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SUSCETIBILIDADE DE BIOMPHALARIA TENAGOPHILA E BIOMPHALARIA GLABRATA DE
UMA MESMA REGIAO A DUAS CEPAS DE SCHISTOSOMA MANSONI

Roney Elias da SILVA, Alan Lane de MELO & Leégenes Hordcio PEREIRA

RESUMO

Em testes de suscetibilidade, a B. tenagophila (Ouro Branco - MG) mostrou-se positiva a partir
da terceira geragio mantida em laboratério para a cepa SJ de S. mansoni, em dois testes separados.
Usando-se um “pool” de miracidios para as infecgdes em massa as taxas de positividade foram de 5%
e 10%, enquanto que para a cepa LE a taxa foi de 1%. Com exemplares da terceira geragdo expostos
individualmente a 10 miracidios, a taxa de positividade de B. tenagophila (OB, MG) foi de 2% para
acepaLE. A B. glabrata (Gagé - MG), apresentou, em um Unico teste, 58% de positividade paraa cepa
LE, em condig¢les laboratoriais. Como controle para as infecgGes com a cepa SJ foi utilizado a B.
tenagophila de Cabo Frio, RJ, que apresentou positividade de 47 a 85% e a B. glabrata de Belo
Horizonte, MG, 36%. Para as infecgdes com a cepa LE foi utilizada como controle a B. glabrata (BH)

que apresentou positividade de 40 a 75%.
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INTRODUGCAO

A Biomphalaria tenagophila, vetora da esquistos-
somose em Sio Paulo e no Sul do Pais 2% foi encon-
trada naturalmente infectada pelo S. mansoni em Minas
Gerais, no municipio de Jaboticatubas, por MELO et al.
2 Posteriormente, foi relatado o encontro de B. tena-
gophila com infecgio natural por S. mansoni na represa
da Pampulha, Belo Horizonte, e também na cidade de
Itajuba, Sul do Estado de Minas Gerais *%7.

O encontro de B. tenagophila naturalmente infec-
tada por S. mansoni, em pontos isolados de Minas Ge-
rais, reafirma a possibilidade desta espécie assumir, no
futuro, importincia epidemioldgica na transmissdo da
doenga em nosso Estado.

A possibilidade de a B. tenagophila desempenhar
futuramente um papel de transmissor secundario da
esquistossomose mansoni em Minas Gerais, tem gerado
uma preocupagdo no controle da endemia 722,

A presenga de planorbideos numa area, sua deter-
minag3o especifica, o encontro de infecgfio natural e a
verificagio de sua suscetibilidade em laboratério sio
passos iniciais no estudo epidemiologico da esquistos-
somose em qualquer regido. Assim, a avaliagdo da ca-
pacidade vetora dos planorbideos e a limitagdo geogra-
fica dos habitats destes moluscos sdo do maior interesse
em epidemiologia '

Do Lago Soledade, situado a oeste da cidade de
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Ouro Branco, MG, datam de 1983 os primeiros relatos
da B. tenagophila, quando MELO et al. ?' realizando
testes de suscetibilidade, ndo conseguiram infectar estes
moluscos com linhagens LE (Belo Horizonte, MG,
mantida em B. glabrata), BV (Jaboticatubas, MG,
mantida em B. tenagophila) e SI (Sdo José dos Campos,
SP, mantida em B. tenagophila) de S. mansoni.

Em setembro de 1986 foram coletados no mesmo
Lago 254 espécimes de B. tenagophila. Nenhum deles
apresentava infecgfio por S. mansoni. Descendentes des-
tes moluscos foram submetidos i infecgio experimental
pelas linhagens LE, SJ e BV de S. mansoni e verificou-
se que a geragio F1 de B. tenagophila oriunda de Ouro
Branco continuava refratiria a todas as amostras testa-
das 2. Estes dados preliminares estio de acordo com a
baixa suscetibilidade experimental de populagGes de B.
tenagophila de Minas Gerais a cepas de S. mansoni ji
observada por vérios autores. A B. tenagophila oriunda
de diferentes regiGes de Minas Gerais, de modo geral,
tem apresentado maior afinidade 3 infecgio pela cepa

SJ, mais adaptada a essa espécie de molusco > !1 13 14 2L
23, 37, 38, 39, 40

Com efeito, o trabalho conduzido por CORREA et al.
" testando a suscetibilidade experimental de B. tena-
gophila da Pampulha, Belo Horizonte, MG, as cepas SJ
e LE, que mostrou taxas de infecgiio de 35 e 0%, respec-
tivamente, com as duas linhagens do trematodeo, indica
a adaptagiio da B. tenagophila 3 linhagem SJ do parasito.

Entretanto, SOUZA et al. ¥ utilizando 3 populag3es
de B. tenagophila, oriundas do Estado de Minas Gerais,
em testes de suscetibilidade, relatam que a populagiio de
moluscos de Belo Horizonte foi suscetivel as cepas SJ, SS
e LE, enquanto que a oriunda de Nova Lima foi refratiria
4 cepa LE e a de Sabari refratiria a todas as linhagens
testadas, reafirmando os dados ja existentes na literatura.

Posteriormente, utilizando descendentes de exem-
plares de B. tenagophila oriundos do Lago da Pampulha,
SOUZA et al. * obtiveram as seguintes taxas de infecgio
experimental: 4% para LE (Belo Horizonte, MG); 6%
para HK (Belo Horizonte, MG); 30% para SJ (Sdo José
dos Campos, SP) e 40% para AL (Alagoas), refletindo
um comportamento bem diferenciado da B. tenagophila
em relagio as diversas cepas testadas.

MATERIAL E METODOS

Descendentes da linhagem de B. temagophila do
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Lago Soledade {(Ouro Branco, MG) e de B. glabrata de
Gagé (MG) foram submetidos a infecgio experimental
pelo S. mansoni. Para tanto, utilizaram-se cepas LE
origindria de Belo Horizonte e mantida hi mais de 25
anos em passagens sucessivas enfre hamsters (Meso-
cricetus auratus) e caramujos (Biomphalaria glabra-
ta), oriundos de Belo Horizonte e SJ (origindria de Sdo
José dos Campos, Sio Paulo, adaptada a B. tenagophila
e a B. glabrata por mais de 10 anos) que vem sendo
mantida em Biomphalaria tenagophila oriunda de Cabo
Frio (RJ) e hamsters por mais de 5 anos. A constituigdo
dos grupos experimentais de moluscos foi realizada de
acordo com a disponibilidade dos mesmos no laborato-
rio & época.

A obtengio de miracidios foi feita pela técnica
preconizada por CHAIA °, com modificagdes.

Assim, figados de hamsters com 50 dias de infecgio
pelo S. mansoni foram triturados em liquidificador com
250 m! de dgua desclorada. A suspensfio foi transferida
para calices graduados de igual volume, os quais foram
deixados em geladeira (4°C) por 30 minutos. Apds este
periodo, o liquido foi parcialmente descartado e o sedi-
mento transferido para baldes de fundo chato. Estes
ficavam sob luz artificial por algum tempo e depois eram
acondicionados em caixa especial, deixando-se uma
parte do gargalo do baldo recebendo o foco de luz, para
onde os miracidios migravam. Com pipeta tipo Pasteur
retiravam-se aliquotas e procedia-se & contagem em
pequenas placas de Petri.

Infecgdo em massa

Exemplares descendentes de B. tenagophila (Ouro
Branco) medindo entre seis e dez milimetros foram
colocados em cristalizadores contendo 1000ml de agua
desclorada e sobre eles foram despejados 100ml de
solugiio contendo um “pool” de miracidios (em média
cerca de 100 larvas/ml). Os moluscos permaneceram
entre 12 e 18 horas sob luz artificial e na auséncia de
alimentagio. Apds este periodo eles foram transferidos
para cubas plasticas contendo dgua desclorada (que foi
trocada semanalmente), alimentados com alface e ragio
balanceada e mantidos em sala com temperatura contro-
lada entre 25° ¢ 27°C durante todo o experimento. Como
controle foram utilizados exemplares descendentes de B.
tenagophila oriunda de Cabo Frio medindo entre seis e
dez milimetros, B. glabrata oriunda de Belo Horizonte
medindo entre 8 ¢ 12 mm e sujeitos 4 mesma meto-
dologia de infecgdo.
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Infecgdo individual

a) Exemplares descendentes de B. fenagophila (Ouro
Branco) medindo entre seis ¢ dez milimetros foram
colocados individualmente em pequenos recipien-
tes de vidro contendo aproximadamente cinco mi-
lilitros de 4gua desclorada. Cada molusco recebeu
um mililitro de solugdo contendo cerca de 10 mira-
cidios. Em seguida, o procedimento foi andlogo ac
ja descrito na infecgdo em massa. Como controle
foram utilizados exemplares descendentes de B.
glabrata oriunda de Belo Horizonte medindo entre
8 e 12 mm e sujeitos 3 mesma metodologia de
infecgio.

b) Exemplares descendentes de B. glabrata oriunda de
Gagé (MQG) e de B. glabrata oriunda de Belo Ho-
rizonte, que serviu como controle, medindo entre 8
e 12mm, foram submetidos & mesma metodologia
de infecgdio descrita acima.

Para verificar a emergéncia de cercarias de S. man-
soni, os moluscos foram colocados individualmente em
pequenos recipientes de vidro “snap-cap” contendo agua
desclorada e expostos a iluminagio artificial direta du-

rante 2 horas. Apds este periodo, os moluscos foram
examinados sob estereomicroscopio. Os exames foram
realizados entre 30 e 90 dias pos-infecgdo com intervalo
de cerca de 7 dias. Apos 90 dias aqueles moluscos que
permaneciam negativos foram esmagados entre placas
de vidro para a pesquisa de esporocistos. A percentagem
de moluscos positivos foi calculada sobre o total de
moluscos expostos a infecgiio. Os moluscos positivos
foram separados e eliminados. Exemplares de B.
glabrata e B. tenagophila sem infecgio serviram como
grupos controle para verificagdo da taxa de mortalidade.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados das
infecgdes experimentais em massa com a cepa SJ. Pode-
se notar que as geragdes F1 e F2 de B. tenagophila de
Ouro Branco (MG) mostraram-se refratarias a infecgéo
pela cepa SJ de S. mansoni. As geragdes F3 e F4 mos-
traram 5% e 10% de positividade, respectivamente. A
infecgfio controle com B. tenagophila (Cabo Frio - RJ),
cuja linhagem do parasito encontra-se adaptada, apre-
sentou indices de 85%,85% e 47% de positividade em

TABELA1

Suscetibilidade de linhagens de Biomphalaria i cepa SJ (Sdo José dos Campos, SP) de Schistosoma mansoni. Infecgdo em massa.

Procedéncia N° moluscos Periodo %
utilizados mortos antes de 30 dias de observagio pré patente Positividade

B. tenagophila
Ouro Branco MG 50 11 30-60 - 00
Geragdo F1
B. tenagophila
Cabo Frio RJ 20 00 30-60 32 85
B. tenagophila
Ouro Branco MG 50 05 30-60 - 00
Geragio F2
B. tenagophila
Cabo FrioRJ 20 00 30-60 33 85
B. tenagophila
Ouro Branco MG 100 03 30-90 33 05
Geragido F3
B. tenagophila
Cabo FrioRJ 100 00 30-90 33 47
B. tenagophila
Ouro Branco MG 50 05 30-60 38 10
Geragio F4
B. glabrata BH 50 06 30-60 31 36
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relagio aos exemplares submetidos a infecgdo. A B.
glabrata (BH), usada, como controle (para a geragio
F4), apresentou 36% de positividade.

A tabela 2 mostra os resultados das infecgdes expe-
rimentais em massa com a cepa LE. Pode-se observar
que as geragdes F1 e F2 de B. tenagophila (OB - MG)
mostraram-se refratirias a infecgio pela cepa LE de S.
mansoni. A geragdo F3 apresentou um indice de 1% de
positividade. Os exemplares de B. glabrata (BH), que
serviram como controle, apresentaram indices de
positividade de 64%, 75% e 40% respectivamente.

Os resultados da infecgfo individual com a cepa LE v

da geragio F3 de B. tenagophila (OB - MG), que apre-
sentou 2% de positividade siio mostrados na tabela 3.
Ainda, verifica-se que a B. glabrata (Gagé - MG) mos-
trou-se também positiva com taxa de 58%, enquanto a
B. glabrata (BH), usada como controle, apresentou um
indice de 62% de positividade.

Os moluscos esmagados ap6s 90 dias para a pesqui-
sa de esporocistos apresentaram-se negativos. Os exem-
plares de B. glabrata sem infecgéo apresentaram taxa de
mortalidade de 11% e B. tenagophila de 17% nos ex-
perimentos.

DISCUSSAO

Diferentes populagdes de B. tenagophila e B.

glabrata t8m apresentado distintas taxas de infecgéo
12,13,17,2(),23,24,25,27,28,31,32,36,411 Mas’ em tOdOS 0§ €asos, as ta-
xas de infecgdo de B. tenagophila, no campo e no labo-
ratorio, sdo menores do que aquelas observadas em B.
glabrata 31,

WARD & LEWIS # comentam que a percentagem de
planorbideos positivos para S. mansoni coletados no campo
¢ baixa. Porém, suas geragGes subsequentes mostram altas
taxas de suscetibilidade em condigGes experimentais.

No presente trabalho, utilizando-se moluscos ndo
selecionados geneticamente de uma populagido criada
em laboratério, ao contrario da B. tenagophila oriunda
de Ouro Branco, que se mostrou suscetivel ao S. mansoni
a partir da terceira geragio obtida em laboratério com
indices de 5% e 10% para a cepa SJ e 1% e 2% para a
cepa LE, a B. glabrata, da regido de Gagé, apresentou
alta suscetibilidade a cepa LE, em um Gnico experimen-
to, (58%), comportando-se semelhantemente ao grupo
controle (62%).

Em Minas Gerais a B. fenagophila tem apresentado
baixa suscetibilidade experimental e mostra-se mais
suscetivel a cepas aloctones do que autéctones, enquanto
que a B. tenagophila do Vale do Paraiba do Sul (SP,
Brasil) tem apresentado alta resisténcia a infecgdes pelas
cepas LE ¢ BH (Belo Horizonte, MG) de S. mansoni,

porém é suscetivel & linhagem simpatrica do S. mansoni
5, 18, 31, 32, 34, 37, 38, 39, 40

TABELA2

Suscetibilidade de linhagens de Biomphalaria a cepa LE (Belo Horizonte, MG) de Schist

i. Infecgdo em massa,

Procedéncia N° moluscos Periodo Y%
utilizados mortos antes de 30 dias de observagdo pré patente Positividade

B. tenagophila 50 02 30-90 - 00
Ouro Branco MG
Geragdo F1
B. glabrata BH 50 08 30-90 33 64
B. tenagophila 50 09 30-90 - 00
Ouro Branco MG
Geragio F2
B. glabrata BH 50 14 30-90 31 15
B. tenagophila 100 51 30-90 6 [}
Ouro Branco MG
Geragio F3
B. glabrata BH 100 18 30-50 36 40
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TABELA3
Suscetibilidade de lint 1s de Biomphalaria & cepa LE (Belo Horizonte, MG) de Schistosoma i. (infecgdo individual).
Procedéncia N° moluscos Periodo %
utilizados mortos antes de 30 dias de observagdo pré patente Positividade

B. tenagophila 50 02 30-90 55 02
Ouro Branco MG
Geragdo F3
B. glabrata 50 17 30-90 31 58
Gagé-MG
B. glabrata (BH) 50 06 30-90 31 62

Tais observagdes reforgam os dados obtidos por
MELQ et al. !, que testaram experimentalmente descen-
dentes (F1) de B. tenagophila de Ouro Branco, que se
mostrou refrataria a infecgfio pelas cepas LE, STe BV de
S. mansoni.

Provavelmente este mesmo fato ocorreu com CAR-
VALHO et al. > e CARVALHO & SOUZA ¢, que con-
seguiram infectar experimentalmente a B. tenagophila
de Ttajuba com a cepa SJ apos tentativas infrutiferas de
COELHO ® com a mesma espécie. Experimentos simi-
lares foram relatados por outros autores 3.

NEWTON 2 foi o primeiro a descrever a natureza
hereditaria da suscetibilidade de B. glabrata ao S. man-
soni. Posteriormente varios outros autores também ob-
servaram o envolvimento de fatores genéticos que
afetam a suscetibilidade dos moluscos  10:2430,31,32,33, 41,
SANTANA et al. 3 obtiveram populagSes de B. glabrata
e B. tenagophila altamente suscetiveis a infecgdo com as
cepas BH e SJ de S. mansoni, apds selegio de progénies
resultantes de autofecundagdo dos moluscos suscetiveis.

A positividade, em infecgdes experimentais, a par-
tir da terceira geragdo obtida em laboratério indica uma
possivel adaptagio parasito-hospedeiro invertebrado. A
B. tenagophila oriunda de Ouro Branco foi mais susce-
tivel a infecgdes com a cepa SJ do que com a cepa LE,
fato que pode indicar uma melhor adaptagio da B.
tenagophila a cepa SJ, apesar de a mesma ter sido
anteriormente mantida em B. glabrata durante varias
geragdes em laboratorio. Observa-se que mesmo nestas
condigdes nio houve alteragdo de infectividade da cepa
SJ para a B. tenagophila % 2027, 28,40,

Também ndo fica claro no presente estudo a alta
mortalidade de B. tenagophila da geragfio F3 (51%) nas
condigSes estudadas ja que controles sem infecgdo, sub-

metidos as mesmas condigdes, apresentaram mor-
talidade reduzida e o exame dos moluscos realizado no
dia seguinte a morte, revelaram-se negativos para cer-
carias e esporocistos apds esmagamento. Por outro lado,
os moluscos que apresentaram negatividade nas ge-
ragfes iniciais, ou mesmo aqueles que apds noventa
dias, estavam negativos, a procura de estagios larvarios
do parasito sempre foi negativa e que apesar de ter-se
uma maior suscetibilidade a cepa simpatrica de S.
mansoni ao molusco, verifica-se pelos dados obtidos
uma maior mortalidade para B. tenagophila oriunda de
Ouro Branco.

Além disso, os moluscos ji na terceira geragdo
apresentaram conchas com aspecto mais fragil em rela-
¢do aos coletados no Lago Soledade, indicando que
poderia estar faltando algum suprimento nutricional aos
mesmos.

Acreditamos que tais dados devam ser considera-
dos quando de estudos eco-epidemiologicos na esquis-
tossomose mansoni. De qualquer modo, varios experi-
mentos utilizando-se moluscos de area geografica dife-
rente, podem apresentar-se negativos para linhagens
especificas do parasito ou mesmo ocasionar a morte dos
moluscos em grande percentagem 6.

Por outro lado, mesmo apresentando baixa taxa de
infecgdio experimental em relagdo a cepa LE a B. fena-
gophila fol suscetivel, o que aumenta a preocupagiio em
relagdo a sua expansdo em Minas Gerais, pois existe a
possibilidade da B. tenagophila tornar-se um transmis-
sor secundario da esquistossomose & %2,

A B. glabrata oriunda de Gagé comportou-se seme-
lhantemente ao grupo controle submetido a mesma li-
nhagem de S. mansoni o que reforga os dados anterior-
mente obtidos por DIAS et al. ¥ bem como o compor-
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tamento de B. glabrata em nosso Estado, na maioria dos
casos sempre relacionada com focos ativos de trans-
missdo da esquistossomose.

SUMMARY

Susceptibility of Biomphalaria tenagophila and
Biomphalaria glabrata from the same region to two
Brazilian strains of Schistosoma mansoni.

B. tenagophila snails from Ouro Branco, MG,
showed positivity for S. mansoni, with infection rates of
5%, 10%, (SJ strain), and 1% (LE strain) using a pool
of miracidia. The mollusks were found to be susceptive
from the 3™ generation reared in laboratory onwards.

The B. tenagophila (OB, MG) when individually
exposed to 10 miracidia, showed infection rate of 2% for
LE strain.

B. glabrata snails from Gagé, MG, showed a
positivity rate of 58% for S. mansoni (LE strain), under
experimental conditions.

The B. tenagophila from Cabo Frio, RJ and B.
glabrata from Belo Horizonte, MG used as a control for
SJ strain showed infection rates of 47% - 85% and 36%
respectivily. For the LE strain, B. glabrata (BH, MG)
used as control showed infection rate of 40% - 75%.
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