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Estudou-se o comportamento de amebécitos de Biomphalaria tenagophila infectadas por
Schistosoma mansoni, por outros Digenea e a resisténcia & superinfecgfo, presente em infecgdes
mistas. Foi verificada a atividade fagocitdria dos amebécitos, o nimero destas células circulantes, a
reagio amebocitdria nos tecidos, o perfil eletroforético da hemolinfa, além da reagdo de
imunodifusdo. Concluiu-se que moluscos infectados por outros Digenea apresentam resisténcia 2
superinfecgdo por S. mansoni, sendo que os amebécitos parecem ndo ter participagdo direta na
destrui¢@o dos esporocistos de S. mansoni nesta eventualidade. Nos moluscos infectados observou-se
maior mimero de amebdcitos circulantes e aumento de capacidade fagocitaria destas células.

Descritores: Biomphalaria, parasitologia. Schistosoma mansoni.

Introdugéo

A grande maioria das investigagBes sobre a es-
quistossomose mansdnica na regido Neotropical
utiliza a Biomphalaria glabrata como modclo de
agente transmissor, provavelmente porque este
molusco ajustou-se muito bem & condig¢do de vetor
do Schistossoma mansoni na América do Sul e no
Caribe. Poucas investigacGes t&m sido realizadas
utilizando Biomphalaria tenagophila ou Biompha-
laria straminea.

Tanto no campo (Magalhdcs?’) como em labo-
ratério (Magalh@ies?®), B. tenagophila mostrou-s¢
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pouco susceptivel a infecglo esquistossomotica,
apresentando, além de baixa taxa de infecgio,
ndmero médio reduzido de cercdrias por molusco,
provavelmente devido a eficiéncia dos mecanismos
de defesa do molusco (Guaraldo e col.'6, 1981).

Além de ter de vencer a resisténcia natural 2 in-
feccdo oferecida pelo molusco, as larvas de S.
mansoni podem enfrentar outros fatores que se in-
terpbem ao seu desenvolvimento no interior do
hospedeiro intermedidrio. Lim & Heyneman?!
(1972), referiram a existéncia de competigio entre
larvas de diferentes digenéticos no interior de mo-
luscos planorbideos. Esta competi¢do poderia
ocorrer por dois mecanismos: direto - predacio
por rédias que se alimentariam de esporocistos ou
cercdrias rivais; e indireto - elaboragio de
substancias téxicas as outras larvas, luta por
espago vital, competi¢io alimentar, mecanismos
imunolégicos e perturbagdes no equilibrio hospe-
deiro-parasito.

Ratchiffe ¢ col.3% (1985) assinalaram o papel
dos mecanismos de defesa celular ¢ humoral pre-
scntes nos moluscos. A defesa celular € mediada
por amebdécitos da hemolinfa e inclui processos de
fagocitose, formagdo de granulomas, coagulagio
de hemolinfa e cicatrizagfo. A defesa humoral in-
clui a presenga ¢ a agio de lisinas, aglutininas, fa-
tores antimicrobianos ¢ substincias com agfo se-
melhante as linfocinas. Em gastrépodos a resposta
cclular foi demonstrada por Standen®” (1952),
Cheng e col.!2 (1970), Tripp*® (1970), Michel-
son3! (1975) e Abdul-Salam e Michelson! (1980).
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Em 1961 e 1970, Tripp*1#® verificou em B. gla-
brata a capacidade dos amebdcitos de distingui-
rem material "préprio” do "ndo-proprio”. Esses
moluscos aceitaram implante de tecido homélogo,
porém rejeitaram tecido heter6logo.

Mecanismos humorais estudados por Mackin?
(1961), Feng!4 (1962) ¢ Michelson3® (1963), reve-
laram fatores biologicamente ativos da hemolinfa
que funcionalmente simulavam anticorpos. Varios
fatores ativos da hemolinfa foram identificados
como opsoninas que iniciariam ou facilitariam o
processo de fagocitose (Tripp*2, 1966).

Lie e col.!? (1976) assinalaram resist2ncia ad-
quirida em B. glabrata a infecgdo por S. mansoni.
Bayne e col.” (1984) verificaram a presenga de re-
ceptores especificos para esporocistos primérios
de S. mansoni em amebécitos de B. glabrata.

A verificagfio de antagonismos entre larvas de
Digenea que parasitam um mesmo molusco tem
sido assinalada no Brasil (Machado ¢ col.25:26,
1987, 1988). Esse fato tcm importincia epidemio-
légica como assinalaram Lim e Heyneman?!
(1972), sugerindo que esses {endmenos competiti-
vos fossem utilizados no combate ao S. mansoni
no campo. Para isso scriam utilizados larvas de
digenéticos rivais que predariam ou destruiriam os
esporocistos ou cercirias de 8. mansoni,

No presente trabatho avaliou-se a atividade fa-
gocitdria dos amebécitos nos moluscos parasita-
dos,.a formagfo de reagBes amebocitdrias em tor-
no das larvas infectantes, além da determinagfio do
nimero de amebdéeitos na hemolinfa ¢ a andlise da
imunodifusfio e da imunoeletroforese da hemolin-
fa dos moluscos.

Material e Método
Procedéncia dos moluscos

Os 2.243 cxemplares de B. tenagophila utiliza-
dos foram provenicntes de Louveira, SP, capturados
cm tanques de piscicultura, Esse local nunca [oi
apontado como foco de esquistossomose. Em alguns
experimentos, por motivos de planejamento, utiliza-
ram-sc 68 exemplares de B. tenagophila, nascidas e
criadas em laboratdrio, descendentes de exemplares
coletadosno Valc doRio Paraibado Sul, SP.

Verificagdo da taxa de infec¢do natural

Apés a captura os moluscos foram expostos A
luz ¢ ao calor para a climinagiio de cercdrias
(Pellegrino e col.*, 1955). Tal exposigfio foi repe-
tida a cada 4 dias por um periodo de 60 dias. Os
exemplares que nfio climinaram cercdrias durante
esse periodo e ndo apresentaram sinais visiveis de
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esporocistos & lupa estereoscépica, foram conside-
rados livres de infec¢fio. As cercérias foram iden-
tificadas pelo critério adotado por Machado e
col. (1987), sendo os moluscos infectados sepa-
rados por grupos, conforme o tipo de cercéria
eliminada. Os moluscos foram mantidos em fras-
cos com dgua sem cloro e alimentados com alface.

Constitui¢do dos grupos de moluscos

Grupo A - Moluscos B. tenagophila capturados
em Louveira, SP

1A - Moluscos livres de infecgfio por digenéticos.

2A - Moluscos infectados por furcocercérias lon-
gifurcadas sem ocelos.

3A - Moluscos infectados por furcocercérias lon-
gifurcadas com ocelos.

4A - Moluscos infectados por equinostomo-
cercdrias,

SA - Moluscos infectados por xifidiocercdrias,

6A - Moluscos naturalmente infectados por fur-
cocercérias longifurcadas sem ocelos ou por
equinostomocercarias ou ainda por xifidio-
cercdrias e superinfectadas por S. mansoni.

GrupoB - B.tenagophila nascidosem laboratério

1B - Moluscos livres de infecgiio.
2B - Moluscos infectados experimentalmente
por §. mansoni.

Infeccdo experimental de B. tenagophila por S.
mansoni

A infecgfio dos planorbideos em laboratério foi
rcalizada pela técnica de Standen37? (1952). Os mo-
luscos foram infectados pela linhagem SJ de S.
mansoni. Os miracidios foram obtidos de ovos de
fezes de camundongos Swiss SPF. Os moluscos
destinados a eliminagfo de cercdrias foram expos-
tos, isoladamente, a 10 miracidios, ¢ os destinados
a observagiio histol6gica, a 100 miracidios.

Exame histopatolégico dos moluscos

Exemplares de B. tenagophila naturalmente in-
fectados por furcocercérias longifurcadas sem oce-
los ou por equinostomocercérias ou ainda por xifi-
diocercérias foram submetidos, individualmente, a
superinfecgio com 100 miracidios de S. mansoni
SJ e sacrificados por imersfio em fixador Bouin
alcoélico 24, 48 ¢ 72 horas ap6s a superinfecgio.

Ulilizaram-se 4 moluscos para cada tipo de
infecgfio. As pegas foram submetidas a cortes
scriados com 7 pm de espessura e coradas pelo
Tricrdmico de Gomori.
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Obtengdo e armazenamento da hemolinfa

A hemolinfa foi colhida na regido céfalo-podal
do molusco, por rompimento do tcgumento com
estilete, recolhendo-se com pipeta Pastcur, 0 ma-
terial extravasado. Foram utilizados moluscos de
9 a 12 mm de didmetro ¢ o volume obtido foi de
20 a 30 ! de hemolinfa por espécime. Para ob-
tengdo de hemolinfa livre de células, foi a mesma
submetida A centrifugagfio a 800g, por 10 min. A
hemolinfa colhida dos moluscos dos grupos A ¢
B foi utilizada para a dosagem de proteinas, con-
tagem de amebdcitos, ensaios de fagocitose e
testes imunolégicos.

Teor protéico da hemolinfa

As concentragdes protéicas da hemolinfa foram
estudadas utilizando-se os métodos de Biureto
(Weichselbaum* (1946) ¢ Lowry ¢ col.? (1951).
modificado. O método de biureto foi utilizado
quando a hemolinfa foi proveniente de trés "pools”
de 30 moluscos constituidos de: 1) B, tenagophila
de laboratério livres de infecgfio (controle) - 2) B.
tenagophila do campo livres de infecgdo (con-
trolc) ¢ 3) B. tenagophila de laboratério infectadas
por S. mansoni. O método de Lowry ¢ col?
(1951), foi utilizado para hemolinfa fresca, colhida
individualmente de exemplarcs de: B. tenagophila
do campo livres de infecgio; B. tenagophila do
campo infectadas por furcocercdrias; B. tenagophi-
la do campo infectadas por xifidiocercérias e B. te-
nagophila do campo infectadas experimental-
mente com S. mansoni.

Obtengdo de soro imune de coelho, anti-B.
tenagophila do campo livre de infeccio por
digenéticos

O csquema de imunizagiio adotado foi o de
Oliveira3? (1975) modificado. Foi injctada em coc-
Tho, hemolinfa de moluscos de campo livres de in-
fecglio por digenéticos, centrifugada a 17.000g, por
2 min, As duas primeiras inoculagdes foram [citas
nos ganglios poplitcos, com intervalo de 30 dias. A
hemolinfa, em concentragiio protéica de 10mg/ml,
foi cmulsionada com adjuvantc complcto de
Freund, utilizando-se um volume total de 1ml dessa
concentragdo em cada inoculaglio. Apds 15 dias da
scgunda inoculagdo, fez-se uma séric de quatro
injegBes subcutineas no dorso do animal, em inter-
valos semanais. Nessas inocula¢Bes a hemolinfa
ndo foi emulsionada com adjuvante complcto de
Frcund e a concentrag@io protéica foi de Smg/ml.
Foram rcalizadas sangrias no coelho nos intervalos
das injeg8es para verificagfo, por imunodifusiio ra-
dial, do titulo de anticorpos produzidos.
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Imunodifusdo radial dupla

Os experimentos de imunodifusdo foram reqli-
zados em gel de 4gar a 1% em solugdo salina
0,15M, segundo indicagbes de Ouchterlony®
(1958). A difusio ocorreu em temperatura am-
biente por 30 a 40 h. Por meio da preciplfaqﬁo de
agregados antigeno-anticorpo, foi analisado o
perfil da hemolinfa (Ag) frente ao soro imune do
coclho (Ac) anti-hemolinfa. A coloragio das
l4minas fez-se pelo Coomassie-Blue. Foram utili-
zadas nas preparagBes somente hemolinfa dos
grupos de B. tenagophila, capturadas no campo
em Louveira, SP.

Eletroforese e imunoeletroforese

Foi utilizada a técnica de eletroforese ¢ imunoe-
letroforese unidimensionais (Grabar & Burtin!5,
1964), utilizando-se liminas de 10x10cm com a-
garose a 1% em tampao barbital 0,05M, pH 8,6. A
eletroforese foi realizada a 4°C, por 2 h com gra-
dicnte de potencial de 6V/cm. Logo apds a corrida
eletroforética, efetuou-se a imunodifusio dos com-
ponentes separados frente a soro imune de coelho,
em camara (imida, a temperatura ambiente, por 30
a 40 h. A coloragiio {cz-se por Coomassic-Blue.

Foi estudada a hemolinfa de moluscos captura-
dos no campo, parasitados ¢ niio parasitados por
trematddeos.

Contagem de amebécitos de hemolinfa

A contagem foi realizada utilizando-se cimara
de Neubaucr. Algumas contagens foram feitas em
hemolinfa colhida de um "pool" de cinco molus-
cos, € em outras ocasides as determinagGes foram
individuais. Foi utilizada hemolinfa colctada na
regido céfalo-podal de moluscos com 10 a 12mm
dc didmetro, Os exemplares destinados a essc estu-
do foram B. tenagophila de campo, livres de in-
fecgfio; B. tenagophila infectadas por furco-
cercérias sem occlo; B. tenagophila infectadas por
xifidiocercdrias; e B. tenagophila infcctadas expe-
rimentalmente com S. mansoni.

Avaliacdo quantitativa da fagocitose

A capacidade de fagocitose dos amebécitos de
hemolinfa fresca dos moluscos foi avaliada frente
a eritréeitos de carneiro formolizados. Para a rcali-
zagdo dos ensaios "in vitro", tomou-se como basc
a técnica de Abdul-Salam & Michelson! (1980). A
formolizagao de eritréeitos de cameiro, suspensos
em Alsever, fez-se ap6s lavagens com PBS pH
7,0, adicionando-se a seguir 10 volumes de formol
3% a papa de eritr6eitos. Deixou-se a mistura por
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24 h em agita¢do na geladeira. Novas lavagens em
PBS e MEM (meio de Eagle) foram executadas. A
suspensdo foi ajustada para 7 x 10* cels/mm3. Para
o preparo de monocamadas, a hemolinfa dec um
"pool" de 10 moluscos com 9 a 12mm de didimetro
foi acondicionada em tubo de ensaio ¢ mantida em
banho gelo até sua utilizagfo. Colocou-se 25ul de
hemolinfa sobre laminulas de vidro e incubou-se
em cimara Gmida por 20 min a 22°C. Por incli-
nagiio das laminulas, a hemolinfa foi removida,
obtendo-se uma camada de amebdcitos firme-
mente aderida. Para os ensaios de fagocitose de
eritr6eitos, as monocamadas foram cobertas com
25 de suspensdo de eritrécitos de carneiro for-
molizados. Fez-se incubagdo em cimara timida
por uma hora a 22°C. Ao final, os eritr6citos em
excesso foram removidos por lavagem em MEM
pH 7,5. As laminulas foram fixadas com dlcool
metilico por 5 min, coradas com Giemsa 1:5 e
montadas em 1aminas para microscopia. O grau de
fagocitose foi determinado pela contagem ao
acaso de um minimo de 200 amebdcitos em cada
monocamada, utilizando-se para tanto micros-
cépio Optico. A capacidade de fagocitose dos
amebdcitos foi avaliada nos grupos B. tenagophila
de campo, livres de infecg3o, infectada por furco-
cercdrias sem ocelo, infectadas por xifidio-
cercdrias e B. tenagophila de campo infectadas ex-
perimentalmente com S. mansoni,

Andlise estatistica

Utilizaram-se métodos cstatisticos para andlis¢
dos valores obtidos nas dosagens protéicas de he-
molinfa, nas contagens de células "sprecdings” da
hemolinfa fresca e na avaliagio quantitativa da
fagocitose. A andlise desscs fatores foi efctuada
pclo teste de Student ¢ pela andlise de varincia
(testes de Bartlet, Cochran ¢ Tukey). Para algumas
situagdes optou-se por testes ndo paramétricos,
como os festes de Kruskal-Wallis ¢ Maun-
Withney (IJ test) (Roscoe?6, 1975). Muitos valores
exigiram transformagdes matemdticas, ou scja,
foram normalizados para screm usados no teste de
Tukey (Campos!3, 1979).

Resultados
Taxa de infecgdo natural dos moluscos

A taxa dc infecglio natural dos moluscos
(Tabela 1) foi calculada para os quatro tipos de
cercdrias encontradas: furcocercdrias longifurca-
das scm ocelos, furcocercérias longifurcadas com
occlos, equinostomocercdrias ¢ xifidiocercérias.
Nio foram constatadas infecgbes concomitanics
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Tabela 1. Nimero de exemplares de B. tenagophila por
tipos de cercérias e taxa de infecgéo natural.

Tipos de cercéria Numerode  Percentual de
exemplares infeccio

Furcocercérias

longifurcadas sem ocelos 122 5,4
Furcocercérias

longifurcadas com ocelos 11 05
Equinostomocercarias 7 0,3
Xifidiocercarias 62 2,8

por mais de um tipo de cercdria. Em 2.041 e-
xemplares n3o foi observada eliminagiio de
cercdrias,

Reagdes teciduais e presenca de larvas nos
tecidos dos moluscos

Nos cortes histolégicos foram observados espo-
rocistos, rédias e cercdrias. A superinfecgo por S.
mansoninio determinou a destrui¢fo ou aparadado
crescimento das larvas de outros trematédeos que
anteriormente parasitavam os moluscos, tendo sido
encontrados esporocistos integros contendo furco-
cercdrias, equinostomocercdrias ¢ xifidiocercérias.
Nos exemplares superinfectados por S. mansoni, os
esporocistos de §. mansoni foram destruidos, apre-
sentando-se como uma massa amorfa, sem células
individualizadas. Em torno das larvas destruidas
ndo foram observadas reages amebocitdrias.

Observagoes referentes a hemolinfa

Os resultados referentes a dosagens de protefna
(Tabela 2) mostraram uma diferen¢a altamente
significativa entre o grupo de moluscos capturados
no campo ¢ o grupo nascido e criado no labo-
ratério, infectados e ndo infectados.

A infecgdo por digenéticos ndo altcrou o valor
protéico na hemolinfa,

Tabela 2. Dosagem de proteina total da hemolinfa de
B. tenagophila.

Procedéncia dos moluscos Método  Dosagem
{mg/ml)

Do campo, livres de infecgéo Biureto 36,32 2,72

Dolaboratério, livres de infecgfio  Biureto 48,56 7,36

Do laboratério, infectados por

S. mansoni Biureto 44,97 5,77

Do campo, livres de infecgéo Lowry 27,86 6,41

Do campo, experimentalmente

infectadas por S. mansoni Lowry 33,90 2,40

Do campo, infectados por

furcocercarias sem ocelos Lowry 25,09 4,63

Do campo, infectados por

xifidiocercérias Lowry 27,88 1,21
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Contagem de amebdcitos e avaliagdo da
fagocitose

As contagens de amebécitos foram feitas indi-
vidualmente por molusco (Tabela 3) e em "pool"
de 5 moluscos (Tabela 4). Todos os exemplares e-
xaminados foram moluscos capturados no campo.

Os dados da Tabela 4 mostram que houve au-
mento significativo do nimero de amebdcitos nos
moluscos infectados por digenéticos. Os moluscos
infectados por xifidiocercdrias foram os que apre-
sentaram maior niimero de amebdcitos circulantes.

Tabela 3. Nimero médio de amebécitos na hemolinta
fresca, sem diluigdo, feita individualmente em exem-
plares de B. tenagophila.

Procedéncia do molusco N2 de células
"spreading/mm3"

Do campo, livres de infecgéo 17 8,60

Do campo, infectados

evperimentalmente por S. mansoni 22 12,10

Tabela 4. Nimero médio de amebdcitos em "pool” de he-
molinfa fresca, de B. tenagophila.

Procedéncia do molusco N2 de células
*spreading/mm>*

Do campo, livres de infecgdo 17 1,29

Do campo, experimentalmente

infectados por S. mansoni 21 2,08

Do campo, infectados por

furcocercérias 21 0,95

Do campo, infectados por

xifidiocercérias 22 0,95

A capacidade de fagocitose apresentada pelos
amebdcitos foi maior nos grupos infectados por tre-
matédeos digenéticos, excluindo-se S. mansoni. O
grupo que aprescatou maior capacidade de fagoci-
tose foi o infectado por xifidiocercarias (Tabela S).

Tabela 5. Taxa de fagocitose dos amebdcitos da hemo-
linfa de B. tenagophila frente a eritrécitos de carneiro for-
malizados.

Procedéncia dos moluscos Fagocitose x*
(%)

Do campo, livres de infecgdo 59,4 598 50,452

Do campo, experimentalmente

infectados por S. mansoni 60,0 1,58 50,768

Do campo, infectados por

furcocercérias 76,4 4,77 65,874

Docampo, infectados por

xifidiocercarias 83,2 3,11 61,23

Todos os valores foram significativos ao nivel de 0,1%
pelo teste de Tukey.

* A média representa os valores transformados pela
férmula: x+0.5
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Teste imunolégicos

Todos os testes imunolégicos foram realizados,
pelo menos, em triplicatas,

A hemolinfa de B. tenagophila foi um
antigeno adequado para a preparagio de soro
imune em coelhos. O exame de imunodifusfio
mostrou tituio de 1:4, 40 dias apés a primeira i-
noculagfio nos ganglios popliteos do animal, sen-
do logo apés iniciadas as inoculagdes no dorso.
No final do esquema de imunizagfio, o titulo ob-
tido foi de 1:32.

Utilizando-se o teste de precipitagio em gel de
Agar, verificou-se que houve uma identidade total
entre os antigenos de todas as amostras analisa-
das. Os sistemas antigeno-anticorpo ao reagirem
originaram, pelo menos, 3 bandas de precipitacfo
muito nitidas. Como niio se observaram dife-
rengas antigénicas entre a hemolinfa do grupo de
camundongos do campo infectados e livres de in-
fecgfio, observou-se identidade total das linhas de
precipitagiio.

O perfil imunoeletroforético foi obtido dos
varios grupos experimentais. A migragio das
proteinas foi em diregfio ao pélo catédico. Nas
preparagbes a fresco, nas amostras de hemolinfa
dc B. tenagophila livres de infecgdo, foi encon-
trada uma banda nue, préximo ao pogo central
que migrou em diregdo ao pdlo anédico. Esta
banda, entretanto, foi removida facilmente pela
lavagem do gel em salina, antes da secagem ¢
coloragfo.

Foram encontradas na hemolinfa de B. tenago-
phila livre de infecgdo, linhas de precipitagio, sen-
do uma deslocada para o pélo anddico, uma junto
ao préprio pogo de depésito da amostra, duas
préximas ao pogo em dire¢io ao pblo catédico ¢
uma Wdltima, muito densa, deslocando-se rapida-
mente, tendo percorrido maior distincia em
diregfio ao pélo positivo. :

Quando se submetcu a hemolinfa de B. tenago-
phila infectada por furcocercérias & imunocletrofo-
rese obtiveram-s¢ 4 linhas deslocando-se ¢m
dire¢3o ao pblo positivo. Entre clas, uma mais
forte e densa, deslocou-se mais rapidamente.

Também foram vistas 4 linhas de precipitagiio
quando se utilizou hemolinfa de B. tenagophila in-
fectada por S. mansoni, uma delas apresentando-sc
muito densa e migrando rapidamente.

Na hemolinfa de B. tenagophila infectada por
xifidiocercérias, detectaram-se 3 linhas de precipi-
tacdo deslocando-se em diregfio ao pélo positivo,
sendo que a de maior densidade migrou mais ra-
pidamente.

Provavelmente, em todos os testes, a banda
mais densa abrigava vérios agregados antigeno-
anticorpo sobrepostos.
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Discusséao

Virios autores verificaram resisténcia 2
infecgio em moluscos sensibilizados por in-
fecgdes prévias. Sullivan e col*% (1982) indica-
ram indugo de resisténcia adquirida em B. gla-
brata sensibilizada por miracidios irradiados de
Ribeiroia marini, tendo estes moluscos adquirido
resisténcia 2 reinfec¢fo quando expostos a mi-
racidios nfo irradiados. Essas larvas foram
destruidas por amebdécitos, tendo havido aumento
do nimero dessas células. Jourdane & Mounkas-
sal? (1986) descreveram competicio intra-
especifica entre os esporocistos primdrios de S.
mansoni ¢ de Echinostoma caproni, quando coa-
bitavam com B. pfeifferi. Houve degeneragio de
uma geracio significativa de esporocistos
primérios de S. mansoni, sendo que a fragfio
restante migrou para fora de seus microbiétopos
preferidos, provavelmente para locais nfio imu-
nologicamente ativos.

Nos exames histopatolégicos verificou-sc nas
superinfecgdes total degencragfio dos esporocistos
primérios dc S. mansoni, tendo os esporocistos de
todas as outras espécies de digenéticos permanccei-
do integros. Houve evidentemente protegfio a su-
perinfecgfo por S. mansoni.

Lic ¢ col.?® (1980) descrcveram as rcagdes te-
ciduais induzidas por S. mansoni em B. glabrata
susceptiveis, expostas previamentc a miracidios
mediados de E. paraensei, ¢ notaram csporocistos
dc §. mansoni degencrados sem reaglio amcbo-
citdria ou com nimero muito reduzido dessas cé-
lulas presas aos esporocistos. Constatou-s¢ a au-
séncia de rea¢io amebocitdria aparente em tormo
dos esporocistos destruidos de S. mansoni em to-
das as superinfccgBes realizadas, o que pode sig-
nificar a acfio de fatores humorais na destrui¢fio
do parasito. Bayne e col.>6 (1980) rclataram que
fatores na hemolinfa (excluindo-se as células) de
B. glabrata estariam envolvidos na destruicio dos
parasitos pclo hospedeiro intermedidrio. Loker &
Bayne?? (1982) demonstraram em estudos "in vi-
tro" com B, glabrata componentes da hemolinfa
(fatores humorais ou fatores do plasma) de exem-
plarcs resistentes que destrufram esporocistos de
S. mansoni quando incubados com o parasito.
Bayne ¢ col.® (1985) postularam que os compo-
ncntes do plasma que medeiam a defesa celular
cm B, glabrata sdo aglutininas com conformagiio
molccular especifica ¢ que reconheceriam dife-
rengas entre espécies  distintas de  caramujos.
Bayne ¢ col.? (1986) demonstraram aglutininas na
resposta de defesa dos moluscos com papel
opsonico na fagocitose "in vitro",

Loker & Hertel?® (1987) evidenciaram dife-
rengas na quantidade de proteina total na hemo-
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linfa de B. glabrata, parasitado por E. paraensei,
sendo que esse valor aumenta muito nos caramu-
jos susceptiveis. Nos exemplares nfo infectados,
o valor protéico foi maior que nos exemplares
infectados por §. mansoni. Quando se comparou
com moluscos capturados no campo, os molus-
cos nascidos ¢ mantidos em laborat6rio, apresen-
taram valores maiores de proteinas na hemolinfa.
Tal situagdo, talvez deva-se a fatores como ali-
mentacio ¢ confinamento. Entre 0s grupos captu-
rados no campo, verificou-se ndo haver diferenga
significativa entre eles, no que se refere ao teor
protéico da hemolinfa, quer estejam ou nfo para-
sitados por trematédeos digenéticos. Provavel-
mente em B. tenagophila os valores de proteina
na hemolinfa podem variar em razio da linha-
gem dos caramujos e da época de infecgdo. Estu-
dos complementares poderio confirmar ou nio
esta hipétese.

Os presentes resultados na contagem  de
amcbdcitos na hemolinfa (amebdcitos circulantes)
mostraram-s¢ concordantes com os assinalados
por Sumpe & Gilbertson3 (1980). Esses autores
definiram que granulécitos (células fagocitica-
mente ativas) expressaram aumento em ndmcro
nos moluscos B. glabrata parasitados por §. man-
soni, ¢cm relagio aos controles sem infecgdo.
Verificou-s¢ "in vitro" a atividade de fagocitosc
aumentada nos grupos infectados. Hipoteti-
camente pode-se admitir que o parasitismo ative
as células fagociticas, ja que se sabc por Cheng &
Schocnberg!!  (1980), que essas células sdo
dependentes de  fatores quimiotdxicos ou de
fatores de reconhecimento, e que o ndmero partici-
pantc dessas células na ingesto de particulas é de
30 a 100% (Anderson & Good?, 1976). Os
trabalhos de Yoshino®® (1982), Abdul-Salam &
Michelson? (1983), Bayne e col.” (1984) e Knapp
e col.!® (1987) assinalaram os seguintes fatos:
esporocistos sfio encapsulados e mortos por
células semelhantes a macréfagos, os deter-
minantes da superficie dos amcbéeitos sfio modu-
lados por lectinas; antigenos de S. mansoni reagem
com amebdcitos de B. glabrata e com receptores
especificos para S. mansoni nos amebdécitos de B,
glabrata.

Através da imunodifusio ¢ da imunocletrofo-
rese, vérios trabalhos contribuiram para a diferen-
ciaglio taxondmica de caramujos de importincia
médica (Bailcy ¢ col?4, 1986); demonstraram gli-
coprotcinas aglutinantes em B. glabrata para o
sistema ABO humano (Stanislawsky e col.%,
1976) e revelaram varicdades de peptidcos em
exemplares susceptiveis ¢ resitentes da espéceic B.
glabrata (Bayne e col., 1986). Bayne ¢ col.!
(1987) verificaram em B, glabrata que muitas
macromoléculas componentes da hemolinfa sio
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glicoprotcinas ¢ a ampla maioria dos determi-
nantes antigénicos sio carboidratos. Loker &
Hertel?? (1987) verificaram que componentes da
hemolinfa de B. glabrata cxibiam alteragdes mo-
leculares quantitativas ¢ qualitativas reveladas por
SDS-PAGE*. Pelo perfil eletroforético obtido da
hemolinfa dos moluscos infectados pelos dife-
rentes tremat6deos, foram encontradas alteragBes
que mostraram caracteristicas especificas de cada
diferente tipo de infec¢@o. A coloragfo efetuada
indicou a natureza protéica das bandas encontra-
das no gel. As imunodifusdes ¢ imunoecletrofore-
scs permitiram afirmar que héd diferencas quali-
tativas e quantitativas na hemolinfa de B.
tenagophila do campo, parasitadas quando com-
paradas com a hemolinfa dc moluscos do grupo
controle, livres de infecgio.

Como ocorre com qualquer animal capturado
no campo, ndo se pode descartar a eventualidade
dc infecgBes prévias, jd curadas, por outras espé-
cics ou mesmo infecgdes abortadas. Esta é uma li-
mitagio do experimento que se acredita nfio scr
muito relevante nos moluscos, pelo fato destes ani-
mais nfo aprescntarcm mecanismos imuncs tfio
apcrleigoados como o dos vericbrados.

Conclusdes

Biomphalaria tenagophila capturadas no cam-
po, cm tanques de piscicultura, foram encontradas
parasitadas, sempre em infecgfo tnica, por furco-
cercdrias longifurcadas sem ocelo, furcocercdrias
longifurcadas com ocelo, equinostomocercarias ou
xifidiocercdrias.

Excmplares de B. tenagophila naturalmente
parasitados por trematédeos ¢ superinfectados ex-
perimentalmente por S. mansoni mostraram-sc re-
sistentes ao desenvolvimento de esporocistos de S.
mansoni.

Nos moluscos supcrinfectados com S. manso-
ni nio foram cncontradas reagbces amebocitdrias
em torno dos esporocistos degenerados de S.
mansoni. Essas observagles sugerem -que ndo
houve participagdo dircta dos amebécitos na
destruicfio da larva de S. mansoni ¢ que possi-
velmente fatores da hemolinfa (excluindo-se as
células), estariam cnvolvidos na destrui¢io do
parasita.

Os valores de proteinas totais de hemolinfa
mostraram-s¢ maiores nos moluscos B. tenago-
phila sem infec¢io mantidos em laboratério,
quando comparados com os capturados no cam-

* "Sodium dodecyl sulphate - polyacrylamide gel electro-
phoresis™.
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po livres de infecgfio por trematédeos. Esses va-
lores ndo estdio aumentados nos caramujos de
campo naturalmente parasitados, ou mesmo nos
caramujos experimentalmente infectados com S.
mansoni.

O nidmero de amebdcitos da hemolinfa estava
elevado em todos os grupos de moluscos infec-
tados.

Foi observada maior atividade fagocitdria dos
amebdcitos recothidos dos caramujos parasitados,
principalmente dos parasitados por xifidio-
cercarias.

Na hemolinfa dos vérios grupos estudados
houve identidade antigénica total. As imunodi-
fusdes mostraram ao menos 3 linhas de precipi-
tagfo, formando 3 sistemas diferentes.

Os resultados obtidos na imunoeletroforese per-
mitem afirmar que existem diferengas qualitativas
e quantitativas na hemolinfa dos moluscos parasi-
tados com rclagio aos ndo parasitados. As dife-
rengas pareccm ter caracteristicas especificas de-
pendentes do tipo de infecgfo apresentada.

BALAN, D. de S.L. et al. [Immunological and parasito-
logical aspects of Biomphalaria tenagophila infected by
Schistosoma mansoni and other Digenea). Rev. Saiide
Piblica, 27: 421-9, 1993. The behavior of Biomphalaria
tenagophila amoebocytes was studied in infections pro-
duced by Schistosoma mansoni and other Digenea. The
resistance to superinfection was also verified in mixed
infections. Data on amoebocyte phagocytic activity, on
the number of amoebocytes in hemolymph, and on
amoebocyte tissue ractions were obtained and eletropho-
retic and imunodiffusion examinations of the hemo-
lymph were carried out. It was concluded that the snails
infected with Digenea show resistance to superinfection
with S. mansoni. Apparently sporocysts are not de-
stroyed by the action of amoebocytes. An increase in
amoebocyte phagocytic activity was discovered in in-
fected snails. Immunoeletrophoresis shows quantitative
and qualitative differences in the hemolymph of the
infected snails.

Keywords: Biomphalaria, parasitology. Schistosoma
mansoni.
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