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RESUMO

LIMA, Mariana Gomes. Analise fisiologica da acao do latex de Euphorbia
splendens var. hislopii n.e.b (Euphorbiaceae) sobre Biomphalaria glabrata
Say, 1818 (Pulmonata, Planorbidae) infectada por Schistosoma mansoni
Sambon, 1907 (Trematoda, Schistosomatidae), associada ao tempo de
degradacao do latex. 2010. 88p Dissertagdo (Mestrado em Parasitologia
Veterinaria, Ciéncias Veterinarias). Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

A Esquistossomose mansonica ¢ uma parasitose com importancia na medicina
humana e veterinaria, tendo o caramujo Biomphalaria glabrata como seu
principal hospedeiro intermediario no territorio brasileiro, em funcao da sua facil
adaptabilidade e ampla distribui¢do geografica. Em resposta a isso, e aos demais
aspectos mundiais a Organizacdo Mundial de Saude incentiva a busca de
moluscicidas naturais, com a finalidade de reduzir o impacto do controle destes
moluscos sobre o ambiente e sobre a economia dos paises afetados. O presente
estudo teve como objetivo avaliar fisiologicamente a acdo do latex de Euphorbia
splendens var. hislopii sobre B. glabrata infectada por Schistosoma mansoni,
associada ao tempo de degradagdao do produto. Para tanto, os moluscos foram
expostos a solugcdo aquosa do latex na concentragao sub-letal de 0,7 mg/1 por 30
dias para analise da biologia reprodutiva. E para avaliagdo fisiologica foram
estabelecidos experimentos complementares; o primeiro com 36 horas dividido
em intervalos de 12 horas, e o segundo com 35 dias com intervalos de 7 dias. A
acdo do latex reduziu significativamente a produc¢do de ovos e sua viabilidade,
principalmente nos moluscos infectados. Os estoques de glicogénio, na massa
cefalopediosa e glandula digestiva, foram reduzidos nos moluscos expostos. Os
niveis de glicose livre na hemolinfa apresentaram-se elevados, coincidindo com
a reducao dos contetidos de glicogénio nos tecidos citados; e os de proteinas
totais apresentaram diferenga estatistica entre os grupos expostos. Os efeitos
sobre os produtos nitrogenados foram observados pela alternincia das
concentragdes dos niveis de uréia e acido urico, que se apresentaram
inversamente proporcionais. Somando todos estes fatores, conclui-se que a agdo
do latex manteve-se ativa durante os periodos observados, resultando em
alteracdes no processo reprodutivo e nas vias metabolicas de producdo de
energia e excre¢do. Contudo, deve-se ressaltar que a soma dos fatores de
estresse, infeccdo e intoxicagdo pelo latex, culminaram em resultados
significativamente diferentes, quando comparados aos moluscos somente
expostos a solucdo. Sendo assim, sugere-se que a acao do latex possa ser mais
vigorosa sobre os individuos infectados por larvas de S. mansoni.

Palavras — chave: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, Euphorbia

splendens var hislopii.



ABSTRACT

LIMA, Mariana Gomes. Physiological analyses of Euphorbia splendens var.
hislopii n.e.b (Euphorbiaceae) activity on Biomphalaria glabrata Say, 1818
(Pulmonata, Planorbidae) infected by Schistosoma mansoni Sambon, 1907
(Trematoda, Schistosomatidae), associate on decline life time of latex. 2010.
88p Dissertation (Master Science in Veterinary, Science Veterinary). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

The Schistosomiasis is a parasitic diseases that have been take over importance
in human and veterinary medicine. The snail Biomphalaria glabrata have the
most important role like an intermediate host in Brazilian territory, due to its
widespread geographic distribution. The World Health Organization stimulates
this research of natural molluscicides, to decrease the impact of mollusk control
at the environment and at the economy of the affected countries. This study aims
to analyze the action of Euphorbia splendens var. hislopii latex on B. glabrata
physiology infected by Schistosma mansoni associate to time of degradation of
latex. So, the mollusks were exposed to aqueous solution of latex for 30 days,
and then the alterations reproductive activity was observed. To analyze the
physiological changes complementary studies were established, the first study
during 36 hours and were divided in three parts of 12 hours. Another study was
established during 35 days with 7 interval days. The latex exposition caused a
reduction the total number of the egg and your viability, especially in exposed
snails. The carbohydrate content was significantly altered, the glucose levels
were increased at the same time when the glycogen level was reduced in the
cephalopedal mass and in the digestive gland. The total protein in the
hemolymph was significantly different when we compared exposed and
unexposed snails. The nitrogenous of degradation products were also analyzed.
The urea and uric acid content were inversely related, when the urea content
were high in other hand the uric acid were low. We concluding the latex action
was active during all days observed and it results in an alteration in reproductive
biology and at the metabolic path ways for energy production. By the way, the
stress caused for intoxication by latex plus the infection result in more
significant different changes when compared exposed and the unexposed snails.
The latex action was stronger at the snails infected by larval trematodes.

Keys — words: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, Euphorbia

splendens var hislopii.
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1- INTRODUCAO GERAL

A Esquistossomose mansonica ¢ uma helmintose de grande importancia
em saude publica. Atualmente, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) avalia o
impacto da doenca através do método de mensuracao Disability Adjusted Life
Years (DALY), desenvolvido pelo Banco Mundial do Desenvolvimento, em
1993, que mede a qualidade de vida das populagdes e ndo sO através da
morbidade e mortalidade como anteriormente. Com base no indice DALY, ¢
esperado que o impacto da esquistossomose humana seja equiparado ao de
algumas doencas infecciosas, como a tuberculose e a malaria (BERGQUIST,
2002). A prevaléncia da doenga deve-se tanto ao ambiente natural quanto ao
meio social, que intervém diretamente na transmissao do Schistosoma mansoni
Sambon, 1907. Virios fatores estdo ligados a manutencdo do ciclo, como a
presenca de pessoas infectadas que contaminam os recursos hidricos com dejetos
fecais, a presenca dos moluscos hospedeiros intermediarios (Biomphalaria
glabrata (Say, 1818), Biomphalaria tenagophila Orbingy, 1835 e Biomphalaria
straminea Dunker, 1848 — no Brasil) nestes ambientes e a utilizagdo destes
locais pelo homem, seja para o lazer seja para o trabalho.

A Esquistossomose mansOnica tem também relevancia na darea de
medicina veterindria, demonstrando a importancia de outros hospedeiros na
manutencao do ciclo do parasito em condi¢des naturais. Cameron ef al. (1928) e
Kuntz et al. (1952) verificaram que o homem ndo ¢ o Unico hospedeiro
definitivo do helminto. Encontraram cinco macacos africanos (Cercopithecus
sabeus Linnaeus, 1758) naturalmente infectados, em zonas endémicas de
esquistossomose mansonica, na ilha de Sta. Kitts, [ndias Ocidentais. Kuntz et al.
(1952), assinalaram a presenga de roedores Gerbillus pyramidum Geofroy, 1825
naturalmente infectados pelo parasito, no Egito. Fenwick et al. (1969)
descreveram a manutencao do ciclo bioldgico do parasito em comunidades de
macacos Papio anubis Lesson, 1827, na auséncia do homem.

O primeiro encontro de animais naturalmente parasitados pelo S. mansoni,
no Brasil, foi relatado por Amorin et al. (1953), que alertaram para o possivel
papel de mamiferos, como reservatorios desta parasitose e a provavel

manuten¢cdo do ciclo paralelo desta helmintose, juntamente com o homem.
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Nelson (1960) diz que a esquistossomose mansdnica € uma zoonose que contém
mais de um animal como hospedeiro definitivo: o0 homem ou outros mamiferos.

Os relatos de roedores mais frequentemente capturados com infecgdo
natural do S. mansoni, em areas endémicas de alta e média intensidades de
esquistossomose humana, tem sido verificados com as espécies Holochilus
brasiliensis Desmarest, 1819, Nectomys squamipes Brants, 1827 e em menor
frequéncia em Oxymycterus Waterhause, 1837. Em 1962, Barbosa et al
registraram a infec¢ao natural de bovinos por S. mansoni. Devido ao grande
porte, um unico bovino pode eliminar cem vezes mais ovos em suas fezes do que
um roedor. Antunes (1971) demonstrou ser possivel completar o ciclo do S.
mansoni em roedor silvestre, usando para isto o sistema Nectomys sp. — B.
glabrata — Nectomys sp.

No Brasil, muitos animais sdo transportados por areas endémicas, sem
qualquer controle, e podem agir como disseminadores da doen¢a. Modena et al.
(1993) verificaram que bovinos das racas Zebu e Holstein sdo suscetiveis a
infec¢dao natural e sdo capazes de eliminar ovos viaveis para o ambiente. E de
acordo com o trabalho foi sugerido que bovinos tem, potencialmente, um papel
na manuten¢ao do ciclo vital do S. mansoni.

Modena et al. (2008) fizeram um levantamento histérico dos animais
silvestres ¢ domésticos naturalmente infectados pelo S. mansoni, abordando a
relevancia da co-evolugdo parasito/hospedeiro que hoje desencadeia na
agropecudria brasileira alguns sinais das debilidades desta relacdo para os
bovinos. Logo, o controle desta helmintose estd relacionado tanto a saude
publica quanto a medicina veterinaria.

Os moluscicidas, como uma das estratégias para o controle da
esquistossomose, comecaram a ser empregados no Brasil, em 1976, com a
criagdo do Programa Especial para o Controle da Esquistossomose (PECE) pela
Fundagao Nacional de Saude (FNS) (MACHADO, 1982). Inicialmente isto foi
feito com o uso de produtos sintéticos, sendo o principal deles a Niclosamida,
um sal de 2°,5-dicloro-4’-nitrosalicilanilida etanolamina, fabricado com o nome
comercial de Bayluscide®, tendo sua eficacia sido anteriormente comprovada
(GONNERT, 1961). A aplicacdo deste produto provocava a acdo biocida em
outros organismos nao-alvos da flora e da fauna (ANDREWS et a./, 1983), além

de causar genotoxicidade e apresentar efeito carcinogénico (VEGA et al., 1988).
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Em paralelo, diversas plantas foram testadas como moluscicidas naturais.
Jurberg et al. (1989) levantaram mais de 340 espécies, destacando as familias
Euphorbiaceae e Sapindaceae como as que apresentaram maior numero de
espécies com potencial moluscicida eficaz. Dentre as espécies estudadas estdo:
Anacardium occidentale Linnaeus (PEREIRA & SOUZA, 1974), Euphorbia
pulcherrima Klotzsch, 1834, Euphorbia splendens, Caesalpinia peltophoroides
Benth, e Stryphnodendron barbatiman (Mart) (MENDES et al., 1984). Destas,
E. splendens var. hislopii destacou-se por sua acdo moluscicida em doses
menores que 0,5 mg/l, oito vezes menor do que a dose letal para peixes
(VASCONCELLOS & SCHALL, 1986).

Para a sele¢do de plantas moluscicidas foram propostos alguns quesitos
como: toxidez, disponibilidade, apresentar crescimento anual e adaptabilidade
em diferentes condi¢des locais, localizagdo da atividade moluscicida em partes
de facil regeneragdo na planta, como folhas. Para a utilizagdo do produto
recomenda-se que, deve ser estocavel e manter a sua viabilidade por pelo menos
um ano, estabilidade fisica e quimica, valor etnobotanico e extracao e aplicagao
faceis, utilizando preferencialmente  extratos aquosos (KLOSS &
McCULLOUGH, 1982). Levando em consideragdao todos estes critérios, em
1998, a Fundagao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ) patenteou, na area de
biotecnologia, o0 método de coleta, forma de extracao e aplicagdao do latex de E.
splendens var. hislopii [Sin. Euphorbia milii Des. Moul. Var. splendens (Hook.)
Ursch & Leandri] (Carter 1994) como moluscicida (VASCONCELLOS, 2000).

Na literatura acerca de plantas com agdo moluscicida e na padronizagdo de
seu uso, preconizada pela OMS, ¢ enfatizada a utilizagdo de produtos que, em
baixas doses, resultem em alta mortalidade de moluscos. No entanto, estudos
histologicos com moluscos submetidos a a¢do de moluscicidas quimicos ou
naturais demonstraram que doses abaixo da DLsy podem produzir danos
histologicos nos moluscos, os quais causariam alteragdes nas suas funcdes vitais
ou at¢ mesmo, dependendo do oOrgdo afetado, a morte (PILE et al., 2002;
ARAUJO et al., 2002; SAO LUIZ, 2003).

O potencial reprodutivo de B. glabrata, principal hospedeiro intermedidrio
do S. mansoni no Brasil, esta diretamente relacionado as condi¢cdes ambientais
(MAGALHAES & LUCCA, 1971; KAWAZOE, 1977). Fatores de estresse
fisiologico, como variacao da temperatura (PIMENTEL-SOUZA et al., 1990),
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luminosidade (BARBOSA et al., 1987), jejum (LIVINGSTONE & ZWAAN,
1983) e o parasitismo por larvas de trematodeos (LOKER & ETGES, 1979;
SULLIVAN et al., 1985; COOPER et al., 1994; COUSIN et al., 1995) tém sido
registrados como elementos que exercem influéncia sobre a biologia reprodutiva
de moluscos.

Mello-Silva et al. (2007) demonstraram a influéncia da acao do latex de E.
splendens var. hislopii sobre a biologia reprodutiva de B. glabrata. Parametros
relativos a fecundidade e fertilidade de moluscos expostos ao latex de E.
splendens var. hislopii foram observados. Na 1* semana apds a exposi¢do, 0s
moluscos tratados diminuiram a producdo de ovos, havendo um processo
compensatorio apos a 4° semana, com a produgdo de um maior nimero de ovos
que os animais nao expostos. O latex de E. splendens var. hislopii provocou a
redu¢do do niumero de caramujos eclodidos; sendo a dose sub-letal suficiente
para alterar a biologia reprodutiva do molusco.

As principais reservas de carboidratos nos moluscos sdo glicogénio e
galactogénio. As reservas de glicogénio localizam-se na musculatura, na
glandula digestiva e no manto e as de galactogénio sdo restritas a glandula de
albumen.

As alteragdes no metabolismo de carboidratos nos moluscos,
principalmente B. glabrata, tem sido estudadas, avaliando a sua relagdo com
diferentes condi¢des de estresse como: infeccdo pelo S. mansoni, jejum e
estivagdo (SCWARTZ & CARTER, 1982; BECKER, 1983; BEZERRA et al,,
1999) e agdo a moluscicidas, as quais provocam mudangas nas vias metabolicas
aerébias para anaerobias, a partir de estimulos diferenciados nas enzimas
reguladoras das vias de energia. A utilizacdo das reservas de glicogénio esté
associada com o consumo de glicose na hemolinfa, proporcionando a diminuigao
dos estoques nos tecidos. Fatores humorais presentes na hemolinfa de caramujos
infectados também podem alterar o metabolismo de carboidratos (CREWS &
YOSHINO, 1991).

Mudangas metabolicas sofridas por B. glabrata quando expostas a
moluscicidas naturais ou quimicos também foram observadas, revelando que
tanto o Bayluscide® quanto a planta Tetrapleura tetraptera Taub, alteram o
metabolismo de carboidratos e de proteinas (ADEWUNMI et al, 1988).

Biomphalaria glabrata quando submetidos a moluscicidas oriundos de plantas
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do cerrado como Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville, também
modificaram as concentracdes de glicose na hemolinfa (ALCANFOR, 2001).

A acdo moluscicida sobre o metabolismo de B. glabrata também foi
relatada por Mello-Silva et al. (2006b) quando submeteram os caramujos a
diferentes concentracdes do latex de E. splendens var. hislopii, verificando
alteragdes em suas reservas de carboidratos em tecidos de massa cefalopediosa e
glandula digestiva, além de alteracdes nas concentragdes de glicose, proteinas e
compostos nitrogenados na hemolinfa. Resultados semelhantes foram
observados por Mello-Silva et al., 2006a com Solanum malacoxylon.

Posteriormente, em 2007, novamente Mello-Silva et al.,verificam que a
exposicao de B. glabrata infectada por S. mansoni ao latex de E. splendens var.
hislopii, pelo periodo de 24 horas, provocou alteracdes significativas nas
concentracdes de glicogénio nos tecidos (glandula digestiva e massa
cefalopediosa) e de glicose na hemolinfa. Os contetidos de glicogénio foram
reduzidos ao longo do tempo de infec¢do em ambos os grupos de moluscos
infectados (controle e expostos). Os niveis de glicose na hemolinfa tenderam a
estabilidade nos dois grupos. O latex de E. splendens var. hislopii interferiu nos
niveis destes polissacarideos, degradando mais rapidamente as reservas
energéticas nos moluscos infectados e expostos, principalmente a partir da 3" e
4* semanas de infec¢do. Este moluscicida pode ser utilizado como um
instrumento de reducao da populacao de moluscos, principalmente nos periodos
de transmissdo da doenca.

As alteracdes no metabolismo de carboidratos e de proteinas em B.
glabrata infectada por S. mansoni e exposta ao latex de E. splendens var.
hislopii por 24 horas permitem inferir a importancia da acdo do extrato como
uma forma alternativa de controle do molusco (MELLO-SILVA et al., 2005).

Para evidenciar a importancia do uso do latex de E. splendens var. hislopii
como controle alternativo de B. glabrata infectada pelo S. mansoni, o presente
trabalho propde o estudo da acdo do latex em caramujos infectados e expostos ao
latex até a queda de sua atividade moluscicida, que ocorre em torno de 30 dias
segundo Schall et al. (1998) e Vasconcellos e Amorim (2003a).

Sendo assim, o problema levantado pelo presente trabalho questionou a
relagdo entre a agdo de latex de E. splendens var. hislopii na biologia reprodutiva

de B. glabrata nao infectada e infectada por S. mansoni € o tempo de exposi¢ao
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em condigdes experimentais, bem como a duragdo de sua atividade moluscicida
nas vias metabdlicas do hospedeiro intermedidrio.

Para tanto, a hipotese proposta no trabalho diz que a exposi¢do de B.
glabrata, infectada ou nao infectada, a dose sub-letal do latex de E. splendens
var. hislopii por diferentes periodos de tempo, poderia alterar, ou ndo, as suas
funcdes fisiologicas, surtindo efeito sobre as reservas energéticas em tecidos
como massa cefalopediosa e glandula digestiva; alterando as rotas de excrecao
de produtos nitrogenados; influenciando a atividade reprodutiva.

De modo que o objetivo geral deste trabalho foi avaliar fisiologicamente a
acdo do latex de E. splendens var. hislopii em B. glabrata infectada por S.

mansoni, associada ao tempo de degradacdo do produto.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Aspectos Historicos da Esquistossomose

Nos séculos XVI e XVII do Brasil colonia, a expansao da cultura
canavieira seguia em ritmo expressivo, no entanto a tentativa de trabalho escravo
indigena havia fracassado, pela pouca resisténcia fisica destes ao trabalho e a
convivéncia com os “homens brancos”. Sendo assim, uma nova alternativa de
mao de obra escrava foi estipulada, a negro africana. Através do trafico de
escravos africanos trazidos para as fazendas de monoculturas de cana-de-agticar
do pais, vieram também os primeiros homens infectados pelo Schistosoma
mansoni. A doenga se expandiu juntamente com o deslocamento dos negros pelo
pais, que por sua vez acompanhava o perfil politico econdmico da época. De
forma que nos séculos seguintes, X VIII ao XIX, com o crescimento das lavouras
cafeeiras e das areas de mineragdo a doenca ganhava espaco dentro do pais.

Com a diversidade e o crescimento econdmico do pais os escravos e,
posteriormente, trabalhadores foram dissipando-se, e com eles, a disseminagao
de variadas doencas, dentre elas a esquistossomose.

As relagdes ecoldgicas mantidas entre os escravos € o meio natural eram
de subsisténcia, de maneira que a exploragdo e a degradacdo do meio
representavam sua condi¢do de existéncia. Em funcdo das grandes jornadas de

trabalho e da falta de assisténcia basica para condigdes de vida, os escravos
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utilizavam os recursos hidricos como forma de manter as condigdes mais
primitivas de higiene e saude. Com isso, o hdbito de defecar nas colegdes de
agua foi o principal fator de estabelecimento da doenca.

A visdo predatoria e extrativista da natureza no decorrer da historia eleva o
numero de areas degradadas, poluidas e contaminadas, favorecendo a
implantacdo de ciclos de parasitos silvestres, que atualmente ja estdo
estabelecidos e continuam co-evoluindo.

A Esquistossomose mansonica no Brasil ¢ considerada uma
antropozoonose, pois o ciclo do parasito foi iniciado entre o homem (escravo) e
os caramujos dulcicolas, tendo os primeiros relatos descritos por Piraja da Silva
(1908) na Bahia. Ao longo do tempo, outros mamiferos se adaptaram ao ciclo do

parasito no Brasil.

2.2- Caracterizacio do parasito Schistosoma mansoni

Os helmintos do género Schistosoma Weinland, 1858, pertencem ao Filo
Platyheminthes, Classe Trematoda Rudolphi, 1808, Subclasse Digenea Carus,
1863 e Familia Schistosomatidae. Sdo endoparasitos obrigatorios - caracteristica
que classifica a Familia que tem o sangue como bidtopo - e apresentam um ciclo
bioldgico complexo, com morfologia e hospedeiros diferentes ao longo do ciclo.
Constituem um grupo zooldgico de espécies inteiramente adaptadas ao
parasitismo, muitas das quais tem o homem como hospedeiro habitual ou casual
(REY, 2008). Os trematddeos do género Schistosoma distinguem-se dos outros
Digenea por apresentarem os sexos separados, acentuado dimorfismo sexual e ao
aspecto geral do corpo, alongados e com achatamento menos pronunciado
(REY, 2008).

Os vermes adultos vivem no interior dos vasos sanguineos de mamiferos.
As trés espécies importantes para a patologia humana (Schistosoma mansoni,
Schistosoma japonicum Katsurada, 1904 e Schistosoma haematobium Bilharz,
1852) tém distribuicdo geografica diferente, ou localizagdes topograficas
distintas no organismo do hospedeiro definitivo, além de caracteristicas

morfoldgicas e fisiologicas peculiares (REY, 2008).
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Cada espécie de Schistosoma possui variedades regionais, marcadas por
diferengas em sua infectividade para determinadas espécies ou linhagens de

moluscos hospedeiros, pelo grau de antropofilia ou de zoofilia (REY, 2008).

2.2.1- O Ciclo do Schistosoma mansoni

As etapas do ciclo biolégico do S. mansoni estdo sistematizadas na figura

Esta espécie desenvolve sua fase adulta como parasito na luz dos vasos
sanguineos do homem e de outros mamiferos, habitando preferencialmente as
vénulas do plexo hemorroidario superior; onde, as fémeas pdem seus ovos.
Durante a migragdo no sangue portal do figado ocorre o amadurecimento dos
parasitos, que depois de adultos permanecem copulados, onde a fémea fica
alocada no canal genic6éforo do macho, até o final da vida. Desde o inicio desta
migragdo até a chagada ao habitat definitivo dentro do hospedeiro definitivo, as
vénulas mesentéricas do intestino e reto, as f€émeas percorrem os canaliculos dos
vasos sanguineos, onde depositam uma fiada de ovos. A deposi¢ao dos ovos
desencadeia uma desorganizagdo local e, pontual obstrucdo dos vasos,
resultando na extrusdo dos ovos por um processo inflamatdrio ndo hemorragico.
Durante este percurso, os ovos eliminados ainda ndo estdo embrionados,
portanto, ndo sdo diagnosticados nas fezes, quando analisadas. Ao chegarem nas
vénulas mesentéricas do intestino e reto, os ovos sao eliminados pelo processo,
no entanto estdo embrionados e ja podem ser diagnosticados.

Depois de atravessarem a mucosa intestinal e serem eliminados nas fezes,
os ovos, que chegam em tempo util a alguma cole¢ao de agua doce, eclodem os
miracidios. Estes nadam durante algumas horas até encontrarem os moluscos
aquaticos do género Biomphalaria. A especificidade com relagcdo ao hospedeiro
¢ uma das principais caracteristicas das associagdes dos trematodeos digenéticos
larvais e os moluscos. A for¢a de interagdo entre parasito/hospedeiro ¢
quimiocinética. Através de substancias, como glicoconjugados, permitem que o
parasito nade at¢ 2 m de profundidade em busca do molusco. Segundo Kalbe et
al. (1997) ¢ Haas et al. (1991), um dos fatores determinantes desta
especificidade ¢ o comportamento do miracidio que seletivamente ¢ capaz de

aderir e penetrar no molusco hospedeiro adequado.
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Penetrando no tegumento e indo alojar-se em diversos tecidos do molusco,
os miracidios transformam-se em esporocistos que, por poliembrionia, geram
esporocistos filhos e depois em cercarias. Vdarias geracdes de esporocistos
podem suceder-se, todas elas produzindo durante algum tempo suas cercarias.

Voltando ao meio liquido, as cercarias que sdo liberadas pelo molusco
hospedeiro ficam nadando na 4gua, quase sempre em direcdo a superficie,
enquanto ndo tém oportunidade de entrar em contato com a pele de um
hospedeiro vertebrado (homem ou outro animal suscetivel), através da qual
penetram ativamente. A penetracdo da pele do hospedeiro vertebrado pode
variara de 2 a 15 minutos, durante esse processo a cercéria sofre alteragdes
morfoestruturais, como a perda da cauda, transformando-se em esquistossdmulo.

Os esquistossomulos que ndo sdo destruidos na pele ganham a circulagao
geral e vao ter ao coragdo, depois aos pulmdes. Nos pulmdes inicia-se o
mecanismo de evasdo, onde os parasitos ao passarem pelos canaliculos dos
vasos respiratorios ficam mais alongados e perdem as laminas superficiais do
tegumento pelo atrito do movimento. Simultaneamente, ha a ingestao pelo
parasito de antigenos dos grupos sanguineos ¢ MHC de classe I e II, além da
adsorcao de moléculas, que serdo expostas na superficie do corpo. Esse processo
propicia ao parasito um estado de ndo reconhecimento pelo sistema “self” do
sistemana imune do hospedeiro definitivo. Ao sairem dos pulmdes retornam a
circulagdo sist€émica e, em seguida, ao figado, aonde chegam guiados por
mecanismos desconhecidos.

No sistema porta intra-hepético, os esquistossdmulos desenvolvem-se e
alcancam a fase adulta. Entdo, os vermes adultos acasalam-se (condi¢ao para a
maturagdo das fémeas) e migram para as vénulas da parede intestinal,
caminhando contra a corrente sangiiinea da veia porta para as veias mesentéricas

(REY, 2008).
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Figura 1 - Ciclo Biolégico do Schistosoma mansoni

* adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Image Library.htm

2.3 — Aspectos Biologicos do género Biomphalaria

O molusco B. glabrata esta situado taxonomicamente no Filo Mollusca,
Classe Gastropoda, Sub-classe Pulmonata, Ordem Basommatophora, Familia
Planorbidae. No Brasil, o género Biomphalaria possui 11 espécies descritas,
sendo elas: B. glabrata; B. estramineae Dunker, 1848; Biomphalaria schrammi
Crosse, 1864, Biomphalaria kuhniana Clessin, 1883; B. tenagophila Orbigny,
1935; Biomphalaria peregrina Orbigny, 1935; Biomphalaria intermedia
Paraense & Deslandes, 1962; Biomphalaria amazonica Paraense, 1966;
Biomphalaria oligoza Paraense, 1975; Biomphalaria occidentalis Paraense,
1981; Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984. Das espécies
citadas, apenas trés sao encontradas no Brasil, naturalmente infectadas pelo S.
mansoni; sdo elas: B. glabrata; B. straminea e B. tenagophila.

Morfologicamente o género Biomphalaria apresenta concha planispiral,

que varia entre 7 mm a 40 mm, B. schrammi e B. glabrata, respectivamente;
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tubo renal em formato de J e hemolinfa rica em hemoglobina. Os espécimes sdo
hermafroditas, reproduzindo-se por fecundag¢do cruzada ou auto-fecundagdo.
Para diferenciacdo das espécies os principais caracteres observados pela
sistematica sdo: a) peculiaridades da concha, como tamanho, tipo de abertura e
presenca ou auséncia de carenas; e b) aspectos morfologicos das partes moles
como: a presenga ou ndo de crista no tubo renal, vesicula seminal ou prostata,
namero de diverticulos do ovoteste, aspectos da parede vaginal expandida em
bolsa ou ndo, presenca ou nao de enrugamento vaginal, relagdo do tamanho do
pénis com o prepucio e entre o diametro da bainha do pénis e o canal deferente
(PARAENSE, 1975).

O sistema nervoso ¢ composto por um conjunto de ganglios e conexdes
nervosas localizadas atras do saco bucal. Fisiologicamente, difere-se em trés
categorias de centros nervosos: sensoriais, locomotores e viscerais. O centro
sensorial ou sistema nervoso central dos moluscos serve como um recurso
primario de neurotransmissores como dopamina e serotonina, sua liberagdo ¢
responsavel pela regulagdo da atividade ovipositoria (SANTHANAGOPALAN
& YOSHINO, 2000; PARAENSE, 2001).

A circulacdo hemolinfatica ¢ realizada através do bombeamento do
coragdo, constituido por um atrio e um ventriculo. A hemolinfa oxigenada chega
ao coragdo por meio da veia pulmonar e sai pela aorta, que a distribui por todo o
corpo. O soro passa pelo canal renopericardio para ser filtrado pelo rim. Apos a
absorcdo de todos os nutrientes necessarios, o restante do soro segue pelo tergo
final do manto para transformar-se em urina e ser eliminado pelo meato do
ureter (PARAENSE, 1975).

A respiracdo ¢ realizada através do saco pulmonar virtual formado pela
jungdo da crista lateral com a crista retal, com as trocas gasosas acontecendo
através do tecido conjuntivo frouxo. J& a respiragdo aquatica ¢ realizada pela
pseudobranquia, que sdao pregas tegumentares extremamente vascularizadas
(PARAENSE, 1975).

Em relagdo a reproducao, o comportamento prevalente ¢ a fecundagao
cruzada, que evolutivamente garante a manutencao da variabilidade genética por
meio do fluxo génico e da recombinacdo génica (PARAENSE, 1976).
Geralmente, os moluscos do género atingem a maturidade reprodutiva ou sexual

por volta do 40° dia, mas, segundo Grault et al. (1992) fatores bidticos como a
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infeccdo pelo S. mansoni podem alterar este inicio. Este comeg¢a com o
amadurecimento dos ovocitos e espermatocitos no ovoteste. Os ovos
encaminham-se para a encruzilhada genital, localizada na glandula de alblimen
que fornece o principal recurso nutricional para o desenvolvimento dos ovos — o
fluido perivitelinico, rico em galactogénio. Wijsman & Wijck-batenburg (1987)
observaram que em B. glabrata 36% do galactogénio ¢ composto de L-galactose
e 64% de D-galactose. Em Lymnaea stagnalis Linnaeus, 1758 a quantidade de
galactogénio produzida ¢ proporcional a quantidade de massa ovigera e ovos
formados.

Segundo El-Saadany & Mohamed (1989) a glandula de albumen ¢
composta por numerosos diverticulos e materiais secretdrios no lumen. Sao
formadas de células secretorias e um tipo de célula de transporte.

Apresentam sistema digestorio completo, morfologicamente se inicia na
cavidade bucal, onde estdo situados um par de glandulas salivares e a radula.
Esta ultima ¢ constituida por dentes quitinosos, que no género Biomphalaria
apresenta uma distribui¢ao peculiar: com dente central bictispide, dentes laterais
tricuspides e dentes marginais abaixo do nivel de implantagdo. A movimentagao
da radula leva o alimento em dire¢do ao esofago - que contém graos de areia que
facilitam a trituracdo - que se liga ao estomago. Por sua vez, o estdbmago se
comunica com a glandula digestiva, responsavel pela absor¢ao e acimulo de
reservas de energia, na forma de glicogénio. Por fim, os residuos sélidos da
digestdo sdo conduzidos para o intestino e eliminados para o meio externo
(PARAENSE, 2001).

Segundo Chiang et al. (1977) e Pinheiro & Amato (1994) a molécula de
glicogénio ¢ um polimero de D-glicose e possui a fungdo de estocar glicose nos
tecidos, para posteriormente ser utilizada quando necessario. Este polissacarideo
estd localizado em células especiais entre os acinos da glandula digestiva, na
regido anterior do manto e na massa cefalopediosa. E dependendo das condigdes
fisio-metabdlicas este polimero ¢ degradado a glicose para suprir a necessidade
energética.

No Brasil, a espécie B. glabrata é considerada a de maior importancia em
saude publica, em fun¢do da sua ampla distribuicdo geografica, capacidade de
adaptagdo as diferentes condigdes ambientais, susceptibilidade a infecgao pelo S.

mansoni e capacidade de eliminacdo de maior nimero de cercarias por um
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periodo superior a 40 dias no periodo patente (SOUZA & LIMA, 1990).
Anatomicamente, B. glabrata caracteriza-se por apresentar crista renal na fase
adulta e linha pigmentada ao longo do tubo renal na fase jovem, ovoteste com
mais de 350 diverticulos, bolsa vaginal e por¢do média do pénis
aproximadamente do mesmo didmetro que a por¢do mais larga do canal
deferente (PARAENSE, 1975; PARAENSE, 2001).

Através de estudos filogenéticos, foi observado que a espécie B. glabrata
apresenta variagdes intra-especificas, pois constitui espécie basal para as demais
no Brasil e no continente africano. De Jong-Brink et al. (2001) utilizaram
sequéncias de DNA mitocondrial de diferentes espécies de planorbideos, a fim
de analisar o grau de parentesco e explicar a extensa distribuicdo da
esquistossomose nos continentes americano € africano. As espécies africanas sao
oriundas das espécies americanas, coincidindo com o encontro do féssil mais
antigo deste género no continente americano (MORGAN et al., 2001). Através
dos estudos cladisticos, verificou-se que B. glabrata forma um grupo
monofilético com as espécies africanas.

Segundo Richards & Merritt (1972) e Richards et al. (1992) B. glabrata
continua em processo de especiagdo, envolvendo diversos fatores como:
diferenciagdes genéticas, cruzamentos interespecificos observados em situagdes
de exclusao competitiva em campo (Barbosa et al., 1994) e em condicdes
laboratorais (Mello-Silva ef al., 1998) e fatores ambientais na selegdo de
espécies mais adaptadas ao parasitismo.

O ambiente limnico ¢ o habitat natural do molusco B. glabrata e apresenta
condigdes ecoldgicas para sua sobrevivéncia e reproducao.

Segundo Kloos et al. (2001) os fatores abioticos como a temperatura, tipo
de substrato, velocidade da agua, temporalidade da colecdo hidrica, relagdes
ecologicas com os demais seres vivos do ecossistema e a agdo do homem neste
ambiente; sdo variaveis extremamente relevantes para o ciclo biologico do
molusco e para o seu papel como hospedeiro intermediario de S. mansoni.

As populacdes de Biomphalaria sao instaveis e sofrem flutuagdes de
acordo com a temperatura, sazonalidade e periodo de chuvas. Estes fatores
climaticos interferem na dindmica populacional destas espécies.

De acordo com Pimentel-Souza et al. (1990), a variacdo da temperatura

influencia tanto na postura dos ovos quanto na eclodibilidade. Além disso,
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observaram que havia alta fertilidade no intervalo de 20 a 27 °C e um
decréscimo significante a 17,5 °C. A taxa de oviposigdo e numero de ovos por
massa ovigera variaram com a luminosidade, e ndo, com a temperatura. O que
confirma os resultados de Barbosa et al. (1987), que demonstraram que a
iluminacao e a temperatura influenciam na taxa de eclosdao. De forma que,
quanto maior a intensidade de luz, maior ¢ a taxa de oviposi¢ao.

O regime de chuvas controla o potencial bidtico das populacdes de
Biomphalaria. Em periodos de poucas chuvas, os criadouros diminuem o seu
volume e concentram a populacdo de moluscos e o contrario resulta na
distribuicdo destes moluscos pelo local.

A dessecagdo oriunda da falta de chuvas desenvolve nos moluscos
aquaticos um comportamento chamado de estivagdo. Estimulado pela seca
temporaria dos habitats, os caramujos secretam uma substdncia mucosa na
abertura das conchas. Os animais se retraem para o interior da concha,
desidratam-se e as partes moles ficam reduzidas de 1/6 a 1/7 do seu volume
normal, diminuindo o seu metabolismo (ROSADO et al. 1983), ocorre o
consumo das reservas de carboidratos dos tecidos. O metabolismo de
gastropodes em estivagdo ¢ parcialmente ou totalmente anaerdbio
(LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

A Dbaixa tensdo de oxigénio provocada pelos residuos organicos
frequentemente jogados neste meio e pelo aumento de produtos nitrogenados
oriundos de processos de decomposicdo ¢ outro fator limitante ao
desenvolvimento de B. glabrata no meio limnico. Apesar de B. glabrata ser
mais resistente a anoxia que os demais planorbideos e limneideos, apresentam
comportamentos caracteristicos quando sujeitas a este estresse bioldgico, sendo
eles: reotaxia positiva em fluxos lentos de d4gua, movimentagdo rapida em agua
corrente, migracao para a superficie da agua a noite, buscando o oxigénio do ar e
tendéncia a emergir na lama em ambientes secos (PATIENCE et al. 1983).
Além disso, a baixa disponibilidade de oxigénio altera a via metabodlica deste
organismo, apds 24 horas sem oxigénio B. glabrata se torna um organismo
anaerobio facultativo, o que pode inibir sua capacidade ovipositoria (BOYLE &
YOSHINO, 2000). Como um ser anaerdbio facultativo, ¢ capaz de sobreviver
por curtos periodos em micro ambientes com pequena ou nenhuma quantidade

de oxigénio, enquanto se alimenta. Podem sobreviver longos periodos em
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ambientes com fluxos diferentes de oxigénio (diurnos e sazonais). Estes podem
se beneficiar e beneficiar o meio com os produtos finais do metabolismo

anaerobico.

As mudancas metabolicas estdo associadas as condigdes ambientais. O
metabolismo de carboidratos ¢ sazonalmente variavel. Estas alteragdes sado
usualmente em resposta a mudancas na temperatura do ambiente e na
disponibilidade de alimento e sdo frequentemente associadas ao ciclo
reprodutivo sazonal. Os niveis de carboidratos sdao mais elevados no verdo e
outono e baixos no inverno (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983). Em busca da
sobrevivéncia e da manutengdo de seus descendentes, os moluscos se adaptam a

estas condicdes, alterando seu metabolismo.

2.4- Estratégias para o Controle da Esquistossomose

A esquistossomose encontra-se entre as poucas doengas parasitarias cuja
distribuicdo e prevaléncia, em escala mundial, continuam a aumentar (ANSARI,
1973; IAROTSKI et al. 19881; JORDAN et al. 1982; WHO, 1980). A razdo esta
em que o proprio homem promove o desenvolvimento de novos e maiores focos
de transmissdo ao construir, sem as devidas precaucdes, represas e obras de
irrigagdo exigidas pela agricultura e por extensdo de novas dreas (HUNTER et
al. 1982; REY, 1982; UPATHAM, 1974). Desta forma, os moluscos encontram
muitos de seus habitats mais favordveis, ao mesmo tempo em que aumenta o
contato com as populagdes rurais com as dguas superficiais.

Diversos programas de estudo epidemiologicos ou de ensaios de controle
da esquistossomose desenvolveram-se nas ultimas décadas, em varias partes do
mundo, como em paises da Africa, Oriente Médio ¢ Asia e particularmente no
Brasil. Em muitos deles estdo em curso programas de controle, visando reduzir a
prevaléncia e a area de distribuicdo endémica (ANSARI, 1973; BRASIL, 1976;
FREITAS, 1972; WHO, 1980). A OMS tem participado ativamente em alguns
desses programas, ou oferecido assisténcia para fazer avangar varios outros
(THERON et al., 1977).

Em linhas gerais, as estratégias basicas consistem em: reduzir
consideravelmente ou impedir a transmissdo do parasitismo (mediante o uso de

moluscicidas, saneamento ambiental, educacdo sanitaria, etc.) e proceder com o
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tratamento da populagdo parasitada para reduzir drasticamente as fontes de
infec¢do (REY, et al., 1982; WHO, 1980).

Viérios obstaculos opdem-se a uma rapida extingdo das fontes de infec¢ao,
dentre os quais se destacam: casos ndo curados; pessoas recém-infectadas e,
portanto, portadoras de formas juvenis do parasito (esquistossomulos) nao
suscetiveis a acdo de alguns quimioterapicos; casos nao diagnosticados, por
diversas razdes; casos que apresentam contra-indicagdo ao tratamento seja
temporaria ou definitivamente; pessoas ausentes por ocasido do diagnodstico ou
do tratamento; pessoas que recusam o tratamento; presenca de hospedeiros
vertebrados nao humanos; falhas no servico de saude; etc. (REY, 2008).

Por tais motivos, as medidas destinadas a reduzir ou a suprimir a
transmissao deverdo ser mantidas por um tempo suficientemente longo para que
se possa conseguir o tratamento da totalidade dos individuos infectados ou re-
infectados, e a exaustdo das fontes de infeccdo por desparasitagdo espontinea

dos pacientes ndo tratados (REY, 2008).

2.4.1- Saneamento do Meio

Abastecimento de dgua tratada, instalagdes e destino adequado dos esgotos
sdo os recursos basicos de saneamento, capazes de resolver o problema da
esquistossomose nas pequenas cidades ou bairros periféricos das cidades
maiores. Obras de drenagem e constru¢ao de um sistema de canalizagdo para
aguas pluviais podem ser também necessarias (REY, 2008).

Essas sdo medidas exigidas pela urbanizacdo, independentemente da
ocorréncia da esquistossomose. Entretanto, mesmo nas grandes cidades,
formam-se extensos bairros habitados pela populacdo mais carente, onde faltam
totalmente os beneficios do saneamento e onde, portanto, a transmissdo pode
efetuar-se (REY, 2008).

Nas pequenas localidades, os grandes recursos da engenharia podem ser
caros para a economia local. Recomendam-se, entdo, construcdes que devem
assegurar: abastecimento de dgua, existéncia de duchas e/ou lavanderias publicas
que ndo distem muito das casas, mas afaste os moradores dos focos, destino
adequado aos dejetos (construg¢do de latrinas ou de sistemas efluentes para os

esgotos, que impecam a contaminacdo das aguas habitadas por moluscos,
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redugdo da superficie hidrica sujeita a infestacdo por moluscos e, sempre que
possivel, preferéncia pelos sistemas de irrigagdo com canalizagdes fechadas e
mediante a aspersdo, aterro de pequenas depressoes artificiais onde as aguas se
acumulam; drenagem de depressdes naturais, brejos e pantanos; corre¢do do
leito dos corregos, incluindo desobstrucao e retificagdes, a fim de aumentar a
velocidade de vazao para 0.5 metro/segundo ou mais; correcao dos sistemas de
irrigagdo a céu aberto; secagem periodica e remocao da vegetagdo que cresce nas
valas; constru¢ao de pequenas pontes para travessia, sem risco, de corregos e
riachos contaminados e construcao de locais destinados a recreagao das criangas
(REY, 2008).

O abastecimento de 4agua e a construcdao de chuveiros publicos tendem a
afastar dos focos principalmente as mulheres que lavam roupa e seus filhos
pequenos (REE, 1982). Mas nao impedem que as criangas maiores e
adolescentes se exponham as cercarias, quando vao brincar ou nadar em aguas
poluidas pelos ovos do parasito, mediante a contaminag¢do pelas fezes do
hospedeiro definitivo, freqiientemente criancas, mas em alguns ecotopos, a

presenca de mamiferos silvestres (REY, 2008).

2.4.2- Tratamento da Populagio Infectada

Os medicamentos esquistossomicidas atualmente em uso caracterizam-se
pela grande eficacia e reduzida toxidez. Eles podem ser utilizados em
tratamentos de massa, desde que a posologia seja estabelecida em funcdo do
peso do paciente e sejam observadas as contra-indica¢des que limitam o uso de
cada droga (BARBOSA, 1972; BRASIL, 1976; DAVIS et al, 1979;
GENTILINI ef al.,1982; KATZ, 1980; KATZ et al., 1981).

Segundo Rey (2008), associada a luta contra o molusco hospedeiro e a
outras medidas praticas, a quimioterapia permite reduzir drasticamente as fontes
de infeccao humana ¢ limitar consideravelmente as taxas de transmissao, desde
que o tratamento seja efetuado concomitantemente para todos os individuos que
estejam eliminando ovos de Schistosoma e que um sistema de vigilancia
epidemioldgica permita depois inferir rapidamente, sempre que novos casos
venham aparecer. Ainda segundo o autor, para tanto, deve-se seguir trés passos

para que o requisito seja contemplado: (i) Tratamento dos casos positivos: feito
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apds inquérito parasitologico, com métodos adequados, abrangendo toda a
populacdo; (ii) Tratamento de toda a populagdo: sem identificacdo dos casos
positivos, apds um inquérito por amostragem ter demonstrado que a proporcao
de individuos parasitados ¢ muito alta. O limiar de positividade que justificard a
quimioterapia de massa deve ser definido pela estratégia adotada para o controle;
(ii1)) Tratamento de grupos selecionados: Comporta duas modalidades bem
distintas: a) Tratamento de pessoas que eliminam uma grande quantidade de
ovos, que costumam ser os individuos sujeitos a maior risco patogénico e,
também, os maiores poluidores do ambiente; b) Tratamento restrito aos
individuos das faixas etdrias estatisticamente mais parasitadas (ou de escolares
ou de outros grupos que os inquéritos preliminares demonstrarem apresentar

altas prevaléncias), com ou sem exames parasitologicos individuais.

2.4.3- Educacido em Saude

Uma estratégia operacional capaz de adequar as recentes recomendagdes
da OMS a situacao brasileira seria incluir agdes em educacdo em saude dirigida
para criancas em idade escolar. O pressuposto ¢ que uma ampla cobertura das
escolas de ensino fundamental, complementada pela busca ativa de criangas em
idade escolar que moram nas redondezas, mas que ndo frequentam a escola,
muito provavelmente bastaria para reduzir de maneira expressiva o nimero de
casos da doenca (WHO, 2002). Junto a isso, a Secretaria de Vigilancia em Saude
recomenda aos municipios endémicos a realizagdo de inquéritos coproscopicos
bienais de toda a populacdo, seguido de tratamento quimioterapico dos
portadores da infec¢do, além de medidas profilaticas como educacao em satude
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Somado a isso a educac¢ao em saude deve mobilizar os moradores de zonas
endémicas para que participem ativamente dos trabalhos contra a endemia, ndo
s0 facilitando a realizagdo dos inquéritos pelos servicos de saude, como
ajudando a identificar os focos de transmissdao, a combater os moluscos e a

eliminar eventualmente seus criadouros (REY, 2008).
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2.4.4 — Controle dos Moluscos Hospedeiros

O uso de moluscicidas ¢ a forma de controle da esquistossomose mais
usual em todos os paises (WEBBE, 1987). A aplicagdo desses produtos ¢
conhecida desde 1913-1915, sendo que inicialmente foram empregadas varias
substancias nao especificas para este fim, tais como cal, cianeto de célcio e
sulfato de cobre (DUNCAN, 1974). Os chineses foram os primeiros a utilizar
fertilizantes no combate a caramujos, nas primeiras décadas do século XX. O
primeiro relato da utilizagao destes produtos em campo foi feito por Chandler et
al. (1920), que utilizaram sulfato de cobre para o controle de moluscos.
Posteriormente, 1945-1955, devido aos soldados americanos contrairem
esquistossomose durante a Segunda Guerra Mundial, foi incentivada a pesquisa
nesta area, onde foram encontrados varios produtos como o Pentaclorofenato de
Sodio e o Pentaclorofenol, entre 7.000 substancias pesquisadas. Mais tarde,
surgiram outros compostos dos quais se destacaram o N-Tritymorpholine,
Nicotinanilida e a Niclosamida (RITCHIE, 1973; WEBBE, 1987). Apesar de
todas as pesquisas realizadas com varios produtos sintéticos até o momento, a
Niclosamida tem sido o mais eficiente e o mais utilizado em pesquisas para o
controle da esquistossomose.

No Brasil, desde a implantacdo do PECE, em 1976 pela FNS, este produto
esta sendo utilizado para éreas de baixa endemicidade (AMARAL &
PORTO,1994). A Niclosamida pode ser aplicada em campo de forma diluida no
recurso hidrico, obtendo resultados satisfatorios em concentracdes inferiores a
de outros produtos sintéticos (McCULLOUGH et al., 1992). Além disso, ¢é
utilizado como anti-helmintico, no tratamento de cestéides de importancia
médico-veterinaria. Estudos realizados em B. glabrata demonstram sua
eficiéncia na diminui¢ao da populagdo destes moluscos em campo.

No entanto a preocupag¢d@o com a preservacao ambiental associada ao alto
custo dos moluscicidas sintéticos usuais vem incrementando a pesquisa de
moluscicidas de origem vegetal, na busca de plantas seletivas aos moluscos
alvos, que ndo causem danos a biota, abundantes nas areas endémicas e de facil
extracdo (WEBBE ef al, 1983; HOSTETTMANN, 1984; McCULLOUGH,
1986).
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2.4.4.1 — Moluscicidas de Origem Vegetal

Juntamente com as pesquisas com produtos quimicos, diversos
pesquisadores buscam em plantas de areas endémicas de esquistossomose, um
principio ativo eficiente no combate aos moluscos hospedeiros. De acordo com
Cheng et al. (1971) os chineses sdo um dos maiores grupos neste campo, com
cerca de 600 espécies de vegetais ja testados, porém poucos sdo utilizados com
frequéncia no controle de moluscos como parte de programas do governo.

Um dos primeiros relatos do uso de moluscicidas naturais ocorreu no
Sudao e se refere a espécie Balanites aegyptiaca (Balanitaceae) Linnaeus, 1758
e de acordo com a literatura seus frutos foram eficientes no controle de moluscos
do género Bulinus e Planorbis, mas tdxicos para organismos ndo-alvos
(ARCHIBALD et al., 1933; WAGNER et al, 1936). Em 1997, LUT et al.
testaram o extrato de Balanites maughamii Sprague em B. glabrata,
demonstrando ineficicia. Extratos aquosos de plantas chinesas Rheum palmatum
L. e Rheum dendatus L. também demonstraram atividade moluscicida para B.
glabrata, relacionando a mesma a presenca de antraquinonas.

No Brasil, os primeiros estudos ocorreram em 1944 por Pinto & Almeida
que utilizaram o cipd Sejania sp. sobre caramujos, miracidios e cercérias de S.
mansoni. Mais tarde, destacam-se os estudos de Amorim & Pessoa (1962),
Sousa (1970), Rouquayrol et al. (1972, 1973) e Sousa & Rouquayrol (1974), nos
quais pesquisaram plantas do nordeste brasileiro com atividade moluscicida,
demonstrando apenas eficacia em 5% dos vegetais. Concomitantemente, Pereira
& Souza (1974) publicaram resultados promissores quanto a utilizagdo da casca
da castanha do caju, Anacardium occidentale Linnaeus, 1758 no controle de
caramujos na concentracao de 2,8 mg/l. No entanto, em estudos posteriores,
Kloos & McCullough (1982) verificaram que os produtos derivados do acido
anarcardico, quando armazenados, poderiam apresentar efeito explosivo,
tornando a utilizagdo deste produto inviavel.

Outras plantas tém sido testadas como moluscicidas em B. glabrata sendo
elas: Jatropha curcas L., Byrsonima intermedia A. Juss, Annona crassiflora
Cardim, 1584, Millettia thonningii (Schum & Thonn), Maesa lanceolata Forssk,
Stryphnodendron polyphyllum M. e Stryphnodendron adstringens (Mart)

Coville. No entanto, nenhuma conseguiu resultados melhores aos encontrados
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com E. splendens var. hislopii. Quanto a acdo sobre a biologia dos moluscos,
apenas foram observadas alteragdes na osmoregulacido associada a agdo de M.
thornningii e no metabolismo de carboidrato e protéico observado para as duas
ultimas (RUG & RUPPEL, 2000; ALVES et al., 2000; SANTOS & SANTANA,
2001; LYDDIARD & WHITFIELD, 2001; APERS et al., 2001; BEZERRA et
al., 2002).

Em 1998, o IOC-FIOCRUZ/RJ patenteou a metodologia de coleta,
extracdao e aplicacao do latex de E. splendens var. hislopii como moluscicida
(VASCONCELLOQOS, 2000), sendo considerado o mais promissor, segundo a

OMS para o controle de hospedeiros intermediarios de S. mansoni no Brasil.

2.4.4.2 - A¢ao do latex de Euphorbia splendens em Moluscos Hospedeiros de

Parasitos de Importancia Médico-Veterinaria

Estudos sobre a a¢do deste latex em moluscos hospedeiros intermediérios do
S. mansoni, Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) e Paragonimus westermani
(Kerbert, 1878) foram realizados, obtendo resultados interessantes em relagao a
concentracdo letal (CL o), sendo eles: 0,45 a 4,04 mg/l para as espécies de
Biomphalaria, 0,55 mg/l a 1,51 mg/l para Lymnaea columella (Say, 1817) e 6,22
mg/l para Melanoides tuberculata (Miiller, 1774) em testes laboratoriais
(VASCONCELLOS & SCHALL, 1986; GIOVANELLI et al, 1999;
VASCONCELLOS & AMORIM, 2003a). Em situagdes de campo, o latex foi
testado em ambientes 1€nticos e loticos em B. glabrata, respectivamente, em
concentracgdes entre 5 a 12 mg/l (MENDES et al., 1992; 1997; BAPTISTA et al.,
1992) e em L. columella na concentragao de 5mg/l (VASCONCELLOS &
AMORIM, 2003b).

Quanto a acdo do latex de E. splendens em massas ovigeras de B. glabrata e
sobre as formas evolutivas, miracidio e cercaria de S. mansoni observou-se uma
concentracdo letal (CLgg) muito maior do que a aplicada para moluscos, De
Carvalho et al. (1998) observaram que em concentragdes do latex na faixa de
10-100mg/1, ndo foram obtidos resultados satisfatorios. Estes autores verificaram
que a concentragdo letal para ovos foi de 870mg/l. J&4 Schall et al. (1998)
observaram Clgy de 1200 ppm.
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A avaliacdo das propriedades moluscicidas de E. splendens var. hislopii em
B. glabrata foi realizada por Zani et al. (1989, 1993) e Mendes et al. (1997),
evidenciando que as miliaminas constituem o principio ativo relacionado a esta
atividade. A miliamina L testada foi cerca de 100 vezes mais eficiente que a
niclosamida.

Alteragdes causadas pelo latex de E. splendens var. hislopii sobre a biologia
de B. glabrata foram sugeridas por Mendes et al. (1992), relacionando a causa
da morte com a repentina interrup¢ao de impulsos nervosos, associada a agao
anti-colinesterasica. No entanto, pouco se sabe sobre as possiveis alteracdes em

demais sistemas dos moluscos.

2.4.4.3 - Estudos Fisiologicos da Acao de Moluscicidas Naturais

Em 1988, Adewunmi et al. verificaram que tanto o Bayluscide quanto a
planta 7. tetraptera Taub reduziram os contetidos de carboidratos e proteinas nos
tecidos de massa cefalopediosa e glandula digestiva de B. glabrata. Alcanfor
(2001) verificou a diminui¢ao dos contetidos de glicose e proteina na hemolinfa
de B. glabrata submetida ao tratamento com o extrato da folha e da casca de
Stryphnodendron adstringens, S. polyphyllum e nos extratos da folha e da casca
de Caryocar brasiliense, plantas do cerrado brasileiro. Foram observadas
alteracdes histologicas em B. glabrata exposta a estes extratos, verificando
degeneracao da glandula digestiva, mas nao o suficiente para aumentar
significativamente os niveis de proteina totais na hemolinfa.

Mas adiante em 2006, Mello-Silva ef al. verificam alterag¢des fisiologicas em
B. glabrata tratada com extrato de Solanum malacoxylon, neste estudo foi
constatado que o extrato reduziu os niveis de glicose na corrente hemolinfatica,
com quebra de moléculas de glicogénio nos tecidos de massa cefalopediosa e
glandula digestiva, a fim de estabilizar os niveis de glicose. Os moluscos
tratados com extrato bruto de S. malacoxylon aumentaram a concentragdao de
proteinas na hemolinfa, causando alteragdes na concentracdo dos produtos
nitrogenados.

Ainda em 2006, Mello-Silva et al. analisaram as mudangas na fisiologia de
B. glabrata desencadeadas pelas concentracdes letal e sub-letal do latex de E.

splendens var. hislopiii. E verificam que os depdsitos de glicogénio na glandula
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digestiva apresentaram diferencga significativa e uma relagao negativa em fungao
do aumento da concentracdo do latex. Ja no tecido de massa cefalopediosa esta
relagdo foi positiva e também com diferenga significativa entre as concentragdes.
Os niveis de glicose foram reduzidos conforme o aumento da concentragao do
latex, ao contrario das concentragdes de proteinas, que aumentaram na
hemolinfa em fun¢do do aumento da concentragdo do latex, mantendo uma
relagdo positiva. De modo que, a degradacgdo das proteinas resulta em mudangas
nas concentragdes de produtos nitrogenados, como a uréia, que teve a sua
concentracdo reduzida de acordo com o aumento da concentracdo do latex
utilizada.

A agdo do latex de E. splendens var. hislopii sobre B. glabrata também
resulta em alteragcdes na atividade reprodutiva do molusco. Com reducdao do
numero de ovos por massa ovigera, bem como no numero de ovos por molusco e
nimero de massa por molusco (MELLO-SILVA et al., 2007)

Em 2008, Subhash et al. relataram as alteragdes na fisiologia de B. glabrata
e os efeitos moluscicidas do latex bruto e processado de E. milii. Os moluscos
submetidos aos diferentes tratamentos apresentaram comportamento de retragdo
para o interior da concha e perda de apetite, alteragdes fisioldgicas e retardo do

crescimento.

2.4.4.4- Alteracdes Fisiologicas Causadas por Larvas de Trematodeos

Em 1980, Becker afirmou que ao invadir o hospedeiro invertebrado, as
larvas de trematddeos causam danos pela retirada de substancias, as quais seriam
utilizadas como nutrientes pelo molusco e sdao drenadas pelas larvas. O autor
compara esse déficit aos danos causados por um estado de jejum severo. Somado
a esses fatos a retirada de substratos perturba a manutencdo do metabolismo
basal do molusco, além de interferirem nos processos de crescimento e

reproducao.

2.4.4.4.a — Alteracdes no contetudo de carboidratos

O metabolismo energético dos gastropodes pulmonados ¢ baseado em

moléculas de polissacarideos (JOOSSE, 1988; JOOSSE & van ELK,1986). As
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principais ¢ mais abundantes moléculas encontradas nos moluscos sdao o
glicogénio e o galactogénio (GERAERTS, 1992). O glicogénio ¢ armazenado na
regido anterior do manto, entre os acinos da glandula digestiva e gonada (de
JONG-BRINK, 1973; MUELEMAN, 1972; SMINIA, 1972; CHIANG, 1977) ¢
na massa cefalopediosa (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983; PINHEIRO &
AMATO, 1994).

A principal regido para o estabelecimento e desenvolvimento das larvas de
trematodeos ¢ a glandula digestiva. De acordo com Cheng (1963), as larvas
causam bloqueio na circulacdo da glandula estabelecendo uma situacao de
anaerobiose. Além disso, a mobilizacdo dos nutrientes e metabolitos pelos
parasitos também podem afetar a respiracao celular nos tecidos do hospedeiro.

Existem intimeras formas pelas quais o parasitismo pode afetar diferentes
hospedeiros. No modelo B. glabrata e S. mansoni foi observada uma redugao
significativa do conteudo de D-glicose na hemolinfa de B. glabrata, na terceira
semana de infec¢ao com S. mansoni (CHENG & LEE, 1971).

No sistema Fasciola hepatica /Lymnaea truncatula foi verificada a queda
no conteudo de glicogénio nos tecidos do hospedeiro infectado, enquanto havia
um aumento no depdsitos de lipideos neutros (IAVORSKII, 1989).

Em 1994, PINHEIRO & AMATO realizaram um estudo sobre o modelo
Bradybaena similaris (Férussac, 1821) infectados com larvas de Eurytrema
coelomaticum (Giard et Billet, 1892) Looss, 1907 e observaram acentuada
reducdo no conteudo de glicose da hemolinfa do molusco parasitado. Que
coincidiu com a redu¢@o nos depositos de carboidratos da massa cefalopediosa e
da glandula digestiva. Assim, 0os autores propuseram que 0S esporocistos que
ficam aderidos a superficie externa da glandula digestiva do hospedeiro sdo
banhados pela hemolinfa, de onde retiram os mondmeros de glicose necessarios
para a manutencdo e desenvolvimento larval intramolusco. O desequilibrio
causado na composicao glicidica da hemolinfa leva o molusco a dispor de suas
reservas de carboidratos, o que causa a deplegdo de seus estoques de glicogénio.

Nos moluscos pulmonados adultos, o galactogénio esta restrito a glandula
de albtimen e aos ovos, servindo como fonte energética no processo reprodutivo.
Quando o hospedeiro estd parasitado por larvas de trematddeos ocorrem
alteracoes no funcionamento da glandula. Em 1981, van Elk & Joosse

constataram que em L. stagnalis infectada com Trichobilharzia ocellata (La
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Vallete, 1855) havia uma significativa reducao da atividade catalitica da UDP-
galactose 4-epimerase, em comparagdo com o controle. Sendo observada uma
significativa reducdo no peso desta glandula e nenhuma atividade ovipositoria ao
longo de todo periodo da infec¢do. Mais adiante, em 1988,em um estudo in vitro
realizado por Joosse et al. foi verificado que a atividade sintética da glandula de
albumen de L. stagnalis incubadas em presenca de hemolinfa de moluscos
infectados com 7. ocellata foi significativamente reduzida a um valor de cerca
50% menor do que aquele encontrado em animais do grupo controle ap6s uma
hora de incubacao.

Em 1989, El-Saadany & Mohamed constataram a existéncia de células
secretoras na glandula de albimen, e verificaram que em B. glabrata infectada
com S. mansoni, alteracdes na fungdo secretora s6 foram significativas no
periodo da emergéncia das cercarias. No ano de 1990, Crews & Yoshino
utilizaram o mesmo modelo parasitolégico, mas ndo constataram alteragdes
significativas na sintese de polissacarideos e, especificamente, de galactogénio
quando analisados in vivo.

As interagdes fisiologicas entre E. paraensei Lie & Basch, 1967 e L.
columella foram estudadas por Pinheiro et al. (2009), e verificaram que os
conteudos de carboidratos contidos na glandula digestiva do molusco hospedeiro
apresentaram uma queda apos 20 dias de infecg¢do. Até o fim do periodo
estudado, houve uma reducdo de 60% nos estoques de glicogénio quando

comparados com os moluscos ndo infectados.

2.4.4.4.b- Alteracdes no conteudo de proteinas totais

As larvas em desenvolvimento no interior do organismo do molusco
hospedeiro causam continua drenagem dos depositos de carboidratos, o que
resulta num estado de inanicdo. Toda essa situagdo leva o organismo do animal a
optar por substratos alternativos para obter energia suficiente para manutengao
dos seus processos metabodlicos vitais. Que, segundo Becker (1980), gera
alteracdes no conteudo de proteinas e aminoacidos livres no molusco infectado.

No sistema B. alexandrinal/S. liei o metabolismo do molusco foi alterado,
ocorrendo significativa reducdo do conteudo de proteinas, os resultados sugerem

a ocorréncia de lesdes nos tecidos do molusco em fun¢ao da acao das larvas. Em
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2002, Mahmaoud et al. ressaltaram que as alteragdes mais significativas foram
observados aos 20 dias de infec¢do, periodo do estagio larval de rédia, que
apresenta abertura oral, sendo capaz de causar lesdes mecanicas aos tecidos.

No modelo E. paraensei/L. columella estudado por Pinheiro et al. (2009)
os niveis de proteinas totais circulantes apresentaram uma reducdo de 80% e de

76,42% na glandula digestiva.

2.4.4.4.c- Alteragoes no conteuido de produtos nitrogenados de excrecio

As vias metabolicas alternativas ativadas em fungdo do parasitismo
resultam em vias de excre¢do consequentes, as quais podem ser tdxicas ao
molusco e por isso precisam de detoxificagdo. Uma dessas conseqiiéncias ¢ a
elevacao dos contetidos dos produtos nitrogenados de degradacao, como a uréia,
acido urico, amonia, tudo isso em resultado a extensa degradagao de proteinas e
aminoacidos.

Alteragdes surgidas no molusco parasitado por larvas de trematédeos sdo
homologas as surgidas em consequéncia de um periodo de jejum severo, sendo
trinta dias de infec¢do equivalente a seis dias de jejum (BECKER, 1980). Em
1983, o mesmo autor analisou as alteragdes surgidas no metabolismo de purinas
em B. glabrata infectada por S. mansoni e observou que durante a infec¢do do
molusco, o conteudo de acido trico nos seus tecidos foi maior do que nos
moluscos nao infectados até 40 dias de infec¢do, reduzindo deste periodo em
diante.

No sistema B. similaris/E. coelomaticum foi observada uma reducao
acentuada no conteudo de uréia na hemolinfa do molusco ao longo 30 dias de
infec¢ao, alcancando 80% de redugdo. A variagdo de acido trico foi significativa
apenas aos 25 dias de infec¢do, quando aumentou 47% em relagdo ao controle
(SOUZA et al. 2000).

Na interagdo E. paraensei/L. columella os niveis de uréia obtiveram um
aumento significativo tanto na corrente hemolinfatica quanto na glandula
digestiva. Neste caso, a maior concentracdo foi detectada 10 dias pds-infecgao,
com queda posterior até o fim do periodo pré-patente. Na glandula digestiva dos
moluscos infectados os niveis de uréia foram significativamente maiores do que

os nao infectados, apos 20 dias de infecgdo. O conteudo de acido urico foi
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reduzido em 94,72% na hemolinfa e em 43,75% na glandula digestiva, ap6s 10

dias de infeccao (PINHEIRO et al., 2009).

3- MATERIAL E METODOS

3.1- Obtenciao do latex de Euphorbia splendens var. hislopii.

As amostras do latex de E. splendens var. hislopii foram coletadas de
plantas cultivadas em canteiros situados préximos ao Pavilhdo Lauro Travassos,
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ, Brasil (Figura 02 A). Mantendo o
mesmo padrdo coleta, extracdo e aplicacdo de trabalhos anteriores que utilizaram
o latex de E. splendens var. hislopii como moluscicida.

A coleta do latex foi realizada através de um corte transversal, no mesmo
dia em que os testes foram feitos, cerca de 10 cm abaixo do meristema apical de
cada galho; o latex bruto foi coletado em recipiente de vidro para evitar a

coagulacdo e transportado para o laboratorio (Figura 02 B).

L o ) - F et L - 3
Figura 02 — A — Exemplar de Euphorbia splendens var. hislopii no campus da FIOCRUZ/RJ;
B — Corte transversal para extragdo do latex.

0 AN —

3.1 a- Preparo da Soluc¢ao-Mae e Determinacio das concentracdes letal e
sub-letal do latex de Euphorbia splendens var. hislopii.

Utilizando o latex recém-colhido foi preparada uma solu¢do-mae aquosa,
na concentragdo de 100mg/l, e partir desta, foram preparadas solucdes de
diferentes concentragcdes para utilizagdo nos bioensaios (Figura 03). Para o
preparo da solucdo mae, 1 ml do latex in natura foi colocado em um baldo
volumétrico de 1 L, posteriormente completado com 4gua destilada. Resultando
em uma solu¢do com a concentragdo de 100 mg/l ou 1000 ppm. Uma amostra da

solucao foi submetida a analises fisico-quimicas.
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Figura 03 — Recipiente contendolatex bruto recém colhido e solucdo-mae do latex de
Ephorbia splendens var. hislopii.

As concentragdes testadas foram: 0,7; 0,8; 1,0; 1,2 ul. Para todas as
dilui¢des foram utilizados baldes volumétricos de 1000 ml e o volume de cada
solu¢do foi dividido em béqueres de 500 ml. Foram colocados, em cada
recipiente, 10 exemplares de B. glabrata (linhagem BH), medindo 8-12 mm de
diametro de concha, para cada concentragao, sendo expostos a esta solugdo por
24 horas, seguindo metodologia de Vasconcellos & Amorim, 2003. Dois
béqueres receberam 500 ml de agua destilada, onde foram colocados 10
moluscos, em cada béquer, sem latex e utilizados como grupo controle. Durante
este periodo todos os moluscos foram mantidos em jejum (Figura 04).

Apds o periodo de exposi¢ao ao latex, os moluscos foram retirados dos
frascos e lavados com dgua destilada para remog¢do de residuos da solucdo e o
numero de mortos foi anotado. Os caramujos que escaparam das solugdes, em
cada concentracdo, foram separados em copos de vidro contendo 50 ml de dgua
destilada. Os moluscos que permaneceram nas solucdes, durante a exposi¢do
foram colocados em recipientes contendo 500 ml de agua destilada, por 24
horas. Durante o periodo de recuperacao, os moluscos foram alimentados com
pedacos de folhas de alface frescas (Lactuca sativa L.).

Durante o periodo dos bioensaios foram verificadas a temperatura (°C) das

solucdes ¢ do ambiente, assim como a umidade relativa do ar (UR %).
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Figura 04 — Esquema de organizagdo para determinagdo da concentraggo sub-letal (Cls).

3.1b- Analise Fisico-Quimica da Solu¢do Aquosa do Latex

De acordo com a metodologia recomendada pela Feema (1979) alguns
parametros fisico-quimicos devem ser analizados, como a condutividade
(unho/cm), alcalinidade (mg/l1 CaCOs), concentragao de cloro (mg/l CI'), dureza
de calcio (mg/l) e o pH da solugdo-mae (100 mg/1) do latex de E. splendens var.

hislopii usada para estabelecer a concentragao letal.

3.2 - Criacao de Biomphalaria glabrata em laboratoério

Exemplares de B. glabrata (linhagem procedente de Belo Horizonte —
linhagem BH), mantidas no Laboratorio de Helmintologia, Instituto Oswaldo
Cruz, Fiocruz, RJ, Brasil foram utilizadas neste experimento. Os caramujos
foram acondicionados em aquarios de polietileno de 30 litros de capacidade,
com agua desclorada, obtida por decantacdo no Laboratorio de Esquistossomose
Experimental — FIOCRUZ/RJ. A temperatura média da dgua era em torno de
28,5 = 1°C e a umidade relativa do ar variando entre 70 a 78% do inicio ao
término do experimento. Condigdes ja estabelecidas nas colonias mantidas em
Laboratorio de Esquistossomose Experimental — FIOCRUZ/RJ. Trés vezes por
semana os aquarios foram limpos e os caramujos alimentados ad /libitum com

folhas frescas de alface.

41



3.3- Obtencao de ovos e miracidios de Schistosoma mansoni

Para manutencdo do ciclo de S. mansoni foram utilizados camundongos
Swiss Webster albinos como hospedeiro definitivo (Figura 05A), no Laboratério
de Esquistossomose Experimental — FIOCRUZ/RJ. Este procedimento seguiu o

mesmo ja descrito por Mello-Silva (1996).

3.4- Infeccao de Biomphalaria glabrata pela linhagem BH do Schistosoma
mansoni

Os exemplares de B. glabrata (BH) foram expostos individualmente a 6-8
miracidios de S. mansoni, linhagem BH, por caramujo (Figura 05 D e C).

As infecgdes foram realizadas no Laboratorio de Esquistossomose
Experimental — FIOCRUZ/RJ, seguindo as normas de biosseguranca
estabelecidas pela Institui¢do — na qual o Laboratdrio enquadra-se na classe 3 de
Risco Biologico, com local e equipamentos proprios para manipulacdo do
material, bem como o descarte em sacos de lixos especificos para estes; assim
como o tratamento prévio das solucdes resultantes antes do descarte. Todas as
medidas relacionadas ao descarte e ao comportamento em funcdo da
manipulagdo destes materiais estdo preconizadas em protocolos previamente

estabelecidos e administrados pela Instituigao.
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A4 — Camundongos Swiss; B - Ovo de Schistosema mansoni, C -
Miracidios de Sefastosoma mansonn, D — Biemphalaria glabrata

Figura 05: Obtencdo de ovos ¢ miracidios de Schistosoma mansoni ¢ infec¢do de

Biomphalaria glabrata pela linhagem BH do Schistosoma mansoni.

3.5- Experimento de Biologia Reprodutiva

Apo0s o bioensaio para determinacao da Clsy os exemplares de B. glabrata
foram organizados em 4 grupos: Infectados expostos ao latex; Infectados nao
expostos ao latex (controle positivo); Nao infectados expostos ao latex e Nao
infectados ndo expostos ao latex (controle negativo). Cada grupo contendo 115
caramujos e cada qual com 1 repeti¢cdo, resultando num total de 230 caramujos
por grupo (Figura 06).

Apos a divisdo dos grupos os tratamentos foram estabelecidos, os animais
foram acondicionados em béqueres de 500 ml, vedados com tampas de isopor
vazadas (para evitar o escape da solugdo), e alimentados ad libitum com folhas
de alface (Figura 6A).

Durante 30 dias os animais foram mantidos em soluc¢do, sendo que esta era
filtrada diariamente para minimizar a agdo dos dejetos e retirada do alimento nao
consumido (Figura 06 B). Assim como a filtragem da solugdo, a observagao da
oviposi¢ao e contagem de numero de massas ovigeras ¢ de ovos por massa foi

diaria (Figura 06 C).
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As massas ovigeras foram contadas e os numeros de ovos verificados, bem
como a viabilidade dos mesmos; sendo classificados em férteis e inférteis

Todos os dias os caramujos mortos eram contabilizados e a mortalidade foi
determinada a partir da parada dos batimentos da cavidade cardiaca com a
utilizacao de microscopio eletronico.

Comportamentos como retragdo para o interior da concha, produgdo
excessiva de muco e extravasamento de hemolinfa foram verificados.

O experimento foi encerrado quando o ultimo individuo, infectado ou nao,

submetido ao latex morreu.

tiaoInfactadosnde Infactados nio .
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evpostesicontrolz evpostosicontrolz Sipostos Inf2ctados expostos
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Cada grupo contendo 23 moluscos — 5 repetigies

— 115 moluscos por grupo
Foram mantidos por 30 dias em Filtragem da solugdo em papel
Alimentados dianiamente ad = ‘ Pep
solugdo aquosa do latex de . filtro e contagens de massas
libtum folhas frescas de alface
splendens var. hislopii ovigeras

Figura 06 — Esquema de organizagdo e desenvolvimento do experimento de biologia reprodutiva

3.6 — Experimento de exposicdo de Biomphalaria glabrata, infectada e nao
infectada, por Schistosoma mansoni, ao latex de Euphorbia splendens var.

hislopii no periodo de 0,5; 1,0 e 1,5 dias

Apos a determinagdo da Clsyp os exemplares de B. glabrata foram
organizados em 4 grupos: Infectados expostos ao latex; Infectados ndo expostos

ao latex (controle positivo); Nao infectados expostos ao latex e Nao infectados
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ndo expostos ao latex (controle negativo). Cada grupo contendo 30 caramujos e
cada qual com 1 repeticdo, resultando num total de 60 caramujos por grupo. Os
caramujos foram infectados individualmente, com 6-8 miracidios.(Esquema
geral do experimento — Figura 11)

A exposicao ao latex foi feita 24 horas apds a infecg¢ao, onde os individuos
permaneceram por 1,5 dia (ou 36 horas) em solucdo (concentragdo de 0,7 ppm).
A cada 12 horas os grupos foram dissecados para as andlises bioquimicas
(Figuras 07, 08, 09 e 10).

Nos periodos acima descritos, apos a exposicao, foi extraida a hemolinfa
através de puncdo da cavidade pericardica com a utilizacdo de seringas de
glicose e os moluscos foram dissecados, a glandula digestiva e a massa
cefalopediosa foram separadas para extracdo e dosagem de glicogénio. Todos os
materiais biologicos coletados foram mantidos em banho de gelo durante a sua

coleta e armazenados a —10°C até sua utilizagao.

3.7- Analises bioquimicas

Foi determinada a concentragdo de glicose, acido trico, uréia e proteinas
totais na hemolinfa de B. glabrata, infectada e ndo infectada, expostas ao latex
de E. splendens var. hislopii e expressas em mg/dl. Para as determinagdes foram
utilizados kits de diagnostico laboratorial Katal Reagentes®.

A extragdo de glicogénio da glandula digestiva e massa cefalopediosa
seguiram a técnica descrita por PINHEIRO & GOMES (1994).

As concentragdes de glicogénio foram determinadas através da reacdo do
3,5 dinitro salicilato (DNS) (SUMNER, 1924) e expressas em mg de glicose/g

de tecido, peso fresco.

3.8 — Analises Estatisticas

Os resultados obtidos nas determinagdes bioquimicas foram expressos
através de média + desvio-padrdo e submetidos ao teste de andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey-Kramer e ao teste t de Student para dados nao

pareados para comparacao das médias (a=5%).
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Figura 07 — Grupos de Biomphalaria glabrata, infectada e nfo infectada por Schistosoma mansoni,
exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii por 0,5 dia.

Figura 08 — Grupos de Biomphalaria glabrata, infectada e nio infectada por Schistosoma mansoni,
exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii por 1,0 dia.
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Figura 09 — Grupos de Biomphalaria glabrata, infectada e nio infectada por Schistosoma mansoni,
exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii por 1,5 dia.

Figura 10 — Disseccdo dos grupos de Biompalaria labrata, infectada e ndo infectada por
Schistosoma mansoni, exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii no periodo de 1,5 dia.
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3.9 — Experimento de Exposicao de Biomphalaria glabrata, infectada e nao
infectada por Schistosoma mansoni, ao Latex de E. splendens var. hislopii

por 35 dias com intervalos de 7 dias

O latex foi coletado no campus da FIOCRUZ/RJ seguido do preparo da
solucdo-mae, que ficou acondicionado em baldo volumétrico de 1L e
armazenado em geladeira com temperatura e umidade relativa constantes, 5 °C e
50%, respectivamente.

Com a Clsy ja determinada, os exemplares de B. glabrata foram
organizados em 4 grupos: Infectados expostos ao latex; Infectados nao expostos
ao latex (controle positivo); Nao infectados expostos ao latex e Nao infectados
ndo expostos ao latex (controle negativo). Cada grupo contendo 30 caramujos e
cada qual com 1 repeticao, resultando num total de 60 caramujos por grupo. Os
caramujos foram infectados individualmente, com 6-8 miracidios.

Apo6s 7 dias do preparo da solugdo mae os caramujos foram expostos por
24 horas a solucao aquosa do latex. Esse procedimento foi repetido a cada 7 dias
até completar 35 dias. Ao completar 24 horas os animais foram retirados das
solucoes e dissecados para as analises bioquimicas.(Esquema geral do
experimento — Figura 11)

Nos periodos acima descritos, apds a exposi¢do, foi extraida a hemolinfa
através de puncao da cavidade pericardica e os moluscos foram dissecados, a
glandula digestiva e a massa cefalopediosa foram separadas para extracao e
dosagem de glicogénio. Todos os materiais bioldgicos coletados foram mantidos

em banho de gelo durante a sua coleta e armazenados a —10°C até sua utilizagao.

3.10 - Analises Bioquimicas

Foi determinada a concentracdo de glicose, acido trico, uréia e proteinas
totais na hemolinfa de B. glabrata, infectada e ndo infectada, expostas as
diferentes concentracdes de latex de E. splendens var. hislopii e expressas em
mg/dl. Para as determinacdes foram utilizados kits de diagnostico laboratorial
Katal Reagentes”.

A extragdo de glicogénio da glandula digestiva e massa cefalopodal
seguiram a técnica descrita por PINHEIRO & GOMES (1994). As
concentracoes de glicogénio foram determinadas através da reagao do 3,5 dinitro
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salicilato (DNS) (SUMNER, 1924) e expressas em mg de glicose/g de tecido,

peso fresco.

3.11 — Analises Estatisticas

Os resultados obtidos nas determinagdes bioquimicas foram expressos
através de média + desvio-padrdo e submetidos ao teste de andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey-Kramer e ao teste t de Student para dados nao

pareados para comparacao das médias (a=5%).
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mantidos em banho de gelo e
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Figura 11 — Esquema geral do experimento de metabolismo energético nos intervalos de 0,5 a 35
dias.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Analise Fisico-Quimica da Solu¢ido Aquosa do Latex

Os parametros fisico-quimicos analisados estdo apresentados na Tabela
1, onde foi observado que nao houve qualquer alteragdo na composi¢ao da
solu¢do que pudesse influenciar na atividade da solucdo aquosa do latex de E.
splendens var. hislopii. Nenhum item apresentou valor fora da normalidade

avaliada pela analise.

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas da solucdo aquosa do latex de Euphorbia
splendens var. hislopii.

Solu¢do Aquosa do Valores Maximos da Agua em

latex de E. splendens Habitat Natural de Biomphalaria

var. hislopii glabrata (PIERI, 1995)
Condutividade (uS/cm) 030.04 2.000,0
Alcalinidade (mg/l 000.00 415,0
CaCOy)
Cloro (mg/1 Cl1°) 012.00 18,1
Calcio (mg/1) 001.60 129,0
pH 006.69 9,1

4.2- Experimento de Concentracio-Letal

Para a determinagao da Clsy o grupo de moluscos expostos a solugdo com
concentracdo de 0.7 ul apresentou 50% de mortalidade nas primeiras 24 horas
do experimento. Os demais grupos apresentaram valores superiores no mesmo

periodo observado, como representado na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2- Nimero de moluscos da espécie Biomphalaria glabrata expostos ao latex de
Euphorbia splendens var. hislopii para determinagdo de Clsy.

Exposiciao 24 horas Recuperaciio 48 horas
sairam N3io sairam sairam N3io sairam Total de
:J(:;lcentrag:(')es vivos mortos Vivos mortos vivos Mortos sobreviventes
n
Controle 03 17 - 01 - 19 - 20
0,7 - 11 09 - - 05 06 05
0,8 - 08 12 - - 06 14 06
1,0 - 06 14 - - 02 18 02
1,2 - 11 09 - - 01 19 01

4.3- Aspectos da Biologia Reprodutiva de Biomphalaria glabrata

Durante os 30 dias de experimento a sobrevivéncia dos moluscos, B.
glabrata, nao infectados e infectados, por S. mansoni, ndo expostos ao latex de
E. splendens var. hislopii foi maior do que aquela observada para os exemplares
nao infectados e os infectados expostos ao latex. De acordo com as tabelas 3 e 4
a taxa de mortalidade atingiu valores acima de 90% nos 3 primeiros dias para os
moluscos infectados e ndo infectados, expostos ao latex, enquanto os demais
grupos mantiveram valores abaixo de 10% (Grafico I). A relacdo entre a
mortalidade e o tempo de exposi¢ao foi proporcionalmente positiva, de forma
que quanto maior o numero de dias que os moluscos, infectados e nao
infectados, eram mantidos em contato com a solucdo aquosa do latex, maior o
niamero de individuos mortos. Segundo Schall et al. (1992) estudos sobre o
tempo de duragdo do efeito de moluscicida de uma solug¢ao aquosa do latex de E.
splendens var. hislopii na concentragao de 5 mg de latex/L, a solucao se manteve
ativa por 13 dias, perdendo totalmente sua acdo apds 30 dias, por sua
caracteristica fotossensivel. Schall et al. (1998) e Mello-Silva et al. (2006)
observaram que a taxa de mortalidade de B. glabrata ¢ diretamente proporcional
ao aumento da concentracdo do latex de E. splendens var. hislopii, quando
testada a Clsyp e CLgp num periodo de 24 horas de exposi¢ao. No estudo em
questdo ndo houve aumento da concentragdo do latex, mas o mesmo
comportamento foi observado conforme a permanéncia dos moluscos em

solugao.
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Além da sobrevivéncia dos individuos, a exposicao prolongada ao latex
alterou o comportamento reprodutivo dos moluscos. Foi observado que os
expostos ao latex iniciaram as posturas apenas 4 dias apos a exposicao e 0 grupo
dos infectados apresentou uma reducao de 80% no numero de ovos em relagdo
ao grupo nao infectado com latex no mesmo periodo (Graficos II e III). Os
animais em solucdo apresentaram um comportamento reprodutivo diferente em
relacdo aos grupos ndo expostos ao latex (Graficos IV e V). Nos grupos expostos
ao latex, os infectados apresentaram um numero total de ovos férteis trés vezes
menor que os nao infectados (Tabela 3 ¢ 4).

A exposicao ao latex provocou uma redugdo significativa no nimero total
de massas ovigeras produzidas, com uma redu¢do de 98,4% para B. glabrata
infectada e exposta ao latex, e de 97,8% para os moluscos ndo infectados, porém
também expostos. Em ambos os grupos expostos, a postura foi cessada no
mesmo intervalo de tempo, 7 dias apos o inicio do experimento. A atividade
reprodutiva analisada através do niimero de massas ovigeras/molusco também
apresentou uma redu¢do de 69% para os individuos em solucdo. Bem como o
numero de ovos/molusco que sofreu uma reducdo significativa nos grupos
expostos, com cerca de 65% e 62%, para moluscos infectados e ndo infectados,
respectivamente. Sendo, esta redugdo, confirmada pela relacio de nimero de
ovos/massa ovigera que reduz em 67% para os moluscos infectados e 95% para

os nao infectados (Tabela 3 ¢ 4).
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Tabela 3- Aspectos da biologia reprodutiva de Biomphalaria glabrata infectado por Schistosoma
mansoni exposto ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii observados por 30 dias. N=230
caramujos. C = Infectado exposto ao latex (115 caramujos) e S= infectado sem exposi¢do ao
latex (115 caramujos).

Mortalidade  N° de massas N° de massas N° total de N° de ovos/ N° de ovos/
Tempo (%) ovigeras ovigeras/ ovos férteis caramujo massa ovigera
(dias) molusco
C S C S C S C S C S C S
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 948 52 0 67 0 0,6 0 613 0 56 0 9,1
4 0 0 01 41 0,16 0,37 10 311 1,6 2,8 100 76
5 0 0 0 18 0 0,16 0 162 0 1,5 0 9,0
6 16,7 0 02 14 0,4 0,12 14 107 2,8 1,0 7,0 7,6
7 0 0 0 10 0 0,09 0 95 0 0,9 0 9,5
8 0 0 0 08 0 0,07 0 43 0 0,4 0 5,3
11 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 20 6.2 0 17 0 0,18 0 17 0 0,2 0 1,0
15 25 0 0 05 0 0,05 0 04 0 0,04 0 0,8
17 334 0 0 05 0 0,05 0 03 0 0,03 0 0,6
29 50 0 0 07 0 0,07 0 03 0 0,03 0 0,4
30 100 32 0 05 0 0,08 0 03 0 0,04 0 0,6
Total 100 32 03 197 0,56 1,77 24 1.361 4,4 12,54 17 51,5
Tabela 4- Aspectos da biologia reprodutiva de Biomphalaria glabrata exposto ao latex de
Euphorbia splendens var. hislopii observados por 30 dias. N=230 caramujos. C = ndo-Infectado
com exposicdo ao latex (115 caramujos) e S= ndo-infectado sem exposi¢do ao latex (115
caramujos)
Mortalidade  N° de massas N° de massas N° total de N° de ovos/ N° de ovos/
Tempo (%) ovigeras ovigeras/ ovos férteis caramujo massa ovigera
(dias) molusco
C S C S C S C S C S C S
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 93,04 6,08 0 79 0 0,7 0 797 0 73 0 10,0
4 0 0 02 55 0,25 0,5 49 479 6,1 4,4 0,9 8,7
5 0 0 01 14 0,12 0,12 09 89 1,1 0,8 0,6 6,0
6 0 0 03 23 0,4 0,2 24 195 3,0 1,8 1,0 8.5
7 0 0 0 15 0 0,13 0 104 0 0,9 0 6,9
8 0 0 0 06 0 0,05 0 51 0 0,5 0 8,5
11 25 4,62 0 12 0 0,11 0 25 0 0,2 0 2,1
13 0 0 0 27 0 0,26 0 24 0 0,2 0 0,9
15 0 15,53 0 05 0 0,05 0 03 0 0,03 0 0,6
17 0 0 0 17 0 0,2 0 17 0 0,2 0 1,0
29 66,6 0 0 18 0 0,2 0 12 0 0,13 0 0,6
30 0 3,44 0 04 0 0,04 0 0 0 0,04 0 0
Total 66,6 3,44 06 275 0,77 2,56 84  1.796 10,2 26,7 2,5 56,3
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Os moluscos, infectados e nao infectados, expostos ao latex, apresentaram
claramente um menor gasto energético no seu processo reprodutivo. O que pode
ser constatado pelo menor nimero de massas ovigeras e maior numero de
ovos/massa. Apesar de ndo apresentar um valor expressivo, esse fato demonstra
o esforco do animal em compensar a alteracdo na fecundidade em funcao do
estresse sofrido, dando margem para o fendmeno de castragdo. Segundo Sullivan
et al. (1985), a castracdo pode ser, também, um efeito secundario, decorrente de
alteracdes que sejam causadas no organismo do hospedeiro em decorréncia da
presenca dos estagios larvares, tais como: alteragdes no seu metabolismo, a

drenagem de nutrientes, a obstru¢do dos seios hemolinfaticos que nutrem as
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gbénadas, ou a interferéncia com o sistema neuroendocrino do molusco. No
entanto, Mello-Silva et al. (2007) observaram que ao submeter B. glabrata ao
extrato aquoso do latex de E. splendens var. hislopii houve alteragdes na
biologia reprodutiva do molusco, com caracteristicas semelhantes aquelas
demonstradas por Minchella (1985), quando submeteu moluscos a infec¢cdo por
S. mansoni; e estes apresentaram claramente um processo de compensacdo de
fecundidade em fun¢do do estresse fisioldgico. Fatos como a redu¢do no numero
de massas ovigeras e maior nimero de ovos/massa também foram observados
por Mello-Silva et al. (2007).

Muitos autores verificaram os efeitos das larvas de trematddeos sobre a
reproducdo de moluscos. Em 1972, Hodasi utilizou o modelo F.
hepatica/L.truncatula e observou a completa interrupcao da oviposicdo do
molusco apos cinco semanas de infec¢do. Outros autores observaram que ha
uma reducdo na fecundidade de B. glabrata nas fases intermediarias e finais do
ciclo biologico de S. mansoni, com queda na produgdo de ovos e reducao do
gasto energético (LOKER & ETGES, 1979; CREWS & YOSHINO, 1989;
1991). Em 2001, Hurd utilizou exemplos de moluscos infectados com estagios
larvais de trematddeos, para abordar a reducdo na producdo de ovos e os
mecanismos fisiologicos envolvidos na redugdo do processo reprodutivo do
hospedeiro e avaliar a hipdtese de que a castracdo pode ser um resultado da
infec¢do ou uma estratégia adaptativa por parte do parasito ou do hospedeiro.

Sendo assim, o presente estudo vem ressaltar, junto com Schall et al.
(1998) e Mello-Silva et al. (2007) que a acdo da solucdo aquosa do latex de E.
splendens var. hislopii sobre a reproducao de B. glabrata se assemelha aos
observados nos individuos parasitados por diferentes estagios larvais de
trematddeos. Somado a isso, Mantawy (2001) e Tantawy (2002) que trabalharam
com plantas de ag¢do moluscicida, demonstraram que quanto maior a
concentracao dos extratos, menor o potencial reprodutivo dos moluscos. Logo, o
estresse desencadeado pela acdo do latex resultou em mecanismos
compensatorios e reguladores da atividade reprodutiva dos moluscos utilizados

neste estudo.
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4.4- Alteracdes nas reservas energéticas de Biomphalaria glabrata infectada
por Schistosoma mansoni associada ao tempo de degradacio do latex de

Euphorbia splendens var. hislopii.

4.4.1- Concentracao de glicogénio nos tecidos de massa cefalopediosa e

glandula digestiva.

Os valores para os niveis de glicogénio nos tecidos de reserva, massa
cefalopediosa e glandula digestiva, de B. glabrata infectada por S. mansoni,
associada ao tempo de degradacao do latex estdo apresentados na tabela 5 e 6,
respectivamente.

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, no
periodo de exposicdo ao latex. Todos os grupos foram expostos a concentracao
de 0,7 mg/l do latex.

De acordo com a tabela 5, nos periodos de 0,5 e 1,0 dias de exposi¢do ao
latex, os exemplares de B. glabrata apresentaram diferenga significativa nos
contetidos de glicogénio da massa cefalopediosa. Sendo que no primeiro periodo
citado o grupo de moluscos infectados expostos, a concentracdo de glicogénio na
massa cefalopediosa, foi 68% maior do que a do grupo de infectados ndo
expostos. No periodo de 1,0 dia, a concentra¢do de glicogénio nos moluscos nao
infectados expostos foi 19% menor do que os moluscos ndo infectados nao
expostos. Os moluscos infectados expostos reduziram a concentragao de
glicogénio em 9% quando comparados aos moluscos infectados ndo expostos.
No entanto no intervalo de 1,5 dias essas diferengas nao foram observadas.

Na mesma tabela, quando observamos os moluscos expostos ao latex com
um intervalo de 7 dias, entre uma aplicacdo e outra, os depdsitos da massa
cefalopediosa apresentaram alteracoes em todos os periodos de dias. As
diferengas foram vistas tanto entre os tratamentos e os controles, negativo e
positivo, quanto entre os proprios controles. Com 7 dias a concentracdo de
glicogénio dos moluscos ndo infectados expostos foi 17% da concentragdao dos
moluscos do grupo controle negativo. O grupo dos moluscos infectados expostos
também apresentou comportamento similar, com 16% da concentragdo de
glicogénio do grupo controle positivo. Aos 14 dias o comportamento entre os
grupos seguiu semelhante; os moluscos nio infectados expostos apresentaram
14% da concentragdao de glicogénio do grupo controle negativo e os moluscos
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infectados apresentaram 20%, da mesma concentra¢ao, quando comparados com
o grupo controle positivo.

A partir dos 21 dias as diferencas percentuais das concentragdes de
glicogénio entre os grupos comecam a diminuir e tendem a igualar. Neste
periodo os moluscos ndo infectados apresentam 82% da concentragdo de
glicogénio do grupo controle negativo e os moluscos infectados apresentaram
52% da concentragdo de glicogénio comparados aos moluscos infectados nao
expostos. Com 28 dias os moluscos ndo infectados expostos apresentaram um
valor de 89% da concentracdo de glicogénio dos moluscos ndo exposto e nao
infectados; ja nos moluscos infectados expostos foi observado o valor de 81%
desta mesma concentragdo. Por fim, aos 35 dias os moluscos do grupo controle
negativo e os moluscos nao infectados expostos apresentaram o mesmo valor da
concentracdo de glicogénio. Enquanto o grupo de moluscos infectados
apresentou um valor de 17% a mais da concentracdo quando comparados aos
moluscos do controle positivo.

Quando se observa a tabela 5 pode-se perceber que nos periodos de 7 ¢ 14
dias as diferencas das concentragdes entre os tratamentos e os grupos controles
permanecem grande. No entanto, esses valores tendem a estabilizar a partir dos
21 dias, as concentracdes entre os grupos comparados ficam maior ou igual aos

35 dias de exposigdo ao latex.
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Tabela 5- Concentragdo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido peso fresco) na massa cefalopediosa de Biomphalaria glabrata, infectada e ndo
infectada, por Schistosoma mansoni exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentragao de 0,7 mg/l, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X + DP X +DP
Nio infectados nio expostos ao latex 2,5+0,2a 3,7+0,2a 3,5+0,2a 2,9 £0,05a 2,8 +£0,06a 2,9 £0,06a 2,7+0,05a 2,8 £0,06a
(controle negativo)
Infectados ndo expostos ao latex 2,9+0,5a 5,5+0,2b 53+0,5a 1,9+£0,04b  2,0+0,07b 2,7+0,04a 2,7+0,1a 2,3+0,03b
(controle positivo)
Nao infectados expostos ao latex 2,5+0/4a 3,0 £1,0ac 42+1,8a 0,5 +0,04¢c 0,4 +0,1bc 2,4 +£0,05b 2,4 +£0,05a 2,8+ 0,04a
Infectados expostos ao latex 4,2+0,1b 5,0+£0,3b 4,7+1,3a 0,3+0,06d 0,4 +0,06bc 1,4 £0,04c 2,2+0,2b 2,7+0,07a

Sendo X a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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Quanto as reservas energéticas da glandula digestiva, os resultados estao
presentes na tabela 6. O contetdo de glicogénio na glandula digestiva de B.
glabrata ndo infectada exposta no periodo de 0,5 dias foi de 97% do contetdo
observado no grupo controle negativo. Os moluscos infectados expostos
apresentaram uma concentragdo 46% maior quando comparados ao grupo de
moluscos infectados ndo expostos. Esse perfil inverte no periodo de 1,0 dia,
quando os moluscos ndo infectados expostos apresentam um aumento de 150%
na concentragdo de glicogénio quando comparados aos moluscos do grupo
controle negativo. Por sua vez, os moluscos infectados apresentam 75% do valor
desta concentragdo quando comparados aos moluscos do grupo controle
negativo. Aos 1,5 dias ambos os grupos comparados apresentaram valores
elevados nas concentragdes; os moluscos ndo infectados expostos apresentaram
um valor de 116% quando comparados ao controle negativo e os moluscos
infectados expostos apresentaram um valor de 114% quando comparados ao
controle positivo.

Quando os periodos atingem intervalos de 7 dias entre uma aplicacao e
outra do latex, o comportamento das concentragdes de glicogénio na glandula
digestiva se assemelha ao visto no tecido de massa cefalopediosa. Entre os
periodos de 7 a 14 dias os valores destas concentragdes apresentam-se com
diferencas altas, mas a partir dos 21 dias os valores tendem a estabilizar e
quando chegam aos 35 dias ficam igual ou maior entre os grupos comparados,
indicando uma tendéncia a recuperagao.

Com 7 dias os moluscos nao infectados expostos apresentam 25% da
concentracao de glicogénio do grupo controle negativo e os moluscos infectados
apresentaram 17% do controle positivo. Aos 14 dias os valores apresentados
pelos mesmos grupos comparados foram respectivamente, 12% e 22%.

A partir dos 21 dias esses valores aumentaram e a concentragdo de
glicogénio nos moluscos ndo infectados expostos foi de 86% dos moluscos do
grupo controle negativo e os moluscos infectados foi de 56% dos moluscos do
grupo controle positivo. Aos 28 dias ha um aumento em ambos os grupos
comparados, nos primeiros a concentracdo foi de 88% e no segundo foi de 91%.
Ao fim da exposi¢do, aos 35 dias, os moluscos ndo infectados apresentaram a
mesma concentracdo de glicogénio na glandula digestiva quando comparados

aos moluscos do grupo controle negativo e os moluscos infectados expostos
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apresentaram 123% da concentra¢do de glicogénio dos moluscos do controle

positivo.
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Tabela 6- Concentragdo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido peso fresco) na glandula digestiva de Biomphalaria glabrata, infectada e nao
infectada, por Schistosoma mansoni exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentragao de 0,7mg/1, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X + DP X +DP X + DP X + DP X + DP X +DP X +DP X + DP
Nao infectados nio expostos ao latex 32+0a 2,6 +0,3a 3,1+£0,2a 2,8 +£0,06a 2,5+0,02a 2,6 £0,02a 2,6 £0,05a 2,6 £0,05a
(controle negativo)
Infectados nao expostos ao latex 2,8+ 0a 5,.5+0,3b 5,6 £0,4b 1,8 £0,04b 2,3 +0,04b 2,4+0,1a 2,3+0,1b 2,1 £0b
(controle positivo)
Nao infectados expostos ao latex 3,1+0,2a 3,9+ 0a 3,6 £0,5a 0,7 £0,04c 0,3+0,01c 2,3+0,5a 2,3 +0,06b 2,6 +0,07a
Infectados expostos ao latex 4,1+0,6b 4,1+1,4b 6,4+0,2b 0,3+0,03d 0,5+0,1c 1,4+0,1b 2,1 +0,09b 2,6 £0,09a

Sendo X a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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Em 1980, Becker afirmou que ao invadir o molusco hospedeiro as larvas
de trematodeos desencadeiam danos nas vias metabolicas em fun¢do da
drenagem de nutrientes. Em resposta ao estresse causado pela infec¢do observa-
se a aceleracdo da via da glicogendlise, como conseqiiéncia do aumento do
consumo de glicose da hemolinfa pelas formas larvais. Os danos causados pelas
larvas foram comparados, pelo autor, com aqueles causados por um estado de
jejum severo. A degradacdo dos estoques de glicogénio nos tecidos foi
verificada em B. glabrata sob situagdes adversas no meio ambiente, como a
anaerobiose, processos de estivacdo e jejum (BRUCE et al.1969; CHIANG et
al., 1977, STANISLAWSKY & BECKER, 1979; SCWARTZ & CARTER,
1982; LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

Assim como as situagdes citadas acima, a exposi¢ao a solugdes aquosas de
origem vegetal também causam alteragdes na fisiologia destes moluscos; de
acordo com Mello-Silva ef al. (2006a), ao expor B. glabrata a solu¢ao aquosa do
extrato de S. malacoxylon em diferentes intervalos de tempo os moluscos
apresentaram uma variagao significativa nas reservas energéticas dos tecidos de
massa cefalopediosa e glandula digestiva. Os autores sugerem que a variagdo no
contetido de glicogénio, principalmente entre 24 e 72 horas, esta relacionada a
aceleragdo do processo de glicogendlise nas primeiras 24 horas do tratamento.

Em outro trabalho Mello-Silva et al. (2006b) expdem exemplares de B.
glabrata a diferentes concentragdes aquosas do latex de E. splendens var.
hislopii e verificam que a relagdo entre os niveis de glicogénio na massa
cefalopediosa e o aumento da concentracdo da solugdo foi negativa, e que os
grupos nao foram significativamente diferentes. Contudo, a relacdo entre o
conteudo de glicogénio presente na glandula digestiva foi positiva em fun¢ao do
aumento da concentragdo do latex na solugdo, e também sem diferenca
estatistica entre os grupos.

No presente estudo, os resultados obtidos indicam que os gastos de energia
provocados pela infeccdo e exposicdo ao latex induziram ao aumento do
consumo de glicogénio nos tecidos de reserva, massa cefalopediosa e glandula
digestiva. A diminui¢do dos conteudos de glicogénio em ambos os tecidos ficam
claros a partir do 7° dia de exposicdo ao latex que coincide com a primeira

semana de infec¢do, no momento em que os miracidios passam a esporocistos

64



primarios. E em seguida quando estes se transformam em esporocistos
secundarios e localizam-se proximos a glandula digestiva.

Assim como os moluscos infectados e expostos a solucdo aquosa do latex,
os moluscos ndo infectados e expostos apresentaram uma diminui¢ao dos
conteudos de glicogénio nos tecidos analisados, tdo drastica quanto os primeiros
nos 14 primeiros dias de exposi¢do ao produto. Em ambos os casos, somente a
partir do 21° dia os valores das concentragdes das moléculas de glicogénio
foram aproximando-se aos valores dos controles, mas, ainda apresentando
diferencas estatisticas significantes.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram os dados encontrados
por Mello-Silva (2005) quando foi estudada a influéncia da exposicdo ao latex
de E. splendens sobre os depositos de carboidratos e glicose na hemolinfa de B.
glabrata infectada com S. mansoni. Neste estudo, a autora verificou que os
contetidos de glicogénio, nos mesmos tecidos, dos moluscos infectados também
sofreram uma redu¢cdo em relacdo ao grupo controle. E que a associacdo da
infec¢do com acdo do latex provocaram a reducao do conteudo das reservas
energéticas nos tecidos de massa cefalopediosa e glandula digestiva.

Os dados apresentados, no presente trabalho, sugerem que as alteracdes
causadas pelo latex afetaram tanto os moluscos infectados como os nao
infectados, a partir da aplicacdo da CLsy da solugcdo aquosa do latex de E.
splendens. No entanto, os exemplares infectados apresentam um periodo maior
de baixas concentragdes de glicogénio nos tecidos analisados, quando
comparados aos demais.

Todas as alteragdes bioquimicas observadas no presente estudo indicam
que as acdes desencadeadas pelo organismo do molusco hospedeiro sdo
respostas para manuten¢do da homeostase, tanto em funcdo da infeccdo como da

acdo da solucdo aquosa de latex de E. splendens var. hislopii.

4.4.2- Concentracao de glicose e proteinas totais na hemolinfa

Na andlise da variacdo da concentracdo de glicose na hemolinfa de B.
glabrata, os valores obtidos para os diferentes grupos de moluscos infectados e
expostos, ndo infectados e expostos e os controles, negativo e positivo, foram

comparados entre si, havendo diferenga significativa entre eles (Tabela 7).
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A concentracdo de glicose livre circulante na hemolinfa dos moluscos
analisados apresentou perfis diferentes das concentragdes de glicogénio nos
tecidos de reserva estudados anteriormente. Com 0,5 dia de exposi¢do ao latex o
grupo de moluscos ndo infectados expostos apresentou 42% da concentracao de
glicose quando comparados ao grupo de moluscos do grupo controle negativo.
Por outro lado, os moluscos infectados apresentaram 144% dessa concentragao
quando comparados aos moluscos do grupo controle positivo. Com 1,0 dia de
exposicao ao latex os grupos comparados apresentaram os respectivos valores de
concentracdo de glicose, 61% e 105%. Com 1,5 dias de exposi¢cdo ao latex foi
observado um aumento na concentracao de glicose nos moluscos nao infectados
expostos de 117% quando comparados ao grupo controle negativo. Os animais
infectados expostos apresentaram 130% do valor da concentracdo de glicose do
grupo controle positivo.

Nos periodos com intervalos de 7 dias entre uma aplicagdo e outra, com 7
dias os moluscos ndo infectados expostos apresentaram uma concentragdes de
glicose de 30% do grupo controle negativo, redu¢do que ndo foi vista nos
moluscos infectados, que apresentaram um valor de 433% da concentragdo do
grupo controle positivo. A partir do 21° até o 28° dias os valores das
concentracdes de glicose dos moluscos ndo infectados e infectados expostos ao
latex mantiveram-se maiores do que seus respectivos grupos controle. Com
valores de 103% e 119% entre os grupos comparados respectivamente aos 21
dias e com 109% e 125% aos 28 dias. No 35° dia foi observada queda destas
concentragdes, os moluscos ndo infectados expostos apresentaram 98% da
concentracao de glicose do grupo controle negativo e os moluscos infectados
expostos apresentaram 39% da mesma concentracdo em relagdo ao controle
positivo.

Além das diferencas vistas pelo teste de Tukey entre os grupos expostos e
os grupos controle, também houve diferenga entre os grupos expostos. Com 0,5
dia de exposicao a diferenga percentual entre os grupos de moluscos expostos foi
de 137% para os moluscos infectados em relacdo aos ndo infectados para
concentracgdo de glicose livre na hemolinfa. Com 1,0 dia de exposi¢do houve um
pico de 252% para esse valor, que quando alcangou 1,5 dias de exposicdo
reduziu para 111%. Quando as observagdes foram feitas nos intervalos de 7 dias

de aplicacdo, esse percentual atingiu um novo pico de 403% aos 7 dias. A partir
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do 14° dia esse valor entrou em queda novamente, ndo ultrapassando mais o
valor atingido anteriormente.

No 7° dia de exposi¢do ao latex o grupo de B. glabrata infectadas por S.
mansoni expostas ao latex, apresentaram valores elevados na concentracao de
glicose livre na hemolinfa, o que condiz com a reducdo vista na tabela anterior
dos depositos de glicogénio nos tecidos de reserva.

Ja o grupo de moluscos ndo infectados, mas expostos ao latex de E.
splendens var. hislopii apresentaram no 14° dia de exposi¢ao ao latex uma
elevada concentragdao de glicose livre na hemolinfa, também condizente com a
queda nos estoques de glicogénio nos tecidos de massa cefalopediosa e glandula

digestiva.
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Tabela 7- Concentracao de glicose (mg /dl) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, infectada e nao infectada, por Schistosoma mansoni exposta ao
latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentra¢ao de 0,7 mg/l, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X +DP X + DP X + DP X + DP X + DP X + DP X + DP X + DP
Nao infectados niao expostos ao latex 21,3+ 0,4a 7,6 +1,5a 5,6+23a 289+2,1a 29,0+2,1a 29,0+ 2,1a 28,0 +0,8a 33,0+ 0,6a

(controle negativo)

Infectados nao expostos ao latex 8,5+ 1,2b 11,0 £0,2b 5,6 £23a 8,2 £0,6b 8,6 £0,3b 15,4 +0,8b 28,0+ 0,6a 22,0+ 0,2b
(controle positivo)

Naio infectados expostos ao latex 8,9 +0,4bc 4,6 £0,9¢c 6,6+1,1a 8,8+ 0,9b 343+0,8c  30,0+2,0a 30,5+ 1,5a 32,2+ 3,1a

Infectados expostos ao latex 12,2 +2,3¢ 11,6 £0,9b 7,3+2,0a 35,5+ 0,6¢ 11,6 £ 1,0b 18,4+ 1,2b 35,0+ 1,1b 8,5+0,5¢

Sendo X a média, DP o desvio padrao. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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Os valores dos niveis de proteinas totais na hemolinfa de B. glabrata estao
apresentados na tabela 8. No periodo de 0,5 e 1,0 dias de exposicdo ao latex os
grupos de moluscos em solucdo aquosa foram significativamente diferentes dos
controles, mas iguais entre si. O grupo de moluscos nao infectados expostos
apresentou 37% do valor da concentragdo de proteinas totais na hemolinfa em
relagdo ao grupo controle negativo no periodo de 0,5 dia de exposicdo ao latex.;
com 1,0 dia de exposi¢do esse valor teve um aumento, atingindo o valor de
207% em relacdo aos mesmo grupos comparados. J4 os moluscos infectados
expostos no primeiro periodo citado esse valor foi de 59% em relacdo ao grupo
controle positivo e também apresentou aumento no periodo seguinte com valor
de 171% Contudo, no periodo de 1,5 dias, nenhum grupo diferiu
estatisticamente.

Sete dias apos o preparo do latex, as diferencas entre os grupos foram
constantes, entre os controles, negativo e positivo, somente ndo houve diferenca
estatistica nos dias 21 e 28 de degradagdo. Por outro lado, quando comparados
os grupos de moluscos expostos com os ndo expostos, em todas as relagdes ha
diferencas significantes, seja para o controle negativo ou para o positivo (Tabela
8). Com 7 dias os moluscos ndo infectados expostos apresentaram um valor
percentual de 121% da concentragdo de proteinas totais em relagdo ao grupo
controle negativo. Os moluscos infectados expostos apresentaram 275% da
concentracao de proteinas totais do grupo controle positivo. Quando comparados
entre si, os grupos de moluscos expostos, os moluscos infectados apresentaram
um valor de 194% em relagdo aos ndo infectados.

Aos 14 dias de preparo do latex os moluscos ndo infectados expostos
apresentaram 123% do valor do grupo controle negativo e os moluscos
infectados expostos obtiveram 82% do valor do controle positivo. Comparados
entre si, os moluscos infectados expostos apresentaram 88% da concentracao das
proteinas totais em relagdo aos nao infectados expostos. Com 21 dias as relagdes
seguem os respectivos valores, 77%, 90% e 90% da concentracdo de proteinas
totais. A partir dos 28 até os 35 dias as relagdes entre os moluscos expostos e
seus respectivos controles apresentaram um declinio, para os moluscos nao
infectados expostos o percentual foi de 58 e 57%, para os moluscos infectados

expostos foi de 90 e 82%, respectivamente.
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No grupo de moluscos nao infectados pelo S. mansoni, mas expostos ao
latex, durante o mesmo periodo de 35 dias de observacdo, os niveis de proteinas
totais na hemolinfa apresentam uma decréscimo constante, variando de 1.7

mg/dl no 7° dia chegando a 0.8 mg/dl no ultimo.
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Tabela 8- Concentragdo de proteinas totais (mg/dl) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, infectada e nao infectada, por Schistosoma mansoni

exposta ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentracdo de 0,7 mg/l, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X + DP X +DP
Naio infectados ndo expostos ao latex 2,7+0,1a 1,4+0,1a 1,7+ 0,05a 1,4 +0,04a 1,3+0,2a 1,3+0,1a 1,2+0,2a 1,4+ 0,02a
(controle negativo)
Infectados ndo expostos ao latex 1,7 £ 0,06b 1,4+0,1a 1,5+0,08a 1,2+0,1b 1,7+0,03b 1,0+0,06ab 1,0+£0,03ab 1,1 +0,02b
(controle positivo)
Nao infectados expostos ao latex 1,0 £0,04c 2,9+0,4b 1,4 £0,02a 1,7 £0,03¢ 1,6 £0,2ab 1,0 £0,04b 0,7 +0,03b 0,8 +0,08¢
Infectados expostos ao latex 1,0 £0,08¢c 2,4+0,1b 1,9+0,3a 33+0,02d 1,4+0,04ab 0,9+0,09b  0,9+0,09 0,9 +0,02d

Sendo X a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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A alteragao nas concentragdes de glicose, tanto nos tecidos como na
hemolinfa, de moluscos tratados com solugdo aquosa vegetal e com moluscicida
quimico foi vista por Adewunmi et al. (1988). Neste trabalho, os autores
verificaram a a¢do do moluscicida Bayluscide e do extrato aquoso da planta 7.
tetraptera, sobre o metabolismo de carboidratos e proteinas de B. glabrata. E
constataram que em ambos 0s casos 0 metabolismo do molusco sofre alteragdes
nos seus tecidos de reservas e nos niveis de substratos energéticos disponiveis na
hemolinfa.

Posteriormente, em 2001, Alcanfor observou a diminui¢do de glicose na
hemolinfa de B. glabrata exposta ao tratamento com o extrato da folha e/ou da
casca de S. adstringens e de C. brasiliense. Assim como, Mello-Silva et al.
(2006a) verificaram a agdo do extrato de S. malacoxylon nos contetido de glicose
e proteinas livres na hemolinfa de B. glabrata por 72 horas de exposicao. Neste
estudo foi observado que o extrato reduziu os niveis de glicose na corrente
hemolinfatica, e que as concentracdes médias de proteinas totais foram
aumentando ao longo do tratamento e variando de forma significativa.
Apresentando no primeiro caso, uma relacdo negativa, e no segundo, positiva,
em fungdo do tempo de exposi¢do.

Quando expostas as diferentes concentragdes do latex de E. splendens var.
hislopii os moluscos, B. glabrata, também apresentaram valores reduzidos nas
concentracdoes de glicose livre na hemolinfa em fun¢do do aumento da
concentracdo do mesmo. E elevacdo dos niveis de proteinas totais na corrente
hemolinfatica em relagdo ao crescimento da concentracao da solugdo (MELLO-
SILVA et al. (2006b).

Quando submetidos a qualquer estresse oferecido pelo ambiente os
moluscos desencadeiam mecanismo para a manutencdo da homeostase de seu
organismo, em fun¢do de sua sobrevivéncia. Ao ser infectado por larvas de
trematodeos ou exposto as solugdes aquosas de plantas, os moluscos apresentam
variacoes nas concentragdes de glicose e de proteinas totais circulantes na
corrente hemolinfatica. No primeiro caso, ao serem consumidas pelas larvas, as
moléculas de glicose sdo mobilizadas a partir da quebra do glicogénio nos
tecidos de reserva. Uma vez, consumida a glicose circulante, o molusco
hospedeiro lanca mao de substratos energéticos equivalentes para maior

producao de ATP (Trifosfato de Adenosina) e, entdo, sdao consumidas as
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proteinas totais € aminodacidos livres na hemolinfa (MICHELSON & DUBOIS,
1975; SCHMALE & BECKER, 1977).

No presente estudo, o aumento dos niveis de glicose circulante coincide
com o decréscimo de estoques de glicogénio nos tecidos de massa cefalopediosa
e glandula digestiva, em ambos os grupos expostos a solu¢ao aquosa do latex. O
que sugere que o estresse causado pela acdo do latex tenha desencadeado
processos compensatorios de obten¢do de energia. Contudo, os niveis de
proteinas totais ndo se apresentam elevados, indicando que ha um provavel
processo de ativacao das vias metabodlicas basicas, onde ha o uso de proteinas e

aminodcidos para produ¢do de energia.

4.4.3 — Concentracio de acido urico e uréia na hemolinfa

Os resultados das concentragdes de acido urico na hemolinfa de B.
glabrata estdo colocados na tabela 9. Os grupos de controles, negativo e
positivo, foram predominantemente diferentes segundo o teste de Tukey. Bem
como, os grupos de moluscos expostos ao latex, quando comparados entre si. O
grupo de moluscos infectados expostos ao latex apresentou um valor elevado nos
niveis de acido urico circulante na hemolinfa, no periodo de 7 a 35 dias de
preparo do latex por 24 horas de exposi¢do. Ao contrario dos resultados vistos
durante o periodo de 0,5 a 1,5 dias de exposi¢ao, que se aproximaram de zero (0)
durante a exposicao dos moluscos a solugdo aquosa do latex. Ja o grupo dos
moluscos expostos, porém nao infectados por S. mansoni apresentaram valores
significativamente diferentes do grupo controle negativo, mas sem valores
elevados dos niveis do produto nitrogenado.

Com 0,5 dias de exposicao a solugdo quando comparamos a concentragao
de 4cido urico dos moluscos ndo infectados expostos com os moluscos do grupo
controle negativo o valor ¢ de 30% do grupo controle. Os moluscos infectados
expostos nao apresentaram diferenca ao grupo controle positivo. O que nao
ocorre no periodo de 1,0 dia quando os valores sdo de 38% e 24%,
respectivamente para os grupos comparados acima. Com 1,5 dias esses valores
percentuais mostram-se elevados, com 214% e 75% para os respectivos grupos.

No decorrer dos dias subsequentes ao preparo da solugdo aquosa do latex

foram observadas diferencas entre os grupos de moluscos expostos e seus
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respectivos controles e entre os proprios grupos de animais expostos ao latex
entre si. Com 7 dias a diferenca percentual entre os moluscos ndo infectados
expostos e o controle negativo foi 37% menor. Para os moluscos infectados
expostos e o controle positivo, a concentracao de acido urico chegou a 511% da
observada no grupo controle. Quando comparados entre si, os moluscos
infectados expostos atingiram um percentual de 870% do valor dos moluscos
ndo infectados expostos. Entre os 14 e 21 dias esses valores atingiram os pontos
mais altos, com 3.650 e 2.700%, respectivamente, para os grupos de moluscos
expostos comparados. Enquanto os valores percentuais para seus respectivos
controles foram de 17 e 20% para os moluscos nao infectados expostos e 900 e
810% para os infectados expostos, na sequéncia dos periodos citados. Por fim,
entre os 28 e 35 dias, a relacdo entre os grupos expostos e seus grupos controle,
foi de 136 e 22% para os moluscos ndo infectados e controle negativo; 2.500 e
1.771% para os moluscos infectados expostos e controle positivo. Quando
comparados entre si, os moluscos infectados expostos apresentaram 667 ¢ 775%
da concentragdao dos moluscos nao infectados expostos.

Na tabela 10 estdo os valores dos niveis de uréia circulante na hemolinfa
dos caramujos tratados com o latex. Os grupos de B. glabrata expostos ao latex
apresentaram valores elevados no periodo de 0,5 e 1,5 dias de exposi¢ao, como o
grupo de moluscos nao infectados que ao 0,5 dia obteve um valor de 22.3 mg/dl.
Além do grupo dos moluscos expostos infectados com S. mansoni que
apresentou 17 mg/dl no mesmo periodo.

Em ambos os grupos os valores tanto da concentragao dos niveis de acido
urico como de uréia foram semelhantes no periodo de 0,5 a 1,5 dias. No primeiro
caso, os valores apresentaram-se baixos. Variando de 0,3 a 1,5 mg/dl para o
grupo de moluscos ndo infectados expostos; e de 0,3 a 0,4 para o grupo de
caramujos infectados expostos, no mesmo periodo.

Contudo, para o periodo de 7 a 35 dias verificou-se um comportamento
diferente entre os mesmo grupos. Os caramujos que compunham o grupo dos
expostos ao latex ndo infectados mantiveram as concentragdes sem variagdes
extremas, porém estatisticamente significantes, quando comparadas ao controle
negativo. O que ocorre ao contrario, com os moluscos do grupo dos expostos ao
latex e infectados, os valores seguiram uma elevacao que variou entre 7,3 mg/dl

a 12,4 mg/dl no periodo referido (Tabela 10).
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Quando a mesma comparacao dos periodos observados foi feita para as
concentragdes de uréia verificou-se que para o grupo de caramujos submetidos a
solu¢do aquosa do latex no intervalo de 0,5 a 1,5 dias, o nivel de uréia
apresentou seu pico logo com 0,5 dia de aplicagdao, com o valor de 22,3 mg/dl;
mas em seguida observou-se uma queda nas 24 horas consecutivas, quando os
valores chegam a 14.0 e 4.4 mg/dl, respectivamente, a cada 12 horas de
intervalo. Para os moluscos infectados pelo S. mansoni e submetidos a solugdo
aquosa do latex, o comportamento das concentracdes foi semelhante; o pico
também ocorreu com 0,5 dias, com 17,0 mg/dl e decresceu nos periodos
subseqiientes, no mesmo intervalo de 12 horas cada, com valores de 3,4 e 4,5
mg/dl, respectivamente (Tabela 10).

No entanto, quando as comparagdes foram feitas no periodo compreendido
entre o 7° e o 35° dia de preparo do latex, quando os moluscos foram expostos
por 24 horas, o perfil entre os dois grupos expostos ndo diferiu. No grupo de
individuos ndo  infectados  expostos, os valores mantiveram-se
predominantemente abaixo dos valores observados no grupo controle negativo,
tendo um pico no 14° dia, quando atingiu 26,0 mg/dl. Bem como, os exemplares
de B. glabrata infectadas expostas mantiveram seus valores sempre abaixo do
grupo controle negativo, apresentando um pico de concentracdo no 7° dia que
chegou a 13,0 mg/dl, enquanto o controle negativo apresentou 1,2 mg/dl (Tabela
10).

As diferengas percentuais para os moluscos expostos, infectados e ndo
infectados, comparados entre si ou com seus respectivos controles no periodo de
0,5 a 1,5 dias foi de 371, 95 e 275% para os moluscos nao infectados
comparados ao grupo controle negativo para as concentracdes de uréia na
hemolinfa. Os moluscos infectados expostos apresentaram os percentuais de
340, 79 e 90% do valor da concentragdo de uréia dos moluscos do grupo
controle positivo. Quando a comparagao foi feita entre os moluscos infectados
expostos, observou-se os valores percentuais de 76, 24 e 102% da concentragado
de uréia dos moluscos nao infectados expostos.

Nos periodos compreendidos entre 7 e 35 dias a diferenca entre as
concentragdes dos moluscos expostos entre si e seus controles foram observadas.
Com 7 dias os moluscos expostos apresentaram 33% do valor da concentragao

de uréia do controle negativo, os moluscos infectados expostos obtiveram
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3.250% da concentra¢do de uréia dos moluscos do grupo controle positivo. E
quando comparados entre si a concentracdo de uréia dos moluscos infectados foi
de 3.250% do valor dos moluscos ndo infectados expostos. Aos 14 dias estes
percentuais seguiram os valores de 171, 129 e 129% de acordo com as
comparagoes anteriores. A partir dos 21 até os 35 dias os valores percentuais das
concentracdes de uréia dos moluscos ndo infectados em relagdo ao grupo
controle negativo foram reduzindo gradativamente, seguindo os valores de 47,
27 e 18%, nos periodos de 21, 28 e 35, respectivamente. Ja os moluscos
infectados  expostos apresentaram um comportamento diferente das
concentragdes, que foram de 129, 316 e 54%, para os respectivos periodos
citados. Quando comparados os moluscos infectados expostos a solucdo os
valores seguiram de 129, 431 e 200% da concentracdo de uréia dos moluscos

nao infectados expostos.
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Tabela 9- Concentracao de acido urico (mg/dl) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, infectada e nado infectada, por Schistosoma mansoni exposta
ao latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentracao de 0,7 mg/l, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X +£DP X +£DP X +£DP X +£DP X +£DP X +£DP X £ DP X +£DP
Nao infectados niio expostos ao latex 1,0+0,1a 1,3+04a 0,7 +0,02a 1,6+ 0,02a 1,2 £0,03a 1,5+ 0,06a 1,1 +0,2a 7,2+ 0,06a

(controle negativo)

Infectados nio expostos ao latex 0,3 +0,04b 1,7+ 0,2a 0,4 +0,02b 1,7+0,1a 0,8 £ 0b 1,0+ 0,2b 0,4+ 0b 0,7+ 0b

(controle positivo)

Nio infectados expostos ao latex 0,3 +£0,04b 0,5+0,1b 1,5+0,03c 1,0+ 0,2b 0,2+0c 0,3+0,02¢c 1,5+0c 1,6 £0,02b

Infectados expostos ao latex 0,3+0,01b 0,4+0,01b 0,3+0,01b 8,7+0,07c 7,3 +0,2d 8,1+0,2d 10,0 +0,1d 12,4 +0,8¢

Sendo X a média, DP o desvio padrao. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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Tabela 10 - Concentracdo de uréia (mg /dl) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, infectada e ndo infectada, por Schistosoma mansoni exposta ao
latex de Euphorbia splendens var. hislopii, na concentragao de 0,7 mg/l, no periodo de 0.5 a 35 dias.

Grupos 0.5 dias 1.0 dias 1.5 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP X +DP
Nao infectados nio expostos ao latex 6,0£0,08 a 14,7+ 0,7a 16,0 £0,5a 1,2+ 0a 15,2+ 2,5a 15,0+ 2,3a 16,4+0,1a 17,0 £ 0,06a
(controle negativo)
Infectados expostos ao latex 5,0+ 0,6b 4,5+0,2b 5,0+0,2b 0,4 £ 0a 5,6+0,2b 7,0+ 0,3b 6,0 £0,2b 11,2+ 0,1b
(controle positivo)
Nao infectados expostos ao latex 22,3+0,2b 14,0 £ 1,4a 4,4 +0,5b 0,4 + 0a 26,0+ 1,4¢ 7,0£0,1b 4,4+0,3¢c 3,0£0,4c
Infectados expostos ao latex 17,0 £ 0,6¢ 3,4+1,3b 4,5+0,1b 13,0+ 0,6b 8,0+0,3b 9,0+0,2b 19,0+ 0,4d 6,0+ 0,4d

Sendo X a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre si, quando comparadas ao grupo controle, p<0,05.
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Sabe-se que nos moluscos pulmonados aquaticos a producao de amonia ¢
quatro vezes maior do que a de uréia. E quando em situagdes de estresse, ha uma
queda de até 22% na produ¢do de amoénia ou esta pode manter-se constante; ha
também uma elevagdo na excrecao de uréia, mas quando este ciclo chega a um
estagio de esgotamento a excrecdo de produtos nitrogenados pode ser feita a
partir de 4cido trico. Em 1980, Becker observou que durante a inani¢do e a
infec¢do por larvas de trematddeos, a protedlise ¢ aumentada e a maioria dos
produtos nitrogenados ¢, parcialmente, excretada via ativacdo do ciclo da
ornitina (SCHMALE & BECKER, 1977; BECKER & SHMALE, 1978;
MEYER & BECKER, 1980). Sendo neste momento que encontra-se o ponto
maximo da produ¢do de uréia. De maneira que a amonia produzida pelo molusco
deva ser detoxificada por meio da via das purinas, como o acido trico, e sendo
esta via energeticamente dispendiosa, o molusco perde muita energia com o
processo de desintoxicacdo. Em 1979, Stanislawsky et al. observaram a reducao
do conteudo do aminoacido responsavel pela sintese das purinas e da uréia, o
acido aspartico, na hemolinfa de B. glabrata infectada por S. mansoni, e
reforgaram a idéia de que a elevacao dos niveis dos produtos nitrogenados acaba
saturando o mecanismo de detoxificagdo via uréia ¢ leva o molusco a excretar
acido urico.

A degradagdo de proteinas desencadeada como resposta ao estresse
causado pela exposicdo ao latex de E. splendens, no presente estudo, levou a
mudanga nas concentragdes dos produtos nitrogenados de excre¢do. Pode-se
observar que no comeg¢o do processo de intoxicacdo os moluscos apresentavam
um perfil ureotélico modificado, com concentragdes mais altas no 1° dia de
exposicao ao latex. As concentracdes de acido urico sugerem que nos periodos
de maior concentragdo de uréia, os produtos nitrogenados foram eliminados sob
a forma de acido Urico, uma vez que ¢ a forma menos toxica para os moluscos
aquaticos. No entanto, conforme citado acima, os moluscos quando
fisiologicamente estressados, realizam processos compensatorios para melhor
regular suas vias basais do metabolismo, de forma que no momento que a via de
excre¢do ureotélica estd saturada e o molusco passa a excretar acido urico em
maior concentragdo. Sendo assim, os niveis compensados apresentados nas
tabelas 9 e 10 sugerem este tipo de comportamento apresentado pelos moluscos

analisados.
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5- CONCLUSOES

5.1- Aspectos da Biologia Reprodutiva de Biomphalaria glabrata

A solugdo aquosa feita a partir do latex de E. splendens var.
hislopii permanece ativa e altamente letal a espécie B. glabrata por
3 dias.

A associagdo da intoxicagao pelo latex com a infeccao por
Schistosoma mansoni resultou em uma situacao de estresse, na qual
¢ comum a postura de ovos inviadveis.

A infecg¢do por Schistosoma mansoni aumenta o nimero de danos
as fungdes reprodutivas de Biomphalaria glabrata exposta ao latex,
se alterando de maneira mais vigorosa nos moluscos expostos aos
dois fatores de estresse. Os moluscos infectados apresentaram
alteragdes mais drésticas do que aqueles somente expostos ao latex,

tornando-se mais susceptiveis a agdo do mesmo.

5.2 - Alteracées nas reservas energéticas de Biomphalaria glabrata infectada

por Schistosoma mansoni associada ao tempo de degradacio do latex de

Euphorbia splendens var. hislopii.

A acdo do latex surtiu efeito sobre os depositos de glicogénio dos
moluscos expostos. E os moluscos, que além desse fator, ainda
estavam parasitados pelo S. mansoni apresentaram alteragdes na
sua fisiologia significativamente diferentes daqueles apenas
expostos ao latex. A ac¢do de moluscicidas a base de solugdes
vegetais pode assumir um carater seletivo.

Ao serem mobilizados, seja pelas larvas de trematodeos (nos
moluscos infectados) seja pelo proprio molusco para esforco
reprodutivo ou de crescimento em resposta ao estresse; a glicose
aumentou na circulacdo hemolinfatica nos mesmos intervalos onde

as reservas de glicogénio foram reduzidas nos tecidos estudados.

80



Os niveis de proteinas totais ndo variaram significativamente,
indicando que ha um provavel processo de ativacdo das vias
metabolicas basicas, onde ha o uso de proteinas e aminoacidos para
producdo de energia.

A exposicdo ao latex aquoso de E. splendens var. hislopii resultou
em alteracdes significativas nas concentragdes de produtos
nitrogenados de degradacao, sugerindo uma mudanca do padrao

ureotélico para uricotélico nos moluscos expostos e infectados.
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