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RESUMO: Estudou-se comparativamente a viabilidade, em moluscos hospedeiros, de miracidios de
Schistosoma mansoni de duas origens: de ovos eliminados com as fezes e de granulomas hepaticos. Pro-
curou-se saber se havia efeito da origem sobre o numero total de cercarias obtidas e sobre o periodo de eli-
minagdo de cercarias. Foram também verificados o periodo pré-patente da infecgdo dos moluscos, a so-
brevivéncia do caramujo ap6s a infecgdo e 0 sexo das cercarias eliminadas. Concluiu-se que: a) o periodo
pré-patente foi maior nos moluscos infectados por miracidios provenientes de granulomas hepaticos; b) a
sobrevivéncia dos moluscos ap6s a infecgdo foi maior naqueles infectados por miracidios provenientes de
granulomas hepaticos; ¢) o nimero de cercérias eliminadas por molusco infectado com miracidios prove-
nientes de granulomas hepaticos foi trés vezes maior que o numero de cercarias eliminadas por moluscos
infectados com miracidios provenientes de ovos eliminados com as fezes.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni. Relagdes hospedeiro-parasita. Biomphalaria glabrata, parasi-

tologia. Camundongos, parasitologia.

INTRODUGAO

Na manuten¢io do ciclo biologico de Schis-
tosoma mansoni, em laboratorio, sdo utilizadas
comumente duas técnicas para obten¢do de mi-
racidios: extragdo das larvas de ovos colhidos
nas fezes ou em granulomas hepaticos.

Procurando testar a eficiéncia desses méto-
dos, estudamos a viabilidade de miracidios pro-
venientes de fezes e de granulomas hepaticos de
camundongos albinos, experimentalmente in-
fectados por S. mansoni da linhagem BH (Pa-
raense e Corréalt, 1963).

MATERIAL E METODOS

Obtencdo dos miracidios provenientes de ovos
colhidos nas fezes

Camundongos albinos Swiss, heterogenéti-
cos, com aproximadamente 60 dias de infecgio,

foram colocados em gaiolas com tampa de tela.
As gaiolas contendo os camundongos foram
depositadas, com a tampa de tela voltada para
baixo, sobre bandejas forradas com papel umi-
decido. As fezes foram obtidas, por esse proce-
dimento, durante a noite.

As fezes depositadas nas bandejas foram re-
colhidas, misturadas em agua desclorada e sedi-
mentada no escuro, no interior de um refrigera-
dor, por aproximadamente 3 horas (Souza e
cols.2, 1981).

O sedimento apos ser lavado em 4gua foi ex-
posto a a¢do da luz e do calor (aproximadamen-
te 28°C) fornecidos por l1ampada elétrica incan-
descente de 60 W.

Assim que os miracidios eclodiram, foram
transportados, individualmente, com pipeta,
para pequenos frascos que continham um mo-
lusco Biomphalaria glabrata albino de 7 a 9mm
de didmetro.

Cada molusco foi colocado em contacto com

*  Realizado com auxilio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq — Proc.

n? 403797/82).

**+ Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Caixa

Postal 6109 — 13081 — Campinas, SP — Brasil.

*++ Departamento de Histologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) — Caixa

Postal 6109 — 13081 — Campinas, SP — Brasil.

*+s+ Departamento de Estatistica do Instituto de Matematica, Estatistica e Ciéncias da Computa¢do da Universidade Esta-
dual de Campinas (UNICAMP) — Caixa Postal 6109 — 13081 — Campinas, SP — Brasil.

479



Zanotti-Magalhfes, E.M. et al.

10 miracidios e exposto 4 luz e ao calor por cer-
cade 12 h,

Foram utilizados 50 moluscos. Decorridos 30
dias de exposi¢do aos miracidios, os moluscos
foram examinados semanalmente para a verifi-
ca¢do da liberag¢do de cercarias.

A contagem das cercarias foi feita semanal-
mente, enquanto o molusco permanecia vivo.
Isto significa que os valores que expressam o
numero de cercarias eliminadas refletem, tam-
bém, o periodo de sobrevivéncia do molusco.

As cercarias foram obtidas pela exposicdo
dos moluscos 4 luz e ao calor fornecidos por
ldmpada elétrica (aproximadamente 28°C) du-
rante 2 h. As cercarias foram contadas em pla-
cas de Petri com fundo quadriculado.

Anotaram-se o primeiro e o ltimo dia da eli-
minagdo de cercarias e o dia da morte do mo-
lusco.

Obtenciio de miracidios provenientes de
granulomas hepéticos

Camundongos com aproximadamente 60
dias de infecgdo foram sacrificados e deles ex-
traido o figado. O 6rgdo foi triturado em liqui-
dificador doméstico (Pellegrino e Brener!!,
1956) com agua desclorada e recolhido em copo
de sedimentag¢io, que foi mantido em refrigera-
dor, por aproximadamente 3 h. O sedimento
obtido, apés ser lavado em 4gua, foi deposita-
do em placa de Petri e exposto 4 agdo da luz e
do calor, fornecidos por ldmpada elétrica de 60
W. Logo apés a eclosdo, os miracidios foram
colocados frente a exemplares de B. glabrata al-
binos de 7 a 9mm de didmetro. Cada molusco
foi colocado em contacto com 10 miracidios.
Foram utilizados 50 moluscos. A partir deste
momento, procedeu-se da mesma maneira ja
mencionada e referente a miracidios obtidos de
ovos eliminados pelas fezes.

Determinagéo do sexo das cercdrias

As cercérias obtidas de cada molusco foram
utilizadas para a infecgo de camundongos al-
binos (100 cercarias por roedor). Os camundon-
gos foram infectados através da exposiclio da
cauda dos animais & suspens3o cercariana.
Apés 60 dias da data de infecgdo, os roedores
foram sacrificados para a determinag¢io do sexo
dos esquistossomos.

Andlise estatistica

O experimento foi conduzido de forma com-
pletamente aleatorizada, com dois tratamentos:
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obten¢do de miracidios das fezes e obtengdo de
miracidios do figado. Como descrito anterior-
mente, tomaram-se 100 moluscos, que foram
divididos aleatoriamente em dois grupos de 50.

As respostas de interesse foram: o total de
cercarias obtidas, o tempo de produgio de cer-
carias, a taxa de infec¢do dos moluscos e a so-
brevida dos moluscos ap6s a eliminagio de cer-
cérias. A anélise das duas primeiras respostas e
da sobrevida dos moluscos foi baseada em pro-
cedimento de andlises de varidncia, ajustan-
do-se modelos lineares, com uma bateria de
analises de residuos, para verificagdo da valida-
de do modelo. Valores aberrantes foram elimi-
nados pela analise de residuos. A taxa de infec-
cio foi analisada através de procedimentos pa-
ra tabelas de freqiiéncias, usando-se estatisticas
qui-quadrado de Pearson.

Os calculos foram feitos com o SAS (Statis-
tical Analysis System), em computador
IBM/370-155 do Instituto de Pesquisas Energé-
ticas e Nucleares, sob OS-VS.

RESULTADOS

Os resultados estdo contidos nas Tabelas 1 e
2.

Dos moluscos expostos a miracidios prove-
nientes de granulomas hepaticos infectaram-se
29 exemplares (58%), e dos moluscos expostos
a miracidios provenientes de ovos eliminados
com as fezes infectaram-se 28 (56%). Estas ta-
xas de infeccdo foram consideradas equivalen-
tes.

A andlise do efeito dos métodos de obtengdo
de miracidios sobre a mortalidade dos moluscos
¢ a climina¢do de cercérias foi feita usando o
método de Grizzle e cols.” (1969). Nao foram
observadas diferencas nas distribui¢des do cru-
zamento de mortalidade com eliminagdo entre
os dois métodos (p = 0,35).

A taxa de mortalidade foi obtida durante o
periodo de realizagZo do experimento, ao longo
de 11 meses. Ao fim desse periodo, nos dois
moluscos sobreviventes que tinham sido subme-
tidos aos miracidios oriundos de ovos colhidos
nas fezes, e nos seis moluscos sobreviventes que
tinham sido submetidos aos miracidios oriun-
dos de granulomas hepaticos e que nunca apre-
sentaram elimina¢3o de cercérias, nio se obser-
varam esporocistos em desenvolvimento apos
observac3o em lupa estereoscOpica.

Verificou-se que houve efeito de origem,
quanto ao periodo pré-patente, quanto a sobre-
vivéncia do molusco submetido & infecgdo e
quanto aoc namero de cercarias eliminadas.

Nio foi observado efeito de origem dos mira-
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TABELA 1

Resultado das observagSes feitas em Biomphalaria glabrata submetida a infecgfo com 10 miracidios de Schistosoma
mansoni (linhagem BH) obtidos de ovos colhidos nas fezes de camundongos.

Periodo de Periodo Sobrevida do Namero de Sexo
Molusco eliminagfo pré- molusco apés cercdrias das
de cercdrias* patente* a infecgdo* eliminadas cercarias
1 5 43 49 916 MF
2 5 43 49 1832 M
3 20 43 63 2068 MF
4 20 43 63 3294 MF
5 28 43 71 4233 MF
6 20 43 63 3690 MF
7 32 43 105 4668 MF
8 34 43 77 2859 MF
9 125 56 181 153 ND
10 75 56 131 6088 MF
11 34 60 124 3326 MF
12 7 67 105 1700 MF
13 7 98 105 23 ND
14 7 112 119 600 ND
1§ 4 47 91 8185 ND
16 44 47 91 8304 MF
17 14 47 61 920 MF
18 16 56 72 1090 ND
19 47 56 92 6934 MF
20 12 56 63 14 ND
21 57 56 113 4377 MF
22 21 56 77 973 ND
23 8 70 78 750 ND
24 33 70 92 2581 MF
25 21 70 91 1494 MF
26 48 84 132 662 MF
27 7 84 91 46 ND
28 79 119 198 4959 MF
29 76 119 195 365 ND
Média 33 63 98 2659 -

* _ em dias; M — masculino; F — feminino; ND — ndo determinado.

cidios quanto ao periodo de eliminagio de cer-
carias.

Na maior parte das vezes, os moluscos, quer
infectados por miracidios de fezes quer por mi-
racidios de granulomas hepéiticos, apresenta-
ram eliminag3o de cercarias dos dois sexos.

Em alguns casos n3o foi possivel a determi-
nacio do sexo das cercérias, ou porque as cer-
carias foram insuficientes para a infec¢do dos
camundongos, ou porque os camundongos in-
fectados morreram antes que fosse possivel a
verificagio do sexo dos vermes.

DISCUSSAO

Frandsen® (1979) lembrou que dependendo
da espécie de hospedeiro vertebrado utilizado
para manuten¢do do ciclo, o S. mansoni sofre
pressdes seletivas diversas e tem, por este moti-
vo, seu comportamento diversificado.

Taylor e cols."? (1977) assinalaram que essas
pressOes seletivas aumentam quando s3o utili-
zados para a infec¢do de moluscos, miracidios
provenientes de ovos eliminados pelas fezes.

Em nosso experimento, os miracidios prove-
nientes do figado ndo pareceram ter sofrido
qualquer a¢3o por parte do hospedeiro verte-
brado e que tivesse afetado sua viabilidade,
uma vez que o grupo de moluscos infectados
com miracidios oriundos do figado apresentou
maior numero de cercarias eliminadas e maior
sobrevivéncia dos moluscos.

S3o numerosas as pesquisas que demonstram
a presen¢a de mecanismos imunolégicos do mo-
lusco, agindo contra as larvas de S. mansoni
(Michelson®, 1964; Lie e col.?, 1980; Bayne €
col.4, 1980; Abdul-Salam & Michelson!.2:3,
1980, 1983; Granath & Yoshino¢, 1984).

Sabe-se que a larva do S. mansoni, no molus-
co, pode escapar a esta agdo de carater imuno-
l6gico por estar envolta com material do pro-
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TABELA 2

Resultado das observagSes feitas em Biomphalaria glabrata submetida & infecgfo com 10 mirac{dios de Schistosoma
mansoni (linhagem BH) obtidos de granulomas hepdticos de camundongos.

Perfodo de Periodo Sobrevida do Nimero de Sexo
Molusco eliminagdo pré- molusco apos cercérias das
de cercarias* patente*® ainfecgdo* eliminadas cercérias
1 96 48 144 20874 MF
2 118 48 166 19243 MF
3 21 48 69 2245 MF
4 7 48 55 48 ND
5 7 48 55 88 ND
6 42 62 104 5550 MF
7 21 62 83 424 ND
8 21 62 83 2435 MF
9 45 66 111 3178 MF
10 28 66 94 440 ND
11 42 76 118 700 MF
12 7 76 83 17 ND
13 21 97 118 2291 MF
14 21 97 118 126 ND
15 97 73 87 40936 MF
16 34 132 166 1292 MF
17 14 63 77 27 ND
18 230 63 293 104065 MF
19 24 63 87 400 MF
20 61 63 124 3679 F
21 27 70 95 306 MF
22 10 77 87 80 ND
23 82 84 166 19730 MF
24 40 84 124 2915 M
25 34 97 131 31 ND
26 69 97 166 7345 MF
27 26 152 179 1368 MF
28 62 159 221 13300 M
Média 47 78 121 9040 -

* _ em dias; M — masculino; F — feminino; ND — ndo determinado.

prio molusco, n3o sendo assim reconhecida pe-
los amebécitos como corpo estranho.

O retardamento do desenvolvimento dos es-
porocistos, oriundos dos miracidios obtidos de
granulomas hepaticos, verificado em nosso ex-
perimento, pode dever-se 4 presenca de deter-
minantes antigénicos adquiridos pelo miracidio
durante a permanéncia do ovo no parénquima
hepatico. Estes determinantes poderiam ocasio-
nar uma maior agio amebocitaria, o que retar-
daria o desenvolvimento dos esporocistos.

O menor numero de cercérias eliminadas pe-
lo grupo de moluscos infectados com miraci-
dios provenientes de ovos colhidos nas fezes po-
deria ser uma conseqiiéncia da menor viabilida-
de dos miracidios causadas pelos produtos toxi-
cos presentes nas fezes e urina dos camundon-
g0s.

A eliminagido de cercarias dos dois sexos pe-
los moluscos mostrou que os planorbideos sub-
metidos a infec¢do por varios miracidios podem
ser infectados por mais de uma larva e que os
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esporocistos formados podem desenvolver-se
concomitantemente até sua completa matura-
¢ao0.

CONCLUSOES

1) A taxa de infeccdo dos moluscos infectados
por miracidios das duas origens foi equiva-
lente.

2) O periodo pré-patente foi maior nos molus-
cos infectados por miracidios provenientes
de granulomas hepaticos.

3) A sobrevivéncia dos moluscos, apés a infec-
¢do, foi maior naqueles infectados por mira-
cidios provenientes de granulomas hepati-
cos.

4) No final do experimento, a quantidade de
cercarias obtidas de moluscos infectados por
miracidios oriundos de granulomas hepéti-
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cos foi cerca de trés vezes maior do que a ob- E importante lembrar que a obtengdo de mi-
tida de moluscos infectados com miracidios racidios de granulomas hepéaticos apresenta o
provenientes de ovos eliminados com as fe- inconveniente do sacrificio do camundongo,
zes. fonte produtora das larvas.

ZANOTTI-MAGALHAES, E.M. et al. [Viability of Schistosoma mansoni miracidia obtained from feces
and liver granuloma of experimental mice infected with the BH strain]. Rev, Saade pabl., S. Paulo,
22:479-83, 1988.

ABSTRACT: The viability of Schistosoma mansoni miracidia in host molluscs, obtained from two
origins is examined: from eggs eliminated with feces of the definitive hosts and liver granuloma eggs. The
effect of the origin of the miracidia on the number of cercariae and on the time of cercariae elimination
was investigated. The prepatent period of cercariae elimination, snail survival after infection and the sex
of the eliminated cercariae were also observed. The following results were obtained: a) snails infected
with miracidia from liver granuloma eggs took longer to begin to eliminate cercariae; b) snail survival af-
ter infection was longer in the group infected with miracidia from liver granuloma eggs; ¢) the total num-
ber of cercariae produced by the snail group infected with miracidia from liver granuloma eggs was three
times that of the group infected with miracidia from eggs eliminated with feces.

UNITERMS: Schistosoma mansoni. Host-parasite relations. Biomphalaria glabrata, parasitology.
Mice, parasitology.
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