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RESISTENCIA DE BIOMPHALARIA GLABRATA A
INFECCAO PELO SCHISTOSOMA MANSONI-VARIACOES
NO PERIODO PRE-PATENTE E NA COMPATIBILIDADE

Carlos Tito Guimaries, Delza de Moura Soares,
Zilton de Araiijo Andrade e Cecilia Pereira de Souza

Biomphalaria glabrata de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, criada no
laboratorio, apresenta 90% de taxa de infeccdo com 20 miracidios da cepa LE,
autoctone. O periodo pré-patente normal varia de 5 a 7 semanas enquanto 5 a 10% dos
moluscos expostos ndo eliminam cercarias. Os descendentes de exemplares negativos
Sforam novamente submetidos a infeccdo individual com 20 miracidios. A média de
infeccdo da Fi4 a Fx foi de 43,6%. Cortes bistologicos de moluscos da Fi» Fi4 e Fys
mostraram reagoes teciduais nos exemplares eliminando menos de 10 cercdrias. Um
periodo pré-patente prolongado, 17 a 32 semanas, foi observado em 35 (17,9%) dos 195
exemplares infectados. Os indices de cercarias da Fqp, Fy3 e Fis5 baixaram de
extremamente compativeis (classe VI) para muito compativeis e compativeis (classes V e
11D mostrando a compatibilidade menor dos moluscos selecionados.
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A importincia de Biomphalaria glabrata
como hospedeira intermediaria de Schistosoma
mansoni no Brasil &€ bastante conhecida e
alguns estudos tém demonstrado a sua alta
suscetibilidade e compatibilidade a infeccao
com esse parasital6, Entretanto, existem
populacdes dessa espécie pouco suscetiveis ao
parasita e alguns aspectos da evoluc¢io parasitaria
nesses moluscos com excecao das reacdes
histopatologicas> 6 7 sio pouco conhecidos.

Richards e cols13 verificaram em moluscos
pouco suscetiveis a presenca de esporocistos
com localizacdo ectopica na regido cefalopodal
e a ocorréncia de eliminacdo tardia de cercarias
nessa regido. Lewis e cols4 observaram em
descendentes de cruzamento de moluscos
resistentes e suscetiveis, um retardo de até 10
meses no periodo pré-patente da infeccio com
S. mansoni.

No presente trabalho, procurou-se através
de infeccdes repetidas selecionar individuos
resistentes de uma populacio suscetivel e
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estudar a estabilidade da resisténcia em geracdes
subsequentes para conhecer melhor alguns
aspectos da evolucao parasitaria nesses moluscos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados exemplares de B. glabrata
criados no laboratério, descendentes de
caramujos coletados no Barreiro de Cima (Belo
Horizonte, MG, Brasil). Esses moluscos sdo
mantidos no Laboratorio de Malacologia do
Centro de Pesquisas "René Rachou" ha mais de
20 anos. A cepa de S. mansoni utilizada foi a
LE de Belo Horizonte, mantida no laboratorio
ha mais de 20 anos

De um grupo de 400 exemplares submetidos
a infeccdo em massa com S. mansonil8 e
reinfeccdo com um total de 116 miracidios por
caramujo, em fevereiro de 1990 foram
selecionados 8 exemplares negativos em
exames realizados apos exposicio a luz por 30
minutos e apds esmagamento entre ldminas de
vidro, decorridos 30, 35 e 40 dias da exposi¢cio
a miracidios. Destes moluscos foram obtidos
130 descendentes que se constituiram na
geracdo Fqi. Ao atingirem o didmetro entre
4-7mm, 100 destes exemplares foram submetidos
a infecgdo e reinfeccdo com 20 miracidios por
molusco. Dos exemplares negativos em exames
semanais ap6s 30 a 365 dias foram coletadas as
desovas para obtencdo das geracoes seguintes.
Repetiu-se essa metodologia para obtencio e
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infeccdo das geracoes seguintes até a Fj,
examinada até marco de 1996. O total de
moluscos selecionados e expostos a miracidios
da Fy a Fy foi de 1801 exemplares.

Para cada experimento paralelamente foi
feito controle de infeccdo utilizando-se 20
moluscos da populacido do laboratério, com o
didmetro de 4-7mm. Apds a infeccdo os
exemplares foram mantidos individualmente
em frascos cilindricos de vidro transparente com
120ml de 4agua comum de torneira, em sala
com temperatura média de 25 + 2°C.

Nas geracoes Fy,, F13 e Fi5 foram feitas
contagens de cercarias dos exemplares positivos,
em cinco aliquotas de 1ml de 4gua retirada dos
aqudrios de manutencdo, 3 vezes por semana,
antes da troca de adgua até ocorrer a morte de
todos os moluscos infectados. Oito exemplares
da Fys, negativos ap6s 264 dias da primeira
exposicao foram novamente expostos a 20
miracidios da cepa LE de S. mansoni.

Os moluscos foram alimentados com rac¢iao
para roedores, triturada, acrescida de 10% de
carbonato de cilcio e folhas frescas de alface.

Os indices de compatibilidade dos moluscos
com o parasito foram calculados de acordo
com a técnica de Frandsen! usando a férmula:
total de cercarias produzidas dividido pelo
numero de moluscos expostos e multiplicado
por 100 (TCP/100). Os resultados obtidos foram
comparados com os dados de tabela de
Frandsenl, que contém seis classes de
compatibilidade além de uma resistente.

Exemplares das geracdes Fi,, Fi4 e Fys,
eliminando cercarias ou ndo, foram fixados e
submetidos a cortes seriados para estudos
histologicos, usando a mesma técnica descrita
em trabalho anteriorl” a qual consistiu em
fixacdo em liquido de Bouin, inclusio em parafina,
com seccoes coradas pela hematoxilina e eosina.

RESULTADOS

A taxa de infeccdo dos moluscos da F; foi
de 94,6%. Da Fy a Fyq as taxas de infeccdo
variaram muito e a taxa média de infeccao da
Fi4 a Fyg, cujos exemplares foram examinados
por mais de 17 semanas foi de 43,6%. Os indices
de compatibilidade dos moluscos das geracoes,
F12, F13 e Fi5 e dos grupos de controle sao
mostrados na Tabela 1. A compatibilidade dos
moluscos a infeccio com S. mansoni baixou
apOs varias geracoes, da classe VI para as classes
V e III (Tabela 1) mostrando que houve
diminuicdo da média de cercarias eliminadas
por molusco. Os periodos pré-patentes das
geracoes Fi4 a Fy variaram de 5 a 32 semanas
(Figura 1). O retardo do periodo pré-patente,
de 17 a 32 semanas (4 a 7 meses) foi observado

em 35 (17,9%) exemplares infectados. O total
de caramujos expostos da Fi4 a Fyq foi de 564,
dentre os quais 195 (34,5%) eliminaram cercarias.
Dentre oito exemplares adultos da Fq5
expostos pela segunda vez a miracidios, nenhum
eliminou cercarias.

Os estudos a nivel histologico mostraram
focos de proliferacao e diferenciacio de
NUMErosos esporocistos em varios 6rgaos, sem
qualquer reacdo aparente por parte do
hospedeiro, nos moluscos eliminando mais de
100 cercarias. Este quadro era semelhante ao
observado nos moluscos controles e os 6rgaos
mais envolvidos foram as glindulas digestivas
(Figura 2) e o ovoteste (Figura 3). Os moluscos

Tabela 1- Niveis diferentes de compatibilidade de Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni.

Gerac¢do de TPC/100 Compatibilidade
moluscos classe descricio

F 12 360.314 Vv muito compativel

C 920.175 VI extremamente compativel
F 13 323.306 A% muito Compativel

C 1.086.495 VI extremamente compativel
F 15 100.045 11 compativel

C 1.039.950 VI extremamente compativel

TPC/100= Total de cercarias produzidas por 100 moluscos expostos; C = controle, moluscos nao selecionados

do laboratério.
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Figura 1 - Periodos pré-patentes de geracoes de Biomphalaria glabrata, parcialmente resistentes e suscetiveis a infeccdo com

Schistosoma mansoni.

Figura 2 - No intersticio das gldndulas digestivas aparecem
esporocistos formando grumos “basofilos em fase inicial de
proliferacdo e cercarias ja bem diferenciadas, sem qualquer reagdo
evidente por parte do bospedeiro. Hematoxilina-eosina, 160 X.

Figura 3 - Regido do ovoteste mostrando tibulos contendo
espermatozoides e ovulos e muitas cercdrias em desenvolvimento,
tanto no intersticio, como no interior dos tiibulos, mas sem qualquer
reagdo nos tecidos envolvidos. Hematoxilina-eosina 160 X.
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da Fy; e Fy5, que eliminaram até 10 cercarias apos
cada exposicdo mostraram além de esporocistos
em desenvolvimento sem reacdo tecidual,
outros focos em que os parasitas apareciam no
seio de proliferacio de amebdcitos, os quais

formavam lesdes encapsulantes no centro das
quais os esporocistos exibiam virios graus de
desintegracdo. As reacdes mais evidentes foram
notadas no ovoteste (Figura 4) e na regiao dos
tabulos renais (Figura 5).

Figura 4 - Ovoteste de um caramujo eliminando poucas cercarias.
Rea]coes enctgjsulanles (granulomatosas) aparecem ao lado de

proliferacdo a ¢
desenvolvem sem reagdo aparente em torno. Hematoxilina-eosina,

ifusa de amebacitos e de grupos de cercdrias que se

Fz'%um 5 - Regido dos tibulos renais onde se vém as células
tubulares claras, as zonas com_ proliferacdo bem inicial de
e;porocz‘stos e os focos com reagoes encapsulantes em torno de
s; ggzg{nlos parasiidrios em desintegracdo. Hematoxilina-eosina,

DISCUSSAO

Souza e cols16 em estudo da compatibilidade
de trés espécies de Biomphalaria hospedeiras
do §. mansoni no Brasil, observaram que a
populacio de B. glabrata de Belo Horizonte,
MG, mantida no laboratério era altamente
compativel com trés cepas do parasita de
localidades diferentes. Os moluscos infectados
eliminaram namero elevado de cercidrias ao
contrario de B. straminea e B. tenagopbila.
Estudos comparativos, a nivel histologicol?
mostraram ainda a presenca de numerosos
esporocistos de S. mansoni, sem reacio tecidual,
em varios 6rgaos de B. glabrata, enquanto em
B. tenagophila e B. straminea foram observadas
numerosas reacoes de encapsulamento de larvas
do trematddeo em varios 6rgaos e retardo do
periodo pré-patente. Entretanto, essa populacio
de B. glabrata é geneticamente heterogénea,
pois, cerca de 5% dos moluscos ou nio se
infectam ou apresentam retardo no periodo
pré-patente. A selecio a partir dos moluscos
que nio se infectaram, mostrou que mesmo
entre individuos selecionados existe grande
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variabilidade genética para o fator suscetibilidade.
Segundo Paraense e Corréa9, a variacio na
suscetibilidade seria um aspecto da variaciao
intra-especifica do molusco e os graus de
suscetibilidade dependeriam da freqiiéncia
relativa dos gendtipos resistentes e suscetiveis
em cada populacdo. Para Lewis e cols4 muitas
interacoes hospedeiro-parasita diferentes ocorrem
com diferentes combinac¢des de populacdes de
B. glabrata e S. mansoni. Algumas combinacoes
genéticas ajudam o parasita a desenvolver e
proliferar porque o molusco nao o reconhece
como corpo estranho. Em outras combinagoes
0 parasita é reconhecido e rapidamente
encapsulado pelos hemocitos e fagocitado em
poucos dias3 567 13 14,

Paraense e Corréal0 11 registraram um
retardo de 135 dias no periodo pré-patente de
B. tenagopbhila e de 90 dias em molusco do
Uruguai, semelhante a B. straminea. De fato,
no Brasil os maiores retardos nos periodos pré-
patentes foram registrados em B. tenagophila e
B. straminead 10 11 17,
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Richards e cols13 observaram em selecao de
moluscos para o cariter resisténcia que na Fq,
90% dos moluscos eram considerados resistentes,
mas em exame para evidenciar ou nao a
resisténcia foram observados esporocistos
pequenos com localizacdo ectdopica na regido
cefalopodal e a eliminac¢io tardia de cercarias,
nessa regido.

Lewis e cols# em estudo de moluscos B.
glabrata obtidos de cruzamento de exemplares
suscetiveis e resistentes, observaram que
19,0% dos moluscos apresentavam retardo no
periodo pré-patente, que durava até 10 meses.

Larson e cols2 conseguiram através da técnica
de reaciao em cadeia da polimerase (RAPD-
PCR) detectar o perfil do DNA de exemplares
de B. glabrata, resistentes e suscetiveis a
infeccdo com S. mansoni.

Em nossos experimentos 17,9% dos moluscos
infectados eliminaram cercarias apds 4 a 7 meses
(17 a 32 semanas) da infeccdo, resultado
semelhante ao obtido por Lewis e cols4. Um
exemplar que eliminou cercarias ap6s 7 meses
de infec¢do estava com 315 larvas no primeiro
dia de eliminacdo. Alguns exemplares infectados
eliminaram menos de 10 cercarias por exposicao,
ao passo que outros eliminavam 100, 300 ou
mais cercarias. O estudo histologico dos moluscos
eliminando menos de 10 cercarias (Fi; e Fy3)
mostrou reacoes teciduais de encapsulamento
de larvas mais severas ap6s 30 dias de infecciao
(Figuras 4 e 5). Nos exemplares eliminando mais
de 100 cercarias, aparentemente nao foram
observadas reacoes teciduais (Figuras 2 e 3).
Como o namero de cercérias eliminadas pelos
moluscos parcialmente resistentes foi menor
do que o dos altamente suscetiveis a
sobrevivéncia desses exemplares foi maior, o
que esta de acordo com as observacoes de
Paraenses.

Em moluscos de Belo Horizonte, com
infeccao natural ja foi observado o periodo de
eliminacdo de cercarias durante 7 meses15.

Portanto em B. glabrata de Belo Horizonte,
tanto o periodo pré-patente como o patente
podem durar varios meses. De fato, nesse
laboratério, em moluscos coletados no campo
e mantidos no laboratério ja foi observado
periodo pré-patente até de 4 meses, o que
pode estar relacionado a temperaturas mais
baixasl? ou a resisténcia a infeccio com o
trematodeo.

Em seis anos de experimentos, a taxa de
infeccao baixou cerca de 50% (de 95,0 para
43,6%). O periodo pré-patente normal de 5 a 7
semanas prolongou até 32 semanas (7 meses).
Também as compatibilidades dos exemplares
infectados diminuiram gradualmente passando
de extremamente compativeis (classe VI) para
compativeis (classe III), até a geracao Fqs.
Portanto a compatibilidade de B. glabrata da
Fi5 tornou-se comparavel a de B. tenagopbila
de Belo Horizonte, Pampulha, infectada com
as cepas SJ e AL (classe TID)16.

Esses estudos mostraram aspectos pouco
conhecidos sobre a potencialidade de B.
glabrata como vetora de esquistossomose, e
demonstraram que o molusco parcialmente
resistente pode manter o parasita em seu
organismo por varios meses sem eliminar
cercarias e sem dano aparente para ambos e
que a soma dos periodos pré-patente e patente
da infec¢ao pode durar mais de 12 meses. Por
outro lado, a selecio de moluscos totalmente
resistentes, cujos descendentes também fossem
totalmente resistentes, até a geracio Fpy nio
foi possivel. Os moluscos que ndo se
infectaram na fase jovem mostraram-se
resistentes 4 infec¢do na fase adulta, o que estd
de acordo com as observacoes de Richardsli2 .

Estudos empregando técnicas de biologia
molecular2 serio efetuados com os moluscos
negativos da Fpy em diante na tentativa de
detectar o perfil do DNA dos exemplares
resistentes, parcialmente resistentes e suscetiveis
a infeccdo com S. mansoni.

SUMMARY

Biomphalaria glabrata from Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brazil, reared in laboratory, has a
level of infection of 90% when exposed to 20 miracidia
of the autochtbonous LE strain. The prepatent period
was of 5 to 7 weeks whereas 5 to 10 % of exposed
snails do not shed cercariae. The eggs of negative
snails were collected and the progeny was again

submitted to individual infection with 20 miracidia.
The mean of infection from Fy4 to Fop was of 43.6%.
Histological sections from Fi, Fi4 and Fi5 snails
showed tissue reactions in those specimens shedding
less than 10 cercariae. A prepatent period of 17 to
32 weeks was observed in 35 (17.9%) of 195
infected snails. The index of cercariae of control was
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extremely compatible and for Fi,, F;3 and F;5 snails
varied from very compatible class V to compatible
class III, showing less compatibility in selected snails.

10.

Key-words: Biomphalaria glabrata. Resistance.

Compatibility. Schistosoma mansoni
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