitiria de Echinostoma paraensei
(—). Microscopia optica. Hematoxilina & Eosina, X 100.

Figura 4.7: Detalhe da figura anterior, apresentando proliferacao focal de
hemdécitos (—4p) encapsulando a forma parasitiria de Echinostoma paraensei
(—). Microscopia optica. Hematoxilina & Eosina, X 400.

43



44



Figura 4.8: Regiao dos tibulos renais de Biomphalaria tenagophila isolado
de Sio José dos Campos, SP, apresentando reagio inflamatéria contra a
forma parasitaria de Echinostoma paraensei (— ) com alteraciao do tecido
local (A). Presenca de infiltrados inflamatérios em determinados locais (%).
B= Tecido original. Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X 100.

Figura 4.9: Regidao do ovoteste de Biomphalaria tenagophila isolado de Sao
José dos Campos, SP, apresentando poucos remanescentes de células que
compdem o ovoteste —P). GD= Glandula digestiva. Microscopia éptica.
Hematoxilina & Eosina, X 40.

Figura 4.10: Detalhe da figura anterior, apresentando remanescentes de
células que compsem o ovoteste (=¥ ) e infiltrados inflamatérios (%)
aparentes. Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X 100.
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Figura 4.11: Coracdo (C) e Regido dos tibulos renais (TR) de Biomphalaria
tenagophila pertencente ao grupo controle niao exposto a miracidios de
Echinostoma paraensei. Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X100.

Figura 4.12: Glandula digestiva (GD) de Biomphalaria tenagophila pertencente
ao grupo controle niao exposto a miracidios de Echinostoma paraensei.
Microscopia éptica. Hematoxilina & Eosina, X100.

Figura 4.13: Ovoteste de Biomphalaria tenagophila pertencente ao grupo
controle nao exposto a miracidios de Echinostoma paraensei. Microscopia
optica. Hematoxilina & Eosina, X 40.
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5. DISCUSSAO

5.1- Mortalidade

Parasitos podem determinar a sobrevivéncia do hospedeiro de diferentes formas,
ou seja, quando a mortalidade ocorre logo apoés a exposicao, provavelmente decorrem
dos efeitos da compatibilidade. Enquanto a mortalidade é observada posteriormente,
presumivelmente indica excessiva demanda de energia ou danos nos tecidos
provocados pelo parasito (Bayne & Loker, 1987). Estudos baseados na mortalidade dos
moluscos sugerem que as rédias impdem forte efeito negativo sobre a sobrevivéncia do
hospedeiro durante o periodo pré-patente, enquanto as infec¢cdes por esporocistos
diminuem a sobrevivéncia do hospedeiro em periodos mais tardios. Considerando
diferentes hospedeiros, observa-se que limneideos e planorbideos apresentam padroes
similares de reduzida sobrevivéncia do hospedeiro durante o periodo pré-patente.
Entretanto, os moluscos pertencentes ao género Lymnaea pareceram sofrer maior
mortalidade com a maturagdo da infecgdo (62% no periodo pré-patente e 60% no
periodo patente) (Sorensen & Minchella, 2001).

Rosa et al. (2006), observaram que diferentes linhagens de B. tenagophila
apresentaram diferentes niveis de suscetibilidade a infeccao por S. mansoni exibindo
também diferentes niveis de sobrevivéncia. Em B. tenagophila (isolado de Joinville, SC)
suscetivel a infeccao por S. mansoni a taxa de sobrevivéncia foi reduzida a 60% apés a
exposicao ao parasito. Por outro lado, em B. tenagophila (Taim), resistente a infeccao
por S. mansoni, nenhuma diferenga na taxa de sobrevivéncia apds a exposicdo por
Echinostoma paraensei foi observada. Desta forma, a presengca de S. mansoni em
moluscos suscetiveis, é fator determinante da mortalidade podendo ser elemento de
selecdo natural, o qual é altamente negativo para os moluscos potencialmente
transmissores da esquistossomose (Coelho, 1995).

Mufoz-Antoli et al. (2007) observaram diferentes efeitos na sobrevivéncia entre
o limneideo Radix peregra e o planorbideo Biomphalaria glabrata infectados por
Echinostoma friedi. Em R. peregra, a mortalidade tem inicio ainda no periodo pré-
patente, porém ocorre de forma prolongada, enquanto nos moluscos B. glabrata
infectados a mortalidade tem inicio em um periodo mais tardio, porém de forma
explosiva. Schmidt et al. (1998), também observaram a influéncia da infec¢cao sobre a
sobrevivéncia de moluscos B. glabrata expostos a E. caproni. Os moluscos sofreram
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um aumento significante na mortalidade, o que segundo o autor, se deve a extensa
destruicdo da glandula digestiva pelas rédias. Por outro lado, Kuris (1980) nao observou
nenhum efeito da exposicdo de uma linhagem de E. caproni proveniente da Etidpia
sobre a sobrevivéncia de B. glabrata.

A mortalidade também esta relacionada a penetracdo dos miracidios, ao
aumento da demanda de energia devido ao desenvolvimento do sistema de defesa
interno do molusco e ao desenvolvimento dos estagios intramolusco do parasito
envolvendo a destruicao dos tecidos. Desta forma, existe uma relagdo positiva entre a
dose de miracidios utilizada na exposicao e a mortalidade do molusco (Zakikhani & Rau,
1999; Tchuem Tchuente et al., 1999; Southgate et al., 2000; Moukrim et al., 1996). Por
outro lado, nas infecgbes causadas por equinostomos, a sobrevivéncia dos moluscos
parece ser mais afetada pela destruicdo causada pelos estagios de desenvolvimento
intramolusco do trematédeo (Fried & Huffman, 1996).

Maldonado Jr. et al. (2001b) observaram que em B. glabrata, Physa marmorata e
Lymnaea columella infectados por E. paraensei a mortalidade ocorre ao longo do
tempo de infeccdo. Entretanto, em L. columella a mortalidade ocorreu
predominantemente no periodo pré-patente. O mesmo padrdo foi observado por
Munoz-Antoli et al. (2007) na infeccdo de B. glabrata por E. friedi.

Neste trabalho, ndo foi observada influéncia na sobrevivéncia de B. tenagophila
(Taim) expostos a E. paraensei. Esse resultado concorda com o obtido por Rosa et al.
(2006), no qual também nao houve relagdo da mortalidade com o nimero de miracidios
a que foram expostos os moluscos. Por outro lado, B. glabrata (SU) e B. tenagophila
(SJC) infectadas por E. paraensei apresentaram taxas de mortalidade que chegaram a
60% e a 100%, respectivamente. Tal mortalidade se deu de forma prolongada,
aumentando no decorrer do periodo de infeccdo para B. glabrata (SU) e de forma
repentina para B. tenagophila (SJC). A mortalidade observada no periodo pré-patente
provavelmente se explica pelo aumento da demanda de energia devido a proliferacao
de células do sistema de defesa interno do molusco em resposta a penetracao dos
miracidios e ao desenvolvimento dos estagios intramolusco do parasito envolvendo a
destruicéo dos tecidos como proposto por Zakikhani & Rau (1999), Tchuem Tchuente et
al. (1999), Southgate et al. (2000), Moukrim et al. (1996). De acordo com Maldonado Jr.
et al. (2001b), tanto em B. tenagophila (Taim) quanto em B. glabrata (SU), 0 nimero de

miracidios a que foram expostos ndo exerceu nenhuma influéncia sobre a
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sobrevivéncia destes moluscos. A mortalidade observada em periodos mais tardios da
infeccdo em B. glabrata (SU) se deu provavelmente a destruicido dos tecidos pelos
estagios intramolusco do parasito como proposto pelos autores acima citados.

5.2- Infectividade

Tem sido relatada a influéncia do numero de miracidios utilizados na infeccéao
dos moluscos no numero de moluscos infectados € no nimero de cercarias eliminadas
(Dreyfuss et al., 1999; Maldonado Jr. et al., 2001b). Dreyfuss et al. (1999) observaram
correlacado positiva entre o niumero de miracidios de Fasciola hepatica utilizados na
exposicao e a taxa de infectividade de Lymnaea trunculata (55% para moluscos
expostos a 1 miracidio e 96,8% para moluscos expostos a 20 miracidios). Por outro
lado, Maldonado Jr. et. al. (2001b) ndo observaram relagdo da taxa de infec¢do por E.
paraensei com o numero de miracidios utilizados para a infecgdo em Physa marmorata
e Lymnaea columella, enquanto em B. glabrata observaram correlacdo positiva entre o
namero de miracidios e a taxa de infecgao.

Maldonado Jr. et al. (2001b) observou uma correlagéo positiva entre o numero de
miracidios de Echinostoma paraensei a que B. glabrata, Physa marmorata e Lymnaea
columella foram expostos e o nUmero de cercarias eliminadas. Por outro lado, Dreyfuss
et al. (1999) ndo observaram nenhuma correlagao entre o nUmero de miracidios € 0
numero de cercarias eliminadas.

Em nossos estudos, foi observada correlacdo positiva entre o numero de
miracidios e a taxa de infectividade a que B. tenagophila (Taim) foi exposto como
observado por Dreyfuss et al. (1999). Correlacao positiva também foi observada entre o
nuamero de miracidios € o niumero de cercarias eliminadas entre as doses de 25 e 50
miracidios, em acordo com as observacoes feitas por Maldonado Jr. et al. (2001b).

Em B. glabrata (SU) observou-se uma correlacdo positiva entre 0 nimero de
miracidios e a infectividade nas doses de 10, 25 e 50 miracidios. Entretanto, ndo houve
correlagdo entre 0 numero de miracidios e o numero de cercarias eliminadas como
observado por Dreyfuss et al. (1999).

Em B. tenagophila (SJC), a taxa de infectividade foi dependente do nimero de
miracidios, porém, a infeccdo s6 ocorreu nas doses mais elevadas, mostrando ser esse

isolado 0 menos suscetivel a infeccdo entre os moluscos testados. A alta taxa de
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mortalidade sugere alto custo da resisténcia a infeccdo, como observado por
Maldonado Jr. et al. (2001b) em seus estudos. N&o houve correlacao positiva entre o
namero de miracidios e o numero de cercarias eliminadas, como observado por
Dreyfuss et al. (1999).

5.3 Fecundidade e Fertilidade

Muitas infecgbes por trematédeos exercem efeitos marcantes em seus
hospedeiros intermediarios (Wright, 1966), podendo determinar, dentre outros aspectos
biolégicos do hospedeiro, a atividade reprodutiva (De Jong-Brink 1995; Dreyfuss et al.,
1999; Zakikhani & Rau, 1999; Sorensen & Minchella, 2001).

Os tecidos reprodutores ndo sdo essenciais para a perpetuacdo dos moluscos.
Os parasitos se adaptaram a utilizar estes tecidos ricos em recursos para assegurar seu
crescimento e desenvolvimento nos hospedeiros. Infeccdes por trematddeos
geralmente levam a reducdo ou completa inibicdo da atividade reprodutiva. Além disso,
na maioria dos casos a inibicdo da atividade reprodutiva quase se completa quando as
cercarias sao eliminadas (Sorensen & Minchella, 2001). As rédias de E. paraensei se
desenvolvem e se alimentam do tecido do ovoteste, sugerindo que a reducdo da
fecundidade e da fertilidade decorre da agdo do parasito (Langand et al., 1998; Haas,
2000).

Os moluscos B. tenagophila (Taim) e B. glabrata (SU) expostos que eliminaram
cercarias apresentaram diminuicdo na fecundidade e na fertilidade, enquanto os
moluscos que ndo eliminaram cercarias, a fecundidade e a fertilidade foram bastante
similares as dos moluscos pertencentes ao grupo controle ndo exposto. Nao houve
correlacao entre o nimero de miracidios e a fecundidade e fertilidade. A diferenca da
fecundidade e fertilidade entre os periodos encontrados nas duas espécies se explica
pela imaturidade sexual dos moluscos no periodo pré-patente, a qual é alcangada no
periodo patente. Neste sentido, a diminuicdo da fecundidade e fertilidade dos moluscos
expostos que eliminaram cercarias se deve ao processo de inibigdo da atividade
reprodutiva promovido pelos estagios de desenvolvimento intramolusco do parasito
(Sorensen & Minchella, 2001).

B. tenagophila (SJC) apresentou um perfil um pouco diferente das espécies

anteriores, onde os moluscos expostos que nao eliminaram cercarias apresentaram
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maior fecundidade e fertilidade que os moluscos pertencentes ao grupo controle. Tal
fato foi também observado em infecgdes por esporocistos de esquistossomos os quais
induziram um aumento da fecundidade de seus hospedeiros em relacao aos controles

nao expostos a miracidios (Sorensen & Minchella, 2001)

5.4 -Histopatologia

As populagbes de B. tenagophila, assim como B. glabrata possuem diferentes
niveis de suscetibilidade a infeccao por Schistosoma mansoni (Corréa et al., 1979; Silva
et al., 1994; Borda & Rea, 2007). Ambas as espécies tém sido freqlientemente
estudadas no intuito de compreender melhor a interagdo parasito-hospedeiro (Paraense
& Correa, 1963; Corréa et al., 1979; Santos et al., 1979; Souza et al., 1995a, 1995b;
Godoy et al., 1997; Guimaraes et al., 1997; Souza et al., 1997; Borges et al., 1998;
Martins-Souza et al., 2003; Coelho et al., 2004; Théron & Coustau, 2005; Coelho &
Bezerra, 2006; Borda & Rea, 2007).

Estudos acerca das reacdes histopatoldgicas revelaram que na maioria dos
moluscos tolerantes (suscetiveis) a infeccdo por S. mansoni, os esporocistos eram
encontrados em diferentes estagios de diferenciacdo nos tecidos, porém com auséncia
de reacdo. As reagdes, quando ocorriam, consistiam tanto de proliferacéo difusa quanto
focal. Por outro lado, nos moluscos que nao eliminaram cercarias, foram observadas
reacdes inflamatérias, entretanto, nenhum esporocisto viavel foi encontrado (Guimaraes
et al., 1997; Souza et al., 1997; Borges at al., 1998; Borges & Andrade, 2003).

Em B. tenagophila onde nao houve sucesso na infecgéo por S. mansoni, poucas
e ocasionais reacodes inflamatérias do tipo focal foram observadas no ovoteste e na
regiao dos tubulos renais (Souza et al., 1997; Borges et al., 1998).

Diferentemente, em B. glabrata onde também nao houve sucesso na infecgao
por S. mansoni, as reacdes por hemadcitos observadas consistiam tanto de proliferacao
focal quanto de proliferacao difusa, acompanhada pela expansdo da matriz extracelular
lembrando o processo de fibrose observado nos vertebrados. As proliferacdes difusas,
acompanhadas por expansdo da matriz extracelular, ocorreram freqlentemente ao
redor de ductos e tubos, especialmente na membrana externa do tubo digestivo e ao
redor dos &cinos da glandula nidamental. A proliferacdo focal com expansao do
estroma foi observada entre as glandulas digestivas e no ovoteste. A reacao focal
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freqientemente assumia uma aparéncia de granuloma, com lesées encapsulantes
observadas especialmente nas regides tubular e sacular dos rins. Também foi
observada nos tecidos conectivos margeando a cavidade do manto, mas foi rara na
regiao podal e em outras areas da porcao anterior dos moluscos (Godoy et al; 1997;
Souza et al., 1997; Borges et al., 1998; Borges & Andrade, 2003).

Para B. glabrata suscetiveis a infeccdo por S. mansoni, os esporocistos
secundarios foram observados com maior freqiéncia nos tubulos renais e ovoteste,
seguido pela glandula de albumen, glandula digestiva e outros tecidos. Quando as
reacdes inflamatdrias ocorriam, apresentavam intensidade moderada na regiao dos
tubulos renais, glandula digestiva e outros tecidos, ja no ovoteste pouca reacao foi
observada (Souza et al., 1997; Godoy et al., 1997).

Para B. tenagophila suscetiveis a infecgéo por S. mansoni, os esporocistos foram
observados com certa freqiéncia na glandula digestiva, ovoteste e glandula de
aloumen, e com menor freqiéncia na regido dos tubulos renais. As reacdes
inflamatérias, quando presentes, apresentavam maior intensidade no ovoteste, sendo
moderadas na regiao dos tubulos renais e nas glandulas digestivas, e apresentando
pouca reacao na glandula de albumen (Souza et al.,, 1997). O mesmo padrao foi
observado para B. tenagophila (Taim) infectado por E. paraensei.

Dois tipos de mecanismos sao propostos para a prote¢do contra a invasao por
miracidios nos tecidos dos moluscos hospedeiros intermediarios. Um deles, propde a
destruicdo direta dos miracidios logo apo6s penetrarem nos tecidos dos moluscos.
(Loker et al., 1986). O outro mecanismo propée uma montagem bem sucedida de
reacdes destrutivas apds os esporocistos terem se disseminado pelos tecidos dos
moluscos (Souza et al., 1997; Borges et al., 1998).

De acordo com Souza et al. 1997 e Borges et al. 1998, os moluscos B. glabrata
seguem o0 padrdao de resposta proposto pelo segundo mecanismo, enquanto B.
tenagophila segue o padrdo de resposta proposto por Loker et al. (1986).

De outra forma, estudos utilizando as populacées B. tenagophila proveniente da
Reserva do Taim, RS (resistente a infeccdo por S. mansoni), e B. tenagophila
proveniente do municipio de Cabo Frio, RJ (moderadamente suscetivel a infeccao por S.
mansoni) mostram que a resisténcia observada na linhagem proveniente do Taim esta
associada com uma intensa ativacéo e migracao dos hemdcitos para o sitio de infeccao.
Ja no isolado de Cabo Frio, ndo houve intensa ativagdo e migragdo dos hemdcitos para
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o sitio de infeccdo. O mesmo foi observado em B. glabrata proveniente da cidade de
Belo Horizonte, MG (altamente suscetivel a infecgdo por S. mansoni) (Martins-Souza et
al., 2009).

Estudos iniciais sobre investigacées acerca da resisténcia e suscetibilidade nos
moluscos B. glabrata utilizaram além do modelo convencional (B. glabrata - S.mansoni),
o0 modelo B. glabrata - Echinostoma spp (Lie & Heyneman, 1975; Lie et al., 1975; Lie &
Heyneman, 1976a, 1976b, 1976c¢; Lie et al., 1977a, 1977b; Lie et al., 1980a, 1980b; Lie,
1982; Noda & Loker, 1989; Adema et al. 1999; Ataev & Coustau, 1999; Humbert &
Coustau, 2001).

B. glabrata apresenta um amplo espectro de suscetibilidade a infec¢ao por E.
lindoense, evidenciada pela velocidade das reacdes nos tecidos por hemocitos e pela
total, parcial ou nenhuma destruicao das formas parasitarias. Nos moluscos menos
suscetiveis, onde nao houve sucesso da infeccdo, observou-se que todos os
esporocistos foram destruidos nos tecidos logo apdés os miracidios terem atravessado
os tecidos e logo apds os esporocistos alcancarem o coracao. Em moluscos altamente
suscetiveis, todos os esporocistos migraram com sucesso e rapidamente ao coracao
onde completaram seu desenvolvimento sem induzir nenhuma reagao tecidual. Outros
moluscos considerados como parcialmente suscetiveis, destruiram varios esporocistos
nos tecidos, e apenas os esporocistos que obtiveram sucesso em alcangar o ventriculo
e a aorta sobreviveram, embora em alguns casos grandes agregados de hemdcitos
tenham se formado no ventriculo. Apesar disso, houve continuidade na infeccao neste
grupo intermediario, que representou a maioria dos moluscos B. glabrata testados. Os
agregados de hemdcitos podem preencher toda a cavidade ventricular, levando ao
comprometimento da funcdo cardiaca e ocasionando a morte do molusco (Lie &
Heyneman, 1975, 1976a, 1976b, 1976c¢; Lie et al., 1976a).

Provavelmente, tais reagdes também ocorram na infecgao por E. paraensei, uma
vez que 0s mesmos possuem biologia muito similar a E. lindoense, sendo distinguidos
um do outro principalmente com base na morfologia da cercaria (Lie & Heyneman,
1975).

Neste trabalho, ao contrario do que ocorre na infeccdo por S. mansoni, B.
tenagophila (Taim), mostrou-se altamente suscetivel a infeccao por E. paraensei, onde
os cortes histolégicos revelaram varias formas parasitarias em diversos estagios de

desenvolvimento sob reacdo inflamatéria apenas no ovoteste, e tendo o saco
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pericardico, glandula digestiva e o ovoteste como os locais mais colonizados pelo
parasito. Portanto, na infec¢cdo por E. paraensei, B. tenagophila (Taim) desenvolveu
padrao reacional a infeccdo semelhante ao apresentado por B. glabrata altamente
suscetivel a infecgdo por S. mansoni (Lie & Heyneman, 1976b).

Por outro lado, B. tenagophila (SJC) mostrou-se pouco suscetivel a infeccao por
E. paraensei, ao contrario do que ocorre durante a infeccao por S. mansoni, para a qual
esta linhagem se mostra moderadamente suscetivel. Na infecgdo por E. paraensei,
observou-se auséncia de parasitos no coragdo. Adicionalmente, muitos hemocitos
puderam ser observados indicando terem sido recrutados para o local, uma vez que
nao foi observada proliferagdo de parasitos nesse sitio. Por sua vez, intensa reacao foi
observada nos tubulos renais e em uma regidao proxima a estes, consistindo tanto de
proliferacao focal apresentando o parasito encapsulado quanto de proliferacdo difusa
com alteracdo do tecido local lembrando o processo de fibrose que ocorre nos
vertebrados e alguns infiltrados de hemécitos. Alguns focos proliferativos também
puderam ser vistos na regidao do ovoteste, indicando que houve reacao na regido. Desta
forma, neste isolado, a infec¢ao por E. paraensei mostrou-se muito similar a B. glabrata
pertencente ao grupo intermediario proposto por Lie & Heyneman (1976b) e a B.
tenagophila (isolado de Belo Horizonte, MG) suscetivel a infeccao por S. mansoni, mas
que apresentaram pouca suscetibilidade a infeccdo por este trematédeo (Souza et al.,
1997; Borges et al., 1998).

Os diferentes resultados observados em Biomphalaria spp. infectados por S.
mansoni ou Echinostoma spp. reforcam a hipétese de que ambos os trematédeos
utilizam diferentes vias de evasdo do sistema de defesa interno dos moluscos,
indicando que nao apenas o fator genético dos moluscos é responsavel pela
suscetibilidade, e que as caracteristicas biol6gicas do trematédeo determinam o curso
da infeccao (Lie et al., 1975, 1976b; 1977a, 1977b; Lie & Heyneman, 1976a, 1976c; Lie,
1982; Noda & Loker, 1989; Loker & Adema, 1995; DeGaffé & Loker, 1997). Tal fato
pode ser percebido, principalmente ao se observar os padrdes de infeccao
apresentados pelos moluscos B. tenagophila (Taim), que ao serem infectados por
diferentes isolados (cepas) de S. mansoni, nao ha continuidade no desenvolvimento
parasitario intramolusco (Coelho et al., 2004). Por outro lado, quando infectados por E.
paraensei, 0 desenvolvimento parasitario intramolusco ocorre normalmente, havendo

pouca ou nenhuma proliferacdo hemocitaria nos tecidos.
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6. CONCLUSOES

1- Na infeccao por E. paraensei, B. tenagophila (isolado do Taim) e B. glabrata (isolado
de Sumidouro) mostraram-se suscetiveis, enquanto B. tenagophila (isolado de Sao

José dos Campos), mostrou-se pouco suscetivel.

2- A infeccdo influenciou a fecundidade e a fertilidade nos moluscos expostos que

eliminaram cercarias.

3- O numero de miracidios na infeccao foi, em geral, determinante para a infectividade
dos moluscos, entretanto, ndo influenciou no nimero de cercéarias eliminadas pelos

mesmaos.

4- A mortalidade foi determinada pela infeccao para as espécies estudadas sendo
maior em B. tenagophila (isolado de Sao José dos Campos).

5- B. tenagophila (isolado do Taim) ndo mostrou reagdes teciduais frente a intensa
proliferacdo de parasitos na maioria dos tecidos, com excegédo do ovoteste. Por outro
lado, B. tenagophila (isolado de Sao José dos Campos) apresentou intensa reagao

tecidual com proliferagédo de hemdcitos difusa e focal.

6- A infeccdo pode causar inibicao da atividade reprodutiva nos moluscos uma vez que

as células do ovoteste sdo quase totalmente destruidas pelo parasito.
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