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RESUMO

Este trabalhn invectiga o ritmo diArio de emergéncia de
cerciarias de 3. mansoni em infecgdes mono e plurimiracidianas de
B. labrata. Com este propdsito, foram feitas comparagdes quanto
a emergéncia de cercarias nas fases clara e escura e a localizagéo
temporal do pico de emerg&ncia. As comparacgdes foram feitas com
auxilio de metodologia cronobioldgica. A amostra empregada foi de
19 e 37 exemplares de B. glabrata (Belo Horizonte, MG) infectados
com wum & cinco miracidios de cepa simpatrica de 3. mansoni,
respectivamente, e mantidos ao ar livre. Observagoes adicionails
foram feitas quanto aos seguintes pariametros parasitoldgicos: taxa
de 1infecgio, periodo pre-cercariano, sobrevida e ndmero de
cercArias emergentes a cada 24 horas. A correlag8o entre a
temperatura do ar e nlmero de cerciarias emergentes também foi
avaliada.

Observou-se uma predominédncia marcante na emergéncia de
cercarias na fase clara (entre 6:00 e 18:00 h) em ambos os tipos
de infeccao. Assim, 96, 3% das cercarias emergiram nesta fase nas
infecegdes mono e 94,8% nas plurimiracidianas. Quanto ao pilco
diArio de emergéncia, néo foram observadas diferencas
significativas entre as infecgdes mono e plurimiracidianas. A
emergéncia de cercarias na maioria dos moluscos testados
apresentou ritmo de 24 horas, com acrofases entre 14:00 e 17:00
horas. Embora se tenha observado grande proporc8io de cercarias na
fase clara, a emergéncia na fase escura n#o foi desprezivel,
atingindo 3,7% nas infecgdes mono e 5,2%, nas plurimiracidianas.

Dolis moluscos apresentaram mals de 30% das cercarias emergentes
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esta fase. N&o se deve descartar a possibilidade deste padréo

star relacionado a presenca de hospedeiros corm habitos

U]

crepusculares ou noturnos ou mesmo a rotinas de infeccdo no

laboratédrio. Neste sentido, a 1lnvestigagao deste ritmo em
linhagens de 3. mansoni recem—-isoladas do campo deve ser
encorajada. 0 ritmo de emergéncia de cercarias de 3. mansoni

apresenta algumas caracterlisticas em comum com os ritmos de
portao, em que as cercdrias parecem aguardar” um sinal ambilental
para emergir. A importiancia adaptativa da sincronia riAa
emergéncia das cercarias refere—-se a um aumento nas chances de
infecgdo dos hospedeiros vertebrados por estas formas larvais.
Futuros estudos que diferenciem ritmo de produgio e ritmo de
emergéncia permitirdo verificar se as cercirias emergem assim que
sdo produzidas ou nédo.

O periodo pré-cercariano, a sobrevida e o nlmero de

cercarias emergente cada 24 horas ndo foram significativamente

5]
Q

diferentes entre ambos os tipos de infeccgio. A taxa de infeccao
foli malor nas infecegdes pluri que nas monomiracidianas. As
flutuacdes encontradas nestes parfmetros podem ser atribuldas =a
diferencas na infectividade do parasita e/ou na suscetibilidade do
molusco. Pesquisas futuras, no entanto, devem avaliar possiveis

alteragdes provocadas a curto prazo por rotinas de manutencé@o das

amostras malacoldgicas e parasitolddgicas no laboratdrio. A

v}

emergéncia de cercéarias n#o esteve associada sistematicamente a

variacdes na temperatura ambiental.



ABSTRACT
This work aims to study the daily rhythm of emergence
of S. mansoni cercariae in mono—- and plurimiracidial infections of
B. labrata. For this purpose the emergence at daytime and

nighttime and 1its peaks were compared through a chronobiological

methodology. For the tests, 19 and 37 anpecimens of B. glabrata
(Belo Horizonte, MG) infected respectively with one and five
miracidia of sympatric schistosome were Kept at outdoor
conditions. Other observations included the estimations of the

infection rate, the pre-cercarial period, the survival of infected
snails, and the number of emerged cercariae at each 24-h
intervals. The correlation between air temperature and the number
of emerged cercariae was also investigated.

Mo

[}

t cercariae emerged at daytime (from 6 a.m. to 6
p.m. » for both miracidial doses. Thus, 96.3% of the cercariae
emerged 1in this phase in monomiracidial infections and 94.83% in
the plurimiracidial ones. The daily peaks of cercarial emergence
did not differ significantly between mono- and plurimiracidial
infections. In most snails, the cercarial emergence showed 24-h
rhythms with acrophases between 2 p.m. and 5 p.m. Although most
of the cercariae emerged at daytime, some did it at nighttime
(3.7% 1in the mono- and 5.2% in plurimiracidial infections). In
two snails more than 30% of the cercarial emergence occurred
during this phase. This pattern is possibly associated to soume
crepuscular or nocturnal activities of the vertebrate hosts or
even to some infection procedures in the laboratory. Future

studies concerning the investigation of this temporal pattern in



3. wmansoni strains Just isolated from the field should be

encouraged. The rhythm of 3. mansonl cercaria emergence 1S
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considered to be a gated rhythm sinc
for some environmental signal i1n order to emerge. The adaptive
importance of the synchrony in cercarial emergence refers to
better chances of fhese larval forms to infect the vertebrate
hosts. Future studies concerning the differentiation between

production and emergence rhythms would make 1t possible +To know

[

whether the cercariae emerge as they are produced or not.

The pre-cercarial period., the survival of infected
snalls ana the number o emerged cercariae per snail at each 2 o)
interval did not differ significantly hetween Mmono- and
prlurimiracidial infections. The infection rates were higher 1in
pluri- than in monomiracidial infections. The variations in these

parameters could be due to parasite infectivity and/or snail

susceptibility differences. Future work should also evaluate
possible short-term moditications due to some laboratory
rrocedures involving both the snail and parasite sSamples. The
cercarial emergence was not sistematically assoclated to
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CAPITULO I

INTRODUCAQ



1- Interacdes S. mansoni - B. glabrata, corg énfase 1o

desenvolvimento cercariano

1.1 Caracterizac8o do parasita

S8o0 quatro as espécies do ¢género Schistosoma que

constituem os agentes etioldgicos das parasitoses humanas de maior

endemicidade em regides tropicais e sub-tropicais: as
esquilstossomoses. As estimativas apontam para 200 milhdes de
pessoas infectadas em 76 paises das Américas, Africa e Asia (REY,
1992).

Os esquistossomos pertencem ao filo Platyhelminthes,
constituindo um grupo zooldgico de espécies inteiramente adaptadas
ao parasitismo e apresentando em muitos casos o homem como
hospedeiro habitual ou ocasional (REY, 1992). O Schistosoma
pertence a classe Digenea, super-ordem Anepitheliocystida, ordem
Strigeatida, familia Schistosomatidae (COX, 1982). S&8o parasitas
heteroxenos, necessitando de mais de um hospedeiro para atingir a
maturac&o. Seu desenvolvimento ontogenético envolve um hospedeiro
intermediario (molusco) no interior do qual desenvolvem-se as
etapas larvares. Além deste, um hospedeiro definitivo
(vertebrado) abriga a fase adulta do parasita; a reproducéfo

sexuada dos esquistossomos ocorre em seu interior.

As espécles que parasitam o homem encontradas nas

regiﬁeé Neotropical, Etidpica e no Extremo Oriente, s8o as
seguintes: Schistosoma mansoni (responsé&vel por um tipo de
esquistossomose 1intestinal), Schistosoma haematobium (agente
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etinldgico da esaulistossomosSe wUrlinariag, Schivtosoma Japonicum

(responsivel  por outro Tipo de  esquistossomose  intestinal)y e

Schistosoma wmekongi (semelhante a0 3. Japonicum norernm 0O

distriwmlcao @maxrs  restritar. A5 easrecies parasitas  de  outros

pAarasita de

mamiferos =80: Schistosoma intercaslatia

roedores ) Schistosoma  bovis {(parasita do gado), Schistosomz

mattheei (=ncontrado no gado da Africa Jdo 3ul)y ¢ Schistosoma

margrebowiel !(comum em antilopes africanocs).

Mo Brasil, 0 parasita causador da esquistoussomose £ 0 o
Mans0n . Ergundo  DOUMENGE en al. (193887}, S0 m1lbhoen s

Tas A infeccAo neshte oals, A regifo Nordeste o

a4 mals atingida, minicicios dog  Hatados de  Perpambuco,
Alasoas = SergZipe apresentando oz malores infeccio

De hospedeiros intermedidrios envolvidos na transmissac
A aoenca pertencen ao filo Mollusca, oclasse Gastropods,  ordemn

P
i

jol

“ulmonata, sub-ordern Basommatorhora, Familia Planorbi

0]

( PARAENSE, 1972). No Brasil, as espécies vetoras sdo Biomphalaria

glabrata, Biomphaiaria tenagophila e Biowmphalaria straminea.

1.2 Estagios de desenvolvimento do 3. mansoni

A& figura 1 apresenta os estigios de desenvoilvimento do
3 s vermes Aaduitosn vivem na Uz a0s vasos sanguineos
do hospedeiro humano, preferencialmente nas veias da parede

intestinal, onde a fémea pde seus ovos. A féumea fica alojada no

-3-



Figura

1

- Estagios de desenvolvimento do S. mansonil
(Extraido de Rew, 1891}
Os vermes adultos vivem nas veias da

prarede intestinal do hospedeiro humano;

Os ovos sao condusidos ao melio externo atraveés
da eliminacds: das femes:
Os miracidios emergem no meio eXterno:

As transformacoes no interior do molusco G5
origem aos esporocistos e as cercarisg;

renetram ativaments pela pele do hospedeiro
tuamano .

Az cercAarias emerdem o mels  aguAtico e
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b=l
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~
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oif

ans s

EREIT e
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mu3*

s
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nat1os
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i
i

da

Pr1mar.0s, My Aesporocistos-mie, provenientes

direta do miracidio,. produzem o5 2 esporoclstos

1

ou  esporocistos-filho aque colonizam a glédndula

moiusco. Os secundarios eralmente

I

grande nlmaEro cercarias ~-RE)  que

do molusco para o meio aquitico exterior.

As cercirias constituemn—se no

squistossomos.

e  podem infectar o hospedeilco

utinea ativa dursnte o contato do hospedeiro com a

Ty

ocorrer de 2

ada A renetra¢io no hospedeiro deve

a emergéncia para ¢ meio externo (REY,



o tempo de vida da cercaria € reduzido e sua infectividade,
decrescente. Durante a penetracdo pela pele, as cercarias perdem a
cauda e transformam-se em esquistossdmulos, que migram para o
sistema porta-hepatico, onde se desenvolvem e alcancam a

maturidade sexual.

1.3 Efeito da dose miracidiana sobre o desenvolvimento

das cercarias

A 1influéncia da dose miracidiana sobre os mecanlismos de
regulacdo, produgdo e emergéncia cercarianas em S. mansoni &
bastante conhecida (FAUST & HOFFMAN, 1934; PAN, 1965; WEBBE, 1965;
STURROCK & STURROCK, 1970; MOUGEOT & GOLVAN, 1974; LANCASTRE et
al., 1976; CHRISTIE & PRENTICE, 1978; LEWIS et al., 1986). Sabe-se
de longa data que a infecc&o por um miracldio leva a produc&@o de
cercarias de um s sexo, Ja4 que o sexo do parasita é determinado
na fase ovular (LAGRANGE, 1958). No S. mansoni, THERON (1981la,
1982b, 1986a) distinguiu dois mecanismos no interior do molusco
que atuam na regulacido e na producéo cercarianas: a

esporocistogénese € a cercarilodénese.

A esporocistogénese e a cercariogdénese foram
investigadas a partir de estudos realizados em infeccdes
monomiracidianas (onde o molusco é exposto experimentalmente a um
miracidio) e plurimiracidianas (com o molusco exposto a mals de um
miracidio). Estes estudos revelam que a populacdo de esporocistos
varia qualitativamente no decorrer da infecg¢do no molusco, em

func8o das diferentes possibilidades de evoluc8o dos esporocistos



secundarios. Assim, 0s esporocistos secundarios podem: (&)
produzir sucessivas geracgdes de cercarias 0s esporocistos
cercariogénicos (CHERNIN, 1964), (b) degenerar e ser
encapsulados por células amebocitarias do sistema imunoldgico do
molusco (THERON & JOURDANE, 1979) ou ainda (c) cessar a producao
de cercarias para fabricar novas geracgdes de esporocistos -—-- o©s

esporocistos replicadores (THERON, 1982b).

Em infecgdes monomiracidianas, a esporocistogénese &
dividida em trés etapas distintas (THERON, 1981aj. A primeira
refere-se a fase de invasao do molusco pelo parasita. Ela

compreende a produgdo de esporocistos secundarios a partir de
esporocistos primarios e a migracdo daqueles dos Orgaos
periféricos do molusco para a ¢glandula digestiva. A segunda
corresponde a fase de crescimento da populagdo de esporocistos

cercariogénicos. Esta & assedgurada pelos esporocistos replicadores

que aumentam progressivamente a populagcdo de esporocistos. Na
terceira, a fase de ocupacgac dtima, a populacgio de esporocistos
ocupa ao maximo a capacidade bidtica do hospedeiro. A replicacgé&o
dos esporoclstos 1intervém somente para renovar s} estoque

deficiente de esporocistos, mantendo a populagdo em seu nivel
dtimo e, com 1sso, alterando a producao de cercarias (CHENG &
BIER, 1972; DICONZA & HANSEN, 1972; HANSEN, 1973; JOURDANE et al.,

1980; THERON, 1981b, 1982b; WARD et al, 1988).

Nas infecc¢des plurimiracidianas, esta din#&imica modifica-
se. O aumento da dose miracidiana €& responsavel por um aumento no

estoque de esporocistos secundarios durante a fase de invas8o do



molusco. Entre um e dois miracidios, a produg8o de cercarias
praticamente dobra. Para doses 1iguais ou superiores a dois
miracldios, as variagcles na produc8o s8o mais restritas. As
observacdes acerca do desenvolvimento de esporocistos primarios e
secundarios em infec¢des plurimiracidianas mostram que, a partir
de dez miracldios, os mecanismos reduladores entram em acé8o
limitando o aumento da produc&o em um nivel compativel com a
sobrevivéncia dos moluscos. Estes mecanismos agem tanto no nivel
da penetrac8o dos miraclidios quanto no desenvolvimento de
esporocistos primarios e secundarios (WEBBE, 1965; THERON, 1985b).
O aumento no numero de miracidios que infectam o molusco &
responsavel por uma aceleragdo no crescimento da populacéo de
esporocistos. Desta forma, uma forte producdo & observada em
infecgdes plurimiracidianas Jjovens. Apds quatro ou cinco meses de

infecc8o, os mecanismos de controle ligados a dose miracidiana s8o

deflagrados. Neste momento, as infec¢des mono e plurimiracidianas
apresentam quantidades equivalentes de esporocistos
cercariogénicos, gracas a intervencéo dos esporocistos
replicadores. A produtividade cercariana alcanca valores otimos

independente da dose miracidiana, com o parasita explorando toda a
capacidade bidtica do hospedeiro. A biomassa do molusco passa a

ser o fator limitante da producdo (THERON, 1985b).

A cercariogénese caracteriza-se por uma sincronia no
desenvolvimento embrionario que ¢ uma consequéncia logica da
origem comum dos esporocistos secundarios (provenientes de um
mesmo esporocisto primario) e do tempo limitado de sua producgéo

pelo esporocisto primario. Assim, ao fim do periodo pré-
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cercariano -— 0 hemco necessirio ac desenvolviumento coupleto das

cercarias dentro dos moluscos (FRANDSEN. 1979y ——, a maioria dos

esporocistos secundiarics alcanca o final fa diferenciacio,

expulsdo da primeira leva, ha wam decréscimo na  emergérncia de
2 o il e wEporos istos 2LALHE

Ao  alcancar a maturacgdn, estas CcercAriag Serdo, por sua ves,

liberadas pelos esporocistos.

leva de intensa emergéncisa

iiferenciacas das cercariass
SUCess1lvas e A manunencio da cercariogenese e  assegurada  pela
»Enovaciao peridrica do material intra-esvorocistico {(PAN, 1965;

CHENG & BIRR, 1972; THERON, L285b).

A influéneclia da dose miracidiana sobre a cumergéncia de

CercAri as t.em sido TOUCO investigada. infecgdes
monomiracidianas de 3. Manson, por exemplo, € observada uma

pas com alta & Lailxa coecrgénela a intervalos aue

.+

alterndncia de
varcamn  de 35 a 40 dias (COMBES & THERON} 1977; THERON & MONE,
19347, Estes intervalos correspondem 3 duracdo do perlodo pré-
cercariano  Jdo parasita,  que & de  32-33 dias, podendo estar
relacionados ao tempo necessario para s maturacio das oercidrias no
esporocisto primaric { THEROMN. 1831a;. Quando =se usa @ dose
miracidiana de 10 miracidios, no  entanto, esta alternfnci

desaparece (THERONM, 1981la, 1982b), o que provavelmente relaciona-
se a detfasagem no desenvolvimento dos estoques de esporocistos

L

m;

vindos de diferentes miracidios. Observacies semelhantes s

descritas para S. haematobium (KECHEMIE, 1982}).



Diferencas quanto ao nimero de cercarias emergentes
entre as infec¢®es mono e plurimiracidianas s&8o uma controvérsia.
THERON (1982b) afirma que as infec¢des monomiracidianas apresentam
um menor contigente de cercarias emergdentes que as infeccgles
com dois miracidios. J& STURROCK & STURROCK (1970) observaram que
os numeros de cercarias emergdentes s&@o semelhantes entre as

infec¢ges monomiracidianas e as com quatro miracidios.

Os estudos que envolvem a manipulacgdo da dose
miracidiana mostram uma grande variabilidade na producdo
cercariana, esta indiretamente avaliada através da taxa de
emergéncia de cercarias. MOUAHID & COMBES (1987) observam que o
aumento da dose miracidiana de um para cinco miracidios provoca
um decréscimo na produgdo cercariana de 3. bovis originario do
Suddo e um aumento na de §. bavis proveniente da Espanha.
Segundo os autores, as respostas a variagdes na dose miracidiana
dependem de caracteristicas inerentes & amostra do parasita, o
que possivelmente reflete uma variabilidade genética presente nas

populacdes de esquistossomos.

1.4 Influéncia de fatores extrinsecos e 1intrinsecos na

emerdéncia de cercarias

A emerdéncia de cercaria em S. mansoni esta sujeita a
fatores extrinsecos e intrinsecos (THERON, 1982b). Dentre os
fatores extrinsecos, a luz e a temperatura s&8o os mais conhecidos.
A maioria dos autores aponta a luz como o fator ambiental mais

importante (GIAVANNOLA, 1936; LUTTERMOSER, 1955; VALLE et
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al.,1971, 1973; GLAUDEL & ETGES, 1973; NOJIMA & SATO, 1978, 1982;

WILLIAMS & GILBERTSON, 1982; WILLIAMS et al. 1984; RAYMOND &

PROBERT, 1987, 1991), embora reconhecam a importfincia da
temperatura (VALLE et al., 1971; NOJIMA & SATO, 1978; WILLIAMS et
al., 1984). Para outros, variacfes na temperatura exercem maior
influéncia (STIREWALT, 1954), Jj& que mudangas bruscas neste fator
exercem maiores efeitos sobre a emergéncia que as mudancas na
intensidade luminosa (KUNTZ, 1947). Outros fatores relevantes s#o

o numero de moluscos em um s recipiente (COLES, 1973; CARLOS &

COELHO, 1978), a 1dade, o tamanho e a suscetibilidade dos

moluscos (ANDERSON et al., 1982), a magnitude da temperatura
durante o desenvolvimento cercariano (THERON, 1982b) e a

composic8o quimica do meio aquatico (CHRISTENSEN et al., 1979).

Dentre os intrinsecos, a variabilidade interindividual é

um fator importante, JA que entre os diferentes moluscos
infectados com linhagem simpatrica e compativel, a producgéo
cercariana pode até mesmo triplicar. Outro fator intrinseco

relevante € a origem geografica dos moluscos e dos parasitas

(THERON, 1982a; MOUAHID & COMBES, 1987; CHASSE & THERON, 1988).

A emergéncia de cercAdrias n8o ocorre em qualquer
momento das 24 horas. Em S. mansoni, a quantidade de cercarias
na agua aumenta gradativamente durante a manh8, € abundante a
tarde e diminue no inicio da noite. Quando analisado ao longo dos
dias,s observa-se que este padr&#o temporal € recorrente. O 1item
seguinte apresenta alguns aspectos relevantes que permitem

entender os fenfmenos bioldgicos recorrentes, tais como a
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emergéncia cercariana,

Cronobioclogia.
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2- O estudo dos ritmos bioldgicos a Cronobiologia

2.1 Definicd®es e conceitos gerails

Ritmo bioldgico ¢é definido como a recorréncia, a
intervalos mais ou menos regulares, de um evento em um sistema
bioldgico (KALMUS, 1935 apud ASCHOFF, 1981). Como exemplos, &

possivel citar a queda anual das folhas de arvores deciduas,
variagdes anuals em aspectos da reproduc8o em mamlferos, a
alternincia diaria na abertura e fechamento das folhas em alguns
vedetais, a oscilagdo da temperatura corporal em animais
(incluindo o homem) e as mudangas a 1intervalos de 12 horas
observadas no pléncton, em caranguelijos e em aves marinhas
relacionadas aos movimentos de marés. A divis&@o celular também
constitul um exemplo, j4 que se repete a intervalos regulares da
ordem de segundos (GARFIELD, 1988). Em resumo, a atividade ritmica
pode manifestar-se nos niveis celular e sub-celular, em diferentes
tecidos, brg8os e sistemas de Org8os, no individuo e mesmo em

populagdes de individuos (REINBERG, 1977).

O perliodo é um parféimetro importante na caracterizac8o de
um ritmo, sendo definido como a duracdo de uma oscilag8@o completa
em uma variac8o ritmica (HALBERG et al., 1977). Tome-se por
exemplo a curva diaria da temperatura corporal em humanos. Apods a
escolha de um ponto de referéncia (que pode ser o ponto em que a
temperatura atinde seu valor maximo), observa-se que ela atinge
novamente este valor aproximadamente 24 horas depois. Assim, seu

periodo é estimado como de 24 horas.
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Durante séculos, acreditou-se que os ritmos detectados
nos organismos eram respostas as flutuagdes ambientais tais como
as alteragdes nos ciclos claro/escuro e de temperatura ao longo
das 24 horas (REINBERG & SMOLENSKY, 1983) Hoje, sabe-se que a
malior parte dos ritmos bioldgicos n3o € diretamente causada por
estimulos regularmente recorrentes no ambiente (ASCHOFF, 1967) mas
sim gerada no interior dos organismos, conferindo-lhe um carater
enddgeno. Alguns ritmos bioldgicos, entretanto, possuem origem
exdbgena e caracterizam—se por dependerem exclusivamente das
variagdes recorrentes em certos fatores do ambiente (REINBERG,

1977; BRADY, 1982), sendo abolidos na ausé&ncia destas variacoes.

Nos experimentos destinados a detecgdao dos ritmos
enddgenos, o0 organismo analisado € transferido para situacOes de
consténcia ambiental (p.ex., auséncila de ciclos de claro/escuro e

de flutuactes na temperatura ambiental, de ruldos ou ateé de
interacgdes com outros membros da espécie). Nestes experimentos, o
periodo do ritmo modifica-se gradativamente. No caso dos ritmos
diarios, ele assume valores proximos a 24 horas (como, por
exemplo, 25 horas). O prefixo circa foi introduzido em referéncia
a estas situacdes (HALBERG, 1959). Assim, um ritmo bioldgico com
periodo de cerca de 24 horas € chamado de circadiano. O uso deste
prefixo foi posteriormente estendido a outros ritmos enddgenos,
como oS circamareés, os circalunares e os circanuais (ASCHOFF,
1967; 1981). O espectro de frequéncias também pode ser
subdividido em ritmos ultradianos e infradianos que apresentam,
respectivamente, periodos mais curtos e mais longos que os

circadianos. A partir deste momento, este ltem dara maior é&nfase
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aos aspectos relacionados com os ritmos diArios, que s8o objeto do

presente estudo.

O estudo dos ritmos enddgenos possibilitou em grande
parte o estabelecimento da Cronobiologia como uma disciplina
cientifica nos anos 50. No entanto, esta tomou um grande impulso
somente na década seguinte (CAMBROSIO & KEATING, 1983; GARFIELD,
1988). Segundo HALBERG et al.(1977), a Cronobiologia é
considerada a ciéncia que quantifica e estuda objetivamente
aspectos temporals da matéria viva, dentre os quais os ritmos
bioldgicos. REINBERG (1977) e CAMBROSIO & KEATING (1983)
assinalam que alguns autores insistem na necessidade de que este
estudo rigoroso e objetivo seja feito nas disciplinas bioldgicas

Ja exlistentes, n&8o constituindo, portanto, uma especialidade.

0 surgdimento da Cronobiologia esta estreitamente
relacionado ao desenvolvimento de um planejamento e de uma
analise estatistica que privilegiam o estudo detalhado das
variaveis bioldgicas ao longdo do tempo. Procedimentos que
envolvem coletas de dados feitas a intervalos t&o regulares quanto
possivel e o controle ou a monitorac8o das variavels ambientais
s#o aspectos 1lndispensaveils & metodologia cronobioldgica (REINBERG

& SMOLENSKY, 1983).

Uma ritmicidade endddena n8o tem qualquer relevéincia

ecoldgica a n8o ser que possa ser "ajustada" aos ciclos ambientais

(ENRIGHT, 1970). Este ajuste, denominado sincronizac#o (BUNNING,

1960), leva o ritmo enddgeno a assumir o perlodo do ciclo
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ambiental, favorecendo a ocorréncia de um determinado fenfmeno no
momento adequado. Ciclos de luz e temperatura, a disponibilidade
ou nado de alimento e as interagdes socials podem atuar como

sincronizadores (HALBERG et al. 1977). Dentre estes, o ciclo de

luz é o mais potente para a maioria dos organismos.

Na sincronizacso dos ritmos enddgenos, os ciclos
ambientais n&o atuam diretamente sobre a variével ritmica mas sim
sobre as vias de transmiss#3o do reldgio bioldgico mecanismo
interno associado a medigio do tempo (BUNNING, 1967). Por outro
lado, a expressao dos ritmos bioldgicos também € influenciada
diretamente por fatores ambientais, cilclicos ou néo. Assim, a
ritmicidade observada em condig¢des naturais resulta da interacé@o
entre efeitos diretos do ambiente e os ritmos gerados
endogenamente (WATERHOUSE & MINORS, 1988), promovendo uma melhor
integracdo ecoldgica entre o orgdanismo e seu ambiente (ASCHOFF,

1987 apud MINORS & WATERHOUSE, 1989).

Como visto anteriormente, os ritmos bioldgicos sé&o
observados em diferentes niveis de organizag8o, podendo também
manlifestar-se no nivel populacional. Uma das modalidades dos
ritmos populacionais refere-se a fendémenos envolvidos nas etapas
de desenvolvimento ontogenético. Suas caracteristicas proéprias
serdo apresentadas a seguilr, J& que as cerclrias constituem uma

das fases larvares no desenvolvimento dos esquistossomos.

2.2 Os ritmos de evento tinico: os ritmos em porté&o

Eventos relacionados as etapas de desenvolvimento, tais

como a postura de ovos, pupac8o e eclos8o de pupas em insetos,
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ocorrem apenas uma vez na vida do individuo. Desde que o processo
de desenvolvimento esteja completo, observa-se que o animal
emerge ou eclode em um intervalo de tempo restrito (SAUNDERS,
1977), <fora do qual o fendmeno nédo se manifesta. A este intervalo
de tempo da-se o0 nome de zona permissiva ou portdo. Embora o
ritmo ndo se refira ao individuo, observa-se um ritmo populacional
quando um conjunto de individuos em diferentes estidgios de
desenvolvimento € estudado ao longo do tempo. Este fendmeno &

conhecido como ritmo em portdo (PITTENDRIGH, 1966).

O ritmo em portao foi originalmente descrito por
PITTENDRIGH em 1966 quando do estudo do ritmo de emerdéncia do

adulto em Drosophila pseudoobscura (PITTENDRIGH & MINIS, 1964;

PITTENDRIGH, 1966; PITTENDRIGH & SKOPIK, 1970). Estes ritmos

também sao descritos para lepidodpteros (TRUMAN, 1971, 1972),

coledbpteros (MINIS, 1965 apud PAGE, 1985) e aracnideos
ectoparasitas (DOUBE, 1975). Neste tltimo estudo, realizado em
Ornithodoros gurneyi (carrapatos de canguru), 0o parasita aJjusta

seu ritmo ao ritmo circadiano de atividade do hospedeiro.

Os ritmos em port&8io relacionam-se a eventos cruciais na
vida de um organismo, ocorrendo geralmente em animais com tempo
de vida curto (ASCHOFF, 1989). ©Sua importéncia ecoldgica refere-
se, por eXxemplo, & concentrac@o de individuos aptos para a
reproducao, podendo também contribuir para a reducd@o da competicgéo
intraespecifica. Quanto ao controle deste fenbmeno, pouco se
sabe. Trata-se de eventos que podem ser determinados exdgena ou

endogenamente.
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3- Ritmos bioldgicos na emergéncia de cercarias de

Schistosoma spp.

A emergdéncia de cercérias nos esquistossomos constitui-
se em um exemplo de ritmo diario, sendo caracterizado pela
presenca de variacgdes recorrentes a periodos de 24 horas,
aproximadamente (HAWKING, 1975). Este padr&o temporal varia de

espécie para espécle € em uma mesma espécie do parasita.

A comparacdo da emergéncia de cercarias em 5. mansoni
entre as fases clara e escura revela que esta ocorre
predominantemente na fase clara do ciclo de luz (GIAVANNOLA, 1936;
WILLIAMS & GILBERTSON, 1982; WILLIAMS et al., 1984). Porém, os
intervalos que correspondem & maior emergéncia S#o0 muito varidveis
tanto nos trabalhos conduzidos no campo ou ao ar livre (BARBOSA &
COELHO, 1954; ROWAN, 1958; PELLEGRINO & DE MARIA, 1966; PITCHFORD

& VISSER, 1966; PITCHFORD et al. 1969) como em estudos de

laboratdrio (LUTTERMOSER, 1955; VALLE et al. 1971, 1973; ASCH,

1972, GLAUDEL & ETGES, 1973;NOJIMA & SATO, 1978, 1982; THERON,
1980; MACHADO E SILVA, 1981; THERON & COMBES, 1983).

Em estudos realizados ao ar livre em S. haematobium,

PITCHFORD & VISSER (1966) e PITCHFORD & DUTOIT (1976) detectaram
um Pico diurno enquanto que NOJIMA & SATO (1978, 1982)
confirmaram a ocorréncia deste pico em laboratdrio, ainda que em
horario diferente. Este padr@do parece correlacionar-se a
atividade do hospedeiro humano nas regides endémicas. Ja
RAYMOND & PROBERT (1987) detectaram no laboratério, um pico na

fase clara e outro na fase escura.
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Picos diurnos s&o também descritos tanto no laborateopjg

quanto @0 ar livre para 3. bovis (PITCHFORD & VISSER, 19686;
PITCHFORD et al., 1969; MOUAHID & COMBES, 1987; MOUAHID & THERON,
1986), S. mekongi (LOHACHIT et al., 1980), S. matheei (PITCHFORD &

VISSER, 1966; PITCHFORD et al., 1969), 5. leiperi (PITCHFORD &

DUTOIT, 1976) e 8. intercalatum (PAGES % THERON, 1990).

Em S. Japonicum, KOMIYA & ISHII (1954) n&o observaram

qualquer ritmicidade no padrdo de emergéncia. THERON & MINGYI
(1986), no entanto, detectaram picos na fase clara e NOJIMA et
al. (1980), em estudos realizados sob condigBes de ar livre,

demonstraram dois picos diurnos sendo um deles n#do recorrente.
KAWASHIMA et _al .(1985), contrariamente, atestaram picos na fase

escura nesta espécie.

Em S. rodhaini, o pico do ritmo ocorre no crepusculo

vespertino (PITCHFORD & VISSER, 1966; PITCHFORD et al.,1969) e se

relaciona &a participacdo de roedores noturnos nos siltios de

transmissdo da esquilistossomose em algumas regides. Em
margrebowiei, ha um pico diurno e outro crepuscular

correspondentes &as horas em que oS hospedeiros vertebrados
(antilopes) bebem Agua (PITCHFORD & DUTOIT, 1976: RAYMOND &
PROBERT, 1991).

Além de variacBes interespecificas nos padrdes temporais
de emergéncia de cercarias, os estudos acima mencionados revelam

também variacgdes intraespeclificas que se traduzem por uma ¢grande
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variabilidade no momento em que ocorrem os picos de emergéncia de
cercarias. Esta variabilidade pode ser atribuida &s condicgdes
experimentais por vezes muito diferentes entre os diversos estudos
(VALLE et al., 1973; COMBES & THERON, 1977; FRANDSEN, 1979). A
utilizacdo de ciclos naturais e artificiais de luz e/ou
temperatura, a coleta de dados realizada a cada 12 horas ou a
intervalos menores, a idade do molusco empregado e a dose
miracidiana a que os moluscos sd8o0 expostos sdo possiveis

explicacdes para estas variacdes.

J& THERON e colaboradores sugerem a existéncia de um
polimorfismo cronobioldgico, atribuindo a estas variagdes uma base
genética. Seus estudos foram realizados em populacdes de S.
mansoni provenientes da ilha de Guadeloupe, nas Antilhas (THERON,
1984). Em diferentes sitios de transmiss&o, populacdes de S.
mansoni apresentaram trés fendtipos cronobioldgicos distintos.
Tais fenbtipos caracterizam-se por picos de emergéncia de
cercarias nos horarios compreendidos entre 11:00 e 12:00 h , 13:00
e 14:00 h e 16:00 e 17:00 h, sendo classificados como precoces,
intermediarios e tardios, respectivamente. As frequéncias destes
fendtipos tém sido correlacionadas & 1importé&ncia relativa, nos
sitios de transmiss8o, de diferentes hospedeiros definitivos.
Assim, os fendtipos tardios podem ser favoraveis & infecc@o de
roedores cuja atividade € crepuscular ou mesmo noturna. A
participac@8o conjunta de homem e roedor nos sitios de transmissé&o
relaciona-se a presenca de fendtipos intermediarios. Nos sitios

nos quais as cercarias apresentam fendtipo precoce, a participacé@o
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do homem € essencial para manter a dindmica da transmisséo

(THERON, 1980; 1982a,b; 1984; 1985a; 1986a,b; FOURNIER et al.

1984; THERON et al. 1986; CHASSE & THERON, 1988; POINTIER et

al., 1988; THERON & COMBES, 1988). Neste contexto, os fendtipos

cronobioldgicos podem ser considerados marcadores de populacdes de

Schistosoma, o que segundo THERON (1985a), possibilitara um novo

enfoque a ecologia e a genetica das populacdes de esquistossomos.
Variacgdes cronobicldgicas intraespecificas também foram detectadas
em S. haematobium (KECHEMIR, 1990), S. intercalatum (PAGES &
THERON, 1990 ), 3S. japonicum (THERON & MINGYI, 1986) e S. bovis

(MOUAHID & COMBES, 1987).

Os diversos padrdes intra e interespecificos observados
nas espécies de Schistosoma ilustram diferentes estratégias de
transmissdo possivelmente relacionadas ao pequeno intervalo de
tempo entre a emergéncia da cerclria e sua penetracdo r10
hospedeiro. O curto tempo de vida e a infectividade descrescente
das cercarias s&o "...contrabalangados pela sua concentragéo nos
momentos mails favoraveis 3 infecgédo do hospedeiro...” (COMBES,
1990 ). Isto mostra como o0s ritmos bioldgicos podem Ser

..cruciais na vida do parasita ao aumentar as chances de

encontro com o hospedeiro..."” (THERON, 1982b).

Q

Ao se avaliar os riscos de infeccdo por cercarias de 3.
mansoni, deve-se levar em conta a correnteza do meio aquatico.
Quando a correnteza é fraca ou nula, as cercarias acumulam—-se na
aAgua, sendo mais abundantes no final da tarde. Nestas condicgdes,

08 riscos de contaminac&o s&@o maiores neste periodo (ROWAN, 1958;
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MALDONADO, 1959; THERON et al., 1977).

Uma quest@o ainda em aberto refere-se ao ritmo de
emergdéncia como decorréncia direta de fatores do hospedeiro ou
como uma propriedade 1intrinseca do parasita. ASCH (1972)
considera que o molusco desempenha um papel direto na emergéncia
de cercarias em S.mapnsoni. Outros autores sugerem que € o
parasita que determina o seu proprio ritmo de emergéncia (THERON,

1980, 1984, 1985a; MOUAHID & THERON, 1986; THERON & MONE, 1986;

PAGES & THERON 1990 ; MOUAHID et al., 1991) pois o pico do ritmo
permanece O mesmo, independente da linhagem e da espécie de
molusco empregada (THERON & COMBES, 1983, 1988). Observacgdes

semelhantes foram feitas em S. bovis (MOUAHID & THERON, 1986).

A caracterizac8io de ritmos biloldgicos sob ciclos
ambientais naturais evita artefatos decorrentes de determinados
aspectos dos ciclos artificiails de luz e temperatura, tails como as
transigdes abruptas nestes fatores. No caso especifico das
cercadrias de 5. mansoni, isto parece particularmente verdadeiro,
j4& que ha um aumento imediato no numero de cercéarias emergentes,
em resposta a variacgdes bruscas na luz (ASCH, 1972; GLAUDEL &
ETGES, 1973; NOJIMA & SATO, 1978, 1982) bem como ha temperatura
(KUNTZ, 1947). Dificuldades deste tipo poderiam ser superadas
através da simulac8o dos crepasculos, que Jj& se mostrou adequada
ao estudo da emergéncia de cercarias nesta espécie (THERON 5 MONE,

1986), ou da caracterizacgdo dos ritmos sob condigdes de ar livre,

raramente presente em estudos que envolvam este parfmetro.
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4— Objietivos
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(b o vertinlo oue melhor expiica a variacédo dos dados: e

()Y o pico de emergéneia, tambem comparads  enbroe os

moluscos expostos a cada tipo de infecgio.

N

Os  conjuntos de moluscos respechtivamente exposhos
infecegdes monn e plurimiracidianas foram comparados quantc  aos
seguintes parametros:

(a) numero total de cercarias nas fages clara e egscura.e

1y

(b) o pico de emergéncia de cercarias.

Foram ainda comparados 0S seguintes parametros
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parasitolégicos: taxa de infecc8o, sobrevida dos moluscos, periodo

pré-cercariano e o numero de cercarias emergentes. Também foram

efetuadas correlactes entre o numero de cercarias emergentes e a

temperatura ambiental.
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CAPITULO II

MATERIAL E METODOS
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1- Animais

1.1 O parasita

A amostra de 3. npansoni foi cedida pelo Departamento
de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundac®o Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, sendo proveniente de fezes de
camundongos da linhagem Swiss-Webster infectados
experimentalmente. Esta amostra foi isolada em 13 de maio de 1985
a partir de exemplares melénicos de B. glabrata naturalmente
infectados, origdinarios de um sitio de transmissdo humana no
bairro da Ressaca, Belo Horizonte, MG. Desde entd3o, ela vem sendo
mantida naquela linhagem de camudongos. No presente trabalho,
foram utilizadas a quarta e a quinta passagens (PARAENSE & CORREA,
1989). Cada passagem compreendeu todos os procedimentos que
envolvem desde a exposig8o dos camundongos &s cercarias até uma

nova exposigdo, a intervalos de um ano, aproXimadamente.

1.2 O hospedeiro intermediario

Exemplares melénicos de B. glabrata foram
provenientes de cold®nias de laboratdério originarias de moluscos
coletados no bairro da Ressaca em Belo Horizonte, MG. Os moluscos

foram cedidos pelo Departamento de Malacologia do IOC.
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27— Maneijo_com o miracidios

T ECTRREGON M 5. mEension =AY

diluidas #m Agua 4 Temperabura de aproximadamente 4@ €. Apds

execucio de técnica de sedimentacio espontinea  (LUTZ, iz
sedimentos eram distribuildos em placas de Vetri com didmetro de i
. A ecloszo dos miracldios era provocada pela exposigaoc  das
slacas a  uma lampada incandescente (Sylvania 50 w) por 15

minutos, 4 distincia de asproximadamentce 10 om.

milrAacitdions

& Lomb,

i0 ae

o)

auxi
aumento de 50 venes. Com auxilic de pipeta Pasteur, LY Al
coletados e depositados em pogos de placas para cultura de

cecidos  tipo 3424 Mark 17, marca Costar, ate obter-se a dose

miracidiana desejada. Apenas os miracldios muito abivos eram
coletiados. Fra cada poco, o e2xcesso de fezes era removido com

a pipeta, para evitar a
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3- Maneiio co s pospedeirgos inter iari

3.1 Exposicdo aos miracldios e manutenc#o dos moluscos

Exemplares de B. glabrata eram distribuldos em dois

lotes. O pPrimelro era exposto a um miracidio (1infeccéo
monomiracidiana); o segundo, a cinco miracidios (infeccéo
plurimiracidiana). A dose miracidiana de cinco miracldios foi

escolhida pois permite boas taxas de infecgdo e sobrevidas dos
moluscos. A partir deste momento, estes lotes serdo referidos
como grupos mono e pluri, respectivamente. Imediatamente apds a
transferéncia do(s) miracldio(s), os exemplares de B. glabrata
eram colocados cada qual em um poco, onde permaneciam por

12 horas, aproximadamente.

A seguir, os moluscos eram distribuldos em grupos de
até trinta exemplares e acondicionados em cristalizadores com 3
litros de &gua desclorada, conforme recomendacdes de THOMAS et
al.(1975). Semanalmente até o 60® dia, parte da &gua era renovada
para evitar o acumulo de substéincias tdxicas para os moluscos.

Durante as trocas semanals, também era feita a retirada dos

moluscos mortos e das massas de ovos depositadas nas paredes dos

cristalizadores, o que impedia o nascimento de novos moluscos. A
alimentac&o dos moluscos, & base de alface fresca, era fornecida
diariamente ou a cada dois dias. Uma vez por semana, 2 mg de

carbonato de calcio eram adicionados ao meio liquido, servindo de
complemento alimentar para os moluscos. Os moluscos eram mantidos

em uma sala de criac8o no Departamento de Biologia do IOC.
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3.2 Detecc8o dos moluscos infectados

As triagens para detecgdo dos moluscos 1infectados

iniciavam-se no 20 dia apds a exposicao ao parasita. Este
procedimento era repetido duas vezes por semana por até 42 dias
apds a exposigdo ao parasita. Em seguida a este intervalo, os

72 dias apds a

[N

moluscos eram triados quinzenalmente por at

Os moluscos eram alocados individualmente em
recipientes de acrilico com capacidade de 8 ml, contendo 3 ml de
4gua desclorada, aproximadamente. Em seguida, eles eram expostos

(LN

a uma lampada incandescente de 60 w a 30 cm de distédncia por at

1,5 h. A visualizac8o de cercéarias na agua era feita com auxilio
de microscopio estereoscodplco. Em caso positivo, © molusco era

prontamente identificado por cddigo numérico e individualizado em
recipiente de vidro com capacidade de 50 ml e com 40 ml de &gua
desclorada e alface fresca. Os moluscos infectados eram

posteriormente transferidos para uma area ao ar livre, coberta por

fibra de vidro transparente, localizada no Departamento de
Biologia do IOC (Figura 2). Os moluscos permaneciam nesta Aarea
por, no minimo, dois dias antes do teste. Em caso negativo, o)

molusco retornava para a sala de criagdo.

o periodo pré-cercariano (FRANDSEN, 1979) e a taxa de infeccéo

D)
0]
8
2
0!
-
o
Q
o
0
o
0

porcentagem de moluscos que eliminaram cercaria

numero total de moluscos expostos a miracidios.

Dos moluscos que permaneceram Vvivos e nedativos até 72
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dias apds a exposigédo aos miracldios, metade do total de moluscos
em cada cristalizador era dissecada para exame microscopico.
Todos o0os moluscos que mostravam esporocistos e €ercarias do

parasita eram considerados positivos.

3.3 Observagdes cronobioldgicas

As observagdes cronobioldgicas eram realizadas na
Area ao ar livre e incluiam a coleta das cercarias emergentes de
cada molusco a 1intervalos de 3 horas durante trés dias
consecutivos. Este procedimento visava fornecer dados para
anadlise detalhada do padr@o de emergéncia de cercarias ao longo
das 24 horas. Com base neste procedimento, também foi possivel
calcular o nlmero de cercarias emergentes de cada molusco por 24
horas. Para isto, o total de cercarias emergdentes de cada molusco

foili dividido por trés.

Os moluscos infectados eram testados individualmente em
recipientes de acrilico contendo 4 ml de agua desclorada e alface
fresca ad libitum. Estes recipientes eram providos de tampas de
plastico perfuradas por alfinetes, de modo a impedir a salda dos
moluscos da agua. Eles eram colocados dentro de outros maiores,
para facilitar a manipulacdo, sem que ocorresse perda da suspenséo

de cercarias (Figura 3).

As observagdes consistiam na transferéncia dos
moluscos para novos recipientes (Figura 4) e no registro das
temperaturas do ar, através de um termSmetro de maximas e minimas,

e da agua (Figura 5). A figura 5 apresenta ainda o termdgrafo
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Figura 2 Visdo parcial da area ao ar 1livre,
Departamento de Biologia, IOC, FIOCRUZ, RJ. Nesta area, foram
realizadas as observacgdes cronobioldgicas. A figura mostra também
as fileiras de recipientes onde os moluscos eram testados.

localizada no

F«}‘};;

Figura 3- Material utilizado durante as observacoes
cronobioldgicas. A direita: recipiente de acrilico provido de
tampa perfurada por alfinetes; & esquerda: recipiente de

onde era introduzido o recipiente menor, de acrilico,
observagdes.

vidro
durante as
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Figura 4 - Transferéncia do molusco de um recipiente para outro,
com auxilio de colher perfurada.

Figura 5 - Registro da temperatura do ar durante as observagles
cronobioldgicas através de um termbmetro de maximas e minimas (em
cima) e de um termbgrafo (embaixo). Em primeiro plano, o registro

da temperatura da agua.
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(marca Jules Richard) utilizado para o registro continuo da

temperatura do ar.

Ao término de cada observag8o, os recipientes eram
levados ao laboratéorio para execugdo de técnica de filtragem de
cercarias (PARAENSE & CORREA, 1989) adicionava-se a cada
recipiente 1 ml de ninhidrina (marca Merk - pro-analysi) e, apds a
homogeneizac&o, a mistura era despejada em uma placa de Petri
(diametro de 9 cm) forrada com papel de filtro tipo qualitativo
(marca Framex) previamente identificado quanto a data, horario = o
cddigo do molusco. As placas de Petri eram introduzidas em um
forno Pasteur mantido a 100® C, onde permaneciam por 30 minutos,
aproximadamente. Com este procedimento, as cercarias retidas no
paprel de filtro eram fixadas e coradas pelo calor. Apds a
secagem, os papéis de filtro eram estocados para posterior
quantificacgdo das cercArias com auxilio de microscoplo
estereoscodpico. A contagem exaustiva das cercarias retidas no
filtro era feita com auxilio de uma folha de acetato transparente
marcada com quadriculas de 0,8 x 0,8 cm sobrepostas ao filtro a

ser contado.

Tais observacdes eram complementadas por um
acompanhamento do nimero de cercarias emergentes, realizado até a
morte do ultimo molusco. O acompanhamento, feito uma ou duas
vezes por Ssemana, consistia na quantificagdoc das cercarias

emergentes a 1intervalos de 24 horas atraves do procedimento
descrito. Este procedimento permitiu a obtenc8c dos dados

relativos & sobrevida de cada molusco (CONCEICAO st al., 1986,
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4- Tratamento estatistico

4.1 Deteccdo dos ritmos de emergéncia de cercarias

A analise estatistica dos dados coletados a cada 3 horas
visou a detecg8o dos padrdes ritmicos na emergéncia de cercarias e

envolveu o seguinte procedimento:

(a) Emergénci e cari
Para comparar a emergéncia de cercarias entre as fases clara (de 6
as 18 h) e escura (de 18 as 6 h), foram calculadas as porcentagens
cercarias emerdentes em cada uma das fases, em relag8o ao total de

cercarias emergentes nos trés dias de teste.

(b) Cronogramas: Para a construgdo dos cronogramas

(HALBERG £t al.. 1977}, foram empregsadas, para cada molusco, a=s

porcentagens de cercarias emergentes em cada observag8o em relac8o
ao numero total de cercArias emergentes a cada 24 horas. As

médias e desvios-padr@o destas porcentagens foram dispostos ao

longo dos trés dias consecutivos de observacgéo. Estes graficos
possibilitaram a inspec8o +visual dos dados, ressaltando a
distribuigédo temporal da emergéncia ao longo dos dias,

independentemente da gquantidade de cercarias.

(c) Periodogramas: Para calcular o perliodo associado a
frequéncia que melhor explica as variagles dos dados, foi

aplicado o Periodograma (VAN CAUTER & HUYBERECTS, 1973).

(d) Séries temporais: Foram construldas sequéncias

cronoldbgicas de valores pareados (HALBERG et al., 1977), sendo um
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deles o tempo e o outro, o numero de cercarias emergentes em cada

observagdo nos trés dias consecutivos. Caso a distribuicg&éo dos
dados n&o Tfosse normal, os célculos seriam feitos com base em
transformacdes logaritmicas (log (x + 1))para cumprir os

requisitos do método de Cosinor (ver item (e)).

(e) Cosinor individual: As séries temporais referentes

ao numero de cercarias emergentes de cada molusco foram submetidas
a analise pelo meétodo de Cosinor (NELSON al., 1979
CORNELISSEN et al. 1980; MONK & FORT, 1983), fixando-se o ajuste

em 24 horas e o nivel de significéncia em &5%. Foram calculados os
antilog (x+1) para os valores do mesor Jja que estes foram

estimados a partir dos dados transformados ndo contendo qualgquer

significado bioldgico. As comparac¢des entre as acrofases foram
feitas atraves dos limites dos intervalos de confianca, sendo
consideradas estatisticamente distintas as acrofases cu jos
intervalos n#&o se superpunham (NELSON et al., 1979). Para o

conjunto de moluscos expostos a cada tipo de 1infeccgdo, foi
calculado o intervalo das acrofases, definido como o© 1intervalo
compreendido entre as acrofases inferiores e superiores nos dois
conjuntos de moluscos. Os valores do mesor e da amplitude, que
estdo associados & quantidade de cercarias emergentes, n&oc foram
comparados prelo método de Cosinor. Os dados quantitativos
referentes a emergéncia de cercarias nas infeccdes mono e
plurimiracidianas foram analisados através do parfimetro numero de
cercarias emergentes (ver 1tem 4.2). Com relagé@o aos dados deste
trabalho, o termo ritmo bioldgico foi empregado apenas gquando o

ritmo foi detectado pelo método de Cosinor. Para outras
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informagdes a respeito deste procedimento estatistico, ver ANEXO

1.

(f) Cosinor populacional: Este método foi empregado para

avaliar se os ritmos de 24 h detectados pelo Cosinor 1individual
apresentavam-se semelhantes no conjunto de moluscos expostos a
cada tipo de infecg@o (NELSON et al., 1979). Ele era aplicado nos
casos em que se detectava ritmo de 24 h em trés ou mais séries
temporais referentes a cada tipo de infeccgo. Para comparar os
parametros riltmicos das curvas estimadas pelo método de Cosinor
populacional, foi empredado o teste de Bingham (BINGHAM et al.,

1982). Outras informagdes estdo contidas no ANEZAO 1.

4.2 Analise dos dados parasitoldgicos

Os dados parasitoldgicos foram analisados com base nos
seguintes parametros: taxa de infecgdo, periodo pré-cercariano,
sobrevida dos moluscos e nimero de cercéarias emergentes por 24
horas. Eles foram comparados entre os grupos mono € pluri através

dos seguintes testes estatisticos:

(a) Taxa de infecc8o: Foram comparadas através da
prova qui-quadrado para duas amostras independentes (SIEGEL,

1981)

(b) Periodo ré—cercarian sobrevida os moluscos:

Foram comparados pelo prova U de Mann-Whitney (SIEGEL, 1981).

(c) Nugero de cercérias emerdentes por 24 horas: Os

-37-



dados referentes a cada molusco foram comparados pela prova de )

de Mann-Whitney (SIE

o)
=
([

18815.

4.3 Correlagtes com a Lemperatura

Foi utilizado o coeficiente de correlagdo por postos

de 3pearman (SIEGEL, 1981) para testar possiveis correlacgfes entre
3 numero de cercéarias emergentes z a temperatura do
ar Os dados relativos as fases clara ¢ escura rforam analisados
separadamentes. Para cada fase. fol caiculada a temperatura media
relativa a cada intervalio de observacgao, vaseando-se nos  dados
continuamente coletados pelc termbgrafo. O cidlculo da temperatura

media baseou-se nos dados redistrados de hora em hora em cada

intervalo. Por exemplo: o calculo da temperatura média relativa
ao intervalo entre 68:00 e 9:00h foil f=ito somando as temperaturas
registradas as 6:00, 7:00, 3:00 e 9:00 hs e rividindo a soma

obtida por quatro



CAFITULO III

RESULTADOS
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1- Ri emergenci carias

A Tabela 1 apresenta o histdrico do experimento. As
exposigcdes aos miraclidios e as observagdes cronobioldgicas foram
conduzidas em diferentes momentos, Jj& que n8o foi possivel
infectar simultaneamente todos os moluscos. A cada exposigdo aos
miraclidios seguiu-se uma etapa de observacdes cronobioldgicas, a
excegdo da terceira exposigéo. Esta compreendeu duas etapas (III
e IV), Ja que foram detectados mals quatro moluscos positivos apods
a realizag®o da Etapa III. Um total de 56 moluscos foli observado
cronobiologicamente. Os dados originails referentes ao niimero de
cercarias emergentes de cada molusco nos diferentes intervalos de
observacgdo s8o apresentados nas Tabelas 14, 15, 16 e 17 (ANEXO
11).

1.1 Emergéncia de cercéarias nas fases clara e escura

A Tabela 2 mostra os dados relativos a emergéncia de
cercarias nas fases clara e escura nas diferentes etapas das
observagdes cronobioldgicas. Em todas as etapas, a proporg8o de
cercarias emerdentes na fase clara foi acentuadamente maior que
na escura em ambos 0OS grupos. As porcentagens de cercéarias
emergentes na fase clara varliaram pouco entre as etapas tanto no
grupo mono (90,1 a 97,4%) quanto no grupo pluri (91,0 a 97,1%).
As comparacdes entre os grupos mono € pluri gquanto ao ndmero de

cercarias emergentes ser@o efetuadas no item 2.1 deste capitulo.

A Tabela 3 mostra o nimero de moluscos associados a

emergéncia de cercarias na Tfase escura. Dentre os moluscos
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Tatela - Hietdrico do experimento.
glabrata foram expostos a mracidios de

{Etapasi, o nimero  ge goluscos

cronobiologicamente es cada etapa.

330
5 BaNsoni ,
zzpostos  aos

apresentadas

£iPOSTOS

EXPOSICRO MONO PLURI
ABOSTO &9 17 54
HAREO 90 504 185
FEVEREIRO 71 a9 0

INFECTADO3
MONO  PLURI

37

O
—

0 48

as datas es que ©os exeaplares de K.
a5 datas das observagBes cronobioldgicas
miracidios, infectasos e testados
TESTADO3
ETAPAS
HES/AND NONO  PLURI
NOVEMERO 89 4 3
{ETAPA T
MARID % i
(ETAPA iD9
MARCO-ABRIL 91 Z 23
\ETAPA TI1)
MAIO 91 Z Z

{ETAPA 1V}

Tabeia 2 - Nimero total de cercdrias de 3.
infecgbes mono e plurimiracidianas
apresentadas entre parénteses.

{pluri) de B,
c dados referem-se ac conjunto de &oluscos testados cronobiologicamente

~

2anconi

esergentes nas
glabrata.

fases
As porcentagens

tlara e escura es
correspondentes cdo

nas quatro etapas de coleta de dados. N= nimero de moluscos testados cronobiologicazente em cada etapa.

INFECGAD HONO

INFECGAO PLURE

ETAPAS N FASE CLARA  FASE ESCURA  TOTAL FASE CLARA  FASE ESCURA  TOTAL
i 6.520 24b 6,766 S 2.138 b4 2,202

{96,4) {3,6) {100) {97,1) (2,9) {100}
il i 11,482 315 11.997 7 5.739 550 7.289
{97,4) (2,6) {100} {92,5) (7,51 {100)
i1 z 928 38 56 I3 16,393 812 17.005
(96,11 (3,9) {100) (96,4} {3,6) {100)

v 2 2,056 226 2.282 2 3.248 323 3.571
(90,1) 9,91 {100) (91,0) (9,0) (100}

TOTAL 19 21, 186 825 22,010 37 28.518 1,549 30,067
(96,3) {3,7) {100) {94,8) {5,2) {100)
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fabeia 3 - Numero oe exempiares de 3. giabrata ascociados & auséncia ou presenga  oe
cercérias de 5. mansoni emergentes nra fase escura ee infecgBes mono e plurimiracidianas
ipluri), {0s numeros de moiuscos associados & presenga de cercirias sSio apresentados  em
tiasses percentuais de emergencia na fase escura.

SEM EMERGENCIA COM EMERGENCIA NA FASE ESCURA
b TOTAL
ETAPAS  INFECCAD  FASE ESCURA 0,4-10,0%  10,4-20,0%  Z0,1-30,00 ¥ 30,1

HONOD y 3 0 0 §
PLURI 3 { 9 3
I HOND ¢ 10 ¢ i
/1 G Z ¢ 7

il HoKO 0 2 0 i G
PLURI 0 19 J 73
v HOND 0 0 0 z
PLURT 9 i | ¢ Z
TOTAL ~ MONO 0 16 17
PLURT { g 4 3 37
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estudados, 19 (100%) moluscos pertencentes ao grupo mono e 36 dos
37 (97,3%) pertencentes ao grupo pluri, apresentaram cercarias
emergentes nesta fase. Do total, 44 (78,6%) apresentaram entre
0,1 a 10% de cercérias emergentes na fase escura, 5 (9,6%)
apresentaram entre 10,1 a 20,0% e 4 (7,7%) entre 20,1 a 30,0%.

Dois moluscos (3,6%) apresentaram mais de 30% das cercarias nesta

fase.
1.2 Cronogramas
As Figuras 6, 7, 8 © 9 mostram o0s cronogramas
relativos as porcentagens de cercarias emergentes em cada
observacao, em relagdao ao numero total de cercarias emergentes a
cada 24 horas. A 1nspecdo visual dos cronogramas revelou gque

houve picos recorrentes na fase clara nos doils tipos de infeccgao.
Estes picos repetiram-se nos trés dilas, ainda q@ue nem sempre  no
mesmo 1ntervalo de observagéa. A emergencia de cercarias nos

diferentes horarios foli semelhante entre os dois tipos de infeccéao
f

nas Etapas I, II e III. Somente para a curva de 1infeccgao
rlurimiracidiana na Etapra IV (Figura 4B), nac foram observados
ricos bem definidos na fase clara. Notou-se ainda em todos o=
cronogramas desvios-padrac superiores a 10%, © gue refletiu a

variabilidade na porcentagem de cercirias emerdentes em cadée

observacéo.

Us resultados apresentados nos itens 1.3, i.4, 1.5 e
1.6 a seguir referem-se a analise especifica para deteccdo de

ritmos.
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1.3 Periodogramas

As Tabelas 4, 5, 6 e 7 apresentam os resultados das
analises feitas pelo Periodograma bem como os do Cosinor
individual. S&8o fornecidos os perliodos associados as frequéncias

que melhor explicam as variagdes dos dados relativos a emergéncia

das cercarias

Na Etapa I (Tabela 4), todos os moluscos infectados
com um miracidio apresentaram 24 horas como o perlodo gque melhor
explica a variac8o dos dados. Dentre as infeccdes pluri, apenas
em wum caso o periodo foi diferente de 24 horas (36 horas). Na
Etapa II (Tabela 5), todos os moluscos com infecgdes mono
apresentaram periodos de 24 horas. Nas infecgdes pluri, apenas em
um caso o perilodo foi diferente de 24 horas (7,2 horas). Todos os
moluscos testados na Etapa III apresentaram 24 horas como melhor
periodo (Tabela 6). Os moluscos testados na Etapa IV (Tabela
7) também apresentaram 24 horas como melhor periodo, a excecdo de
um deles cujos dados n8o permitiram a detecgc8o do melhor periodo

por este método.

Os dados relativos ao Cosinor individual serdo

analisados no item 1.5.

1.4 Séries temporais

As Figuras 10, 11, 12 e 13 apresentam as séries
temporais referentes ao numero de cercarias emerdentes de cada

molusco nas quatro etapas. A inspec8o visual das curvas revelou
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Tabela 4 - Resultados do Periodograma e do Cosinor individual nas séries temporais do nimero de cercarias
de 3. mansoni emergentes de cada exemplar de B, gqlabrata., Dados relativos & Etapa I. S%o
apresentados o periodo e os pardsetros mesor, amplitude e acrofase {com seuc respectivos intervalos de
confianga de 73%). p{A=0)= probabilidade associada & n¥o-ocorréncia de riteo de 74 horas.

COSINOR INDIVIDUAL

LUDIE0 ACROFASE (h:min)
INFECCAL DO PERIODOBRAMA
HOLUSCO  {periodo ea pihA=0) HESOR AMFLITUDE  ESTIMATIVA  INTERVALOS DE CONFIANGA
horas) {ng cercarias) {log}
HORG 18 {, G0 19,50 1,23 14:07 13:04-15:04
3 24 0,000 3,89 0,60 15143 14:23-17:03
Z Z4 0, 000 12,30 0,79 1477 13:33-15: 10
5 24 0,000 8,:3 1,09 13135 12:28-14:44
PLURT g 24 0,003 2,09 0,53 14115 12:22-16:08
28 4,000 7.9é §,84 1450 13:25-16: 14
g 24 {1, 000 8,17 i 10 14375 13:24-15:728
ik 4,067 1,91 3,48 {535 13:31-17:44
& 35 0,050 t,4§ 0,18 15:74 17:34-18:15
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Tabela & - Resultados do FPeriodograsa e do Cosinor individual nas séries temporais do nimero de cercdrias
de 5. manson: emergentes de cada exemplar de B. glabrata, Dados relativos & Etapa il. Sio
apresentados o periodo e os parasetros mesor, amplitude e arrofase {com seus respectivos intervalos de
confianga de 954). pi{A=0)= probabilidade associada & ni3o-ocorréncia de ritamc de Z4 horas.

COSINGR INDIVIDUAL

CoDis0 ACROFASE (h:min)
INFECGRG DO FERIODOGRAMA
NOLUSCG  (periodo es piR=0j MESCH AMPLITUDE  ESTIMATIVAR  INTERVALOS DE CONFIAKCA

noras) {no cercarias) iiog)
HONG 14 4 {1,000 4,90 0,92 14143 13
18 4 0, 000 3,37 0,98 15149 13
i i 0,012 {.87 0,38 §Z
24 ., 000 RSN 1,04 14133 £3
24 0,011 3,72 ¢35 T i3
24 (R 5,07 LY 15 1g 14:08-15:%
38 4 0., 006 3,01 HR 13:33-14:
43 24 0,00z 4,57 0,08 13:17-16:52
7 ia 0, 00% I, (1,65 1Z:15-16136
4 {0,001 3,17 {,84 14177 12:43-16:407
7 4 2,000 6,7 ¢, 84 LIV 12:53-15:58
PLufs 4 0,011 7478 0,73 IR 13:38-15:404
3 Y 0,207
4 0,006 .17 0,93 131 10-18104
i i G (00 R 1,05 13124-10313
4 i, 00 3,5 {,87 13:47-18532
4 {0,000 4,57 1,07 §3:33-15:35¢8
94 i .4 14:35-18: 22
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Tabela 6 - Resultados do Feriodograma e do Cosinor individual nas séries temporais do ndmero de cercarias
de §. mansoni emergentes de cada exeaplar de B. glabrata, Dados relativos & Etapa III. Sio
apresentadoc o perfodo e os paraeetros sesor, aeplitude e acroface {coe seus respectivos intervalos de
confianga de 95%). p{A=0)= probabilidade associada & n¥o-ocorréncia de riteo de Z4 horas.

COSINGR INDIVIDUAL

{opiso ACROFASE thimin)
INFECCAG DO PERIODOGRAMA
HOLUSCO {periodo es p{hA=0 MESOH AMPLITUDE  ESTINATIVA  INTERVALOS DE CONFIANCA

horac! {no cercarias) ilog)

HONG 5 ] 0,000 3,67 0,97 15:54 14:47-17101
47 24 0,007 2,75 0,51 17:07 15:01-19:12
PLUR: iZ 24 0,000 5,28 1,15 14:57 13:55-15:38
13 005 4,68 1,03 15: 18 t4:15-1a1 15
i4 24 0, 000 5,02 1,17 15:51 15:00-16: 42
is 24 % 000 5,50 1,1 15:31 14:30-16:32
ia 24 0,000 308 0,78 16105 15307-17:04
17 24 3,01 13 15:0z2 13:59-18:03
2 24 {, 000 5,67 0,77 17:08 13:34-18:41
23 24 0,000 5,78 114 15:905 13:47-16:22
24 24 0,000 5,50 1,15 i5:18 14:18-18:17
24 0,000 4,79 1,02 14:51 13:52-15:49
3 24 0,408 1,78 §,43 15: 1% $arti-17:28

3 24 0,080
i 24 i, 600 4,27 1,08 15:24 t4: 138
aa 24 0,009 2,65 0,65 14:37-17:40
24 0,004 2,51 .77 15145 14:07-17222
Rz} 24 0,00¢ 3,de 0,87 1:30-170 48
49 24 1,88 15130 §3150-17117
4l 24 URUEY 0.3% 15:27 14:01-16:53
45 it .5 T 14:48 13:12-18:23
24 0,000 2,40 0,63 15354 14:24-17:7%
ié 0,001 I 0,51 14:42 12:56-16:25
B i 0,001 2,38 0,80 15 29 t3:5i-17:08
5% 24 1, 000 4,47 1,08 I H U 14:53-17:14
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Tabeia 7 - Resultados do Fericdograma e do Cosinor individual nas séries teaporais do nimerc de cercdrias
de S. mansoni emerqentes de cada exeaplar de B, glabrata, Dados relativos a Etapa IV, REl]
apresentadocs © perfodc e os parametros mesor, amplitude e acrofase {com seus respectives intervalos de

by

confianca de 93%). p{A=0)= probabilidade associada a n¥o-ocorréncia de riteo de 24 horas.

COSINOR INZIVIDUAL

cdp16o ACROFASE {h:min)
INFECCRE D FEH {UDOGRANE
¥OLUSCO {periodo es p{A=0) NESTR AMPLITUDE  ESTIMATIVA  INTERVALOS DE CONFIANGH
horas! {no cercarias} {log)
KokD 3d 4,774
&4 4 9,000 17,38 6,92 15143 141 24-17108
FLbiRI B 4 0,004 Voo v §3:53-17:72%
64 G044
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picos recorrentes na fase clara nos dois tipos de infeccéo. Estes
plcos repetiram—-se a cada dia e nem sempre ocorreram ho mesmo
intervalo. Apesar da variabilidade no formato das curvas,
geralmente houve um pico na fase clara tanto para as infeccgdes

mono quanto para as pluri.

1.5 Cosinor individual

As Tabelas 4, 5, 8 e Y apresentam os resultados das
anadlises feitas pelo Cosinor individual. Ma Etapa I (Tabela 4j,
foram detectados ritmos em todos 0s cAasos. Os valores do mwmesor

variaram de 3,89 a 19,50 nas infec¢des mono e de 1,48 a 7,94 nas
infecgdes pluri. A amplitude variou de 0,60 a 1,23 (mono) e 0,18
a 1,10 (pluri). As estimativas das acrofases estiveram
compreendidas entre 13:36 e 15:43 h (mono) e entre 14:25 a 15:24
h (pluri). As comparacgdes feltas pela superposicdao dos limites
dos intervalos de confianca nao revelaram diferencas

significativas entre os moluscos quanto as acrofases.

Dos 18 moluscos testados na Etapa II (Tabela 5), em 17
foram detectados ritmos na emergéncia de cercarias. Os valores do
mesor variaram de 1,82 a 6,17 (mono) e de 2,19 a 7,76 (pluri). A

amplitude variou de 0,38 a 1,10 nas infecc¢des mono e de 0,40 a

1,07 nas infecg¢des pluri. As estimativas das acrofases estiveram
entre 14:25 e 16:16 h (mono) e 14:40 e 16:29 (pluri). N&go houve
diferencas significativas entre as acrofases referentes aos

diferentes moluscos.

Dos 24 moluscos testados na Etapa III (Tabela 8), em
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apenas um nd8o foi detectado ritmo de emergéncia de cercarias. Os
valores do mesor variaram de 2,75 a 3,89 nas infecgdes mono e de
1,78 a 6,76 nas infecgdes pluri. A amplitude variou de 0,51 a
0,97 (mono) e de 0,43 a 1,17 (pluri). As acrofases estiveram
compreendidas entre 15:54 e 17:07 h (mono) e 14:42 e 17:08 h
(pluri), n8o diferindo significativamente entre os moluscos de

cada um dos grupos.

Na Etapa IV (Tabela 7), apenas um molusco em cada tipo
de infecgéo apresentou ritmo, n&Eo havendo diferencas

significativas quanto as acrofases.

Para o conjunto de moluscos analisados, foram
detectados ritmos de emerdeéncia, com acrofases variando entre

13:36 e 17:07 h para a infeccdoc mono e entre 14:15 e 17:08 h para

a infeccdo pluri. Os intervalos entre as acrofases foram de 211 e
173 minutos nas infeccoes mono e plurimiracidianas,
respectivamente. As acrofases dos ritmos de emergéncia nao foram

eestatisticamente diferentes entre os moluscos.

1.6 Cosinor populacional

A Tabela 8 mostra os resultados do Cosinor
populacional. Na Etapa I, foi detectado ritmo de emergéncia
apenas em relacdo a infecc&8o mono. Na Etapa II, houve ritmo na
emergéncia em ambos os tipos de infeccgéo. Na Etapa III, o método
s® pode ser aplicado nos dados referentes a 1infeccdo pluri e

revelou a ocorréncia de ritmo. Na Etapa 1V, o método néo foi

aplicado pois os dados referiam-se a apenas uma série temporal
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Tabela 8 - Fesuitados do Cesimor popuiaciorai para detecgds de ritsos de
24 horac nas séries  tesporals 40 fuserc  de cercarias de 5. mansoni
emergentes de infeccbes zono e pluriairacidianas (pluri) de B. ciabrata.
(s dados referea-se a0 conjunto de  &ciuscos cod8  @als  de  trés
exeppiares. H= nimero de moiuctocs anaiisades; Fzat= razdo Fy  p= probabiiidade

ascociada & ocorréncia de ritzo de 24 horas.

INFECCAG  MONOD IHFECLRD PLURE
ETAPAS Fzat p ACROFASE Fat p ACROFASE
{h @ minl ih : mini
4 58,57 v 0,035 14115 S 0,05
il il a7, ié 0,05 14:58 5 210, GC 0,05 i5:i8
fil Z 73,03 0,05 $3:30
v
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para cada tipo de infeccgéo.

O teste de Bingham foi aplicado apenas nos dados da
Etapa 1II, J& aque nesta etapa o método de Cosinor populacional
havia indicado ritmo de 24 h com relag@o a ambas as infecgdes. Os
pardmetros calculados (T= - 0,06; F= 0,7) n8o revelaram diferencas

significativas entre as infecg¢gdes mono e pluri.

O Quadro 2 apresenta uma sintese dos resultados

cronobioldgicos.
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Quadro 2 - Sumario dos resultados cronobiolédgicos.

PARAMETROS

% DE CERCARIAS
NAS FASES CLARA
E ESCURA

CRONOGRAMA

PERIODOGRAMA

SERIE TEMPORAL

COSINOR INDIVIDUAL

COSINOR POPULACIONAL

PRINCIPAIS RESULTADOS

96,3% (mono) e 94,8% (pluri) do to-
tal de cercdrias emergiu na fase cla-
ra; 100,0% (mono) e 97,3% (pluri)
dos moluscos apresentou cercarias
emergentes na fase escura.

Nas infecgcdes mono e plurimiracidia-
nas houve uma recorréncia de picos
diurnos nos trés dias de observa-
cles e, apesar das diferentes quan-
tidades de cercarias emergentes, o
padrdo temporal permaneceu o mesmo.

Nas infec¢des mornno € plurimiracidia-—
nas, 24 horas foi o melhor periodo
para 95 % dos moluscos testados.

Nas infecg¢gdes mono e plurimiracidia-
nas, geralmente houve uma recorréncia
de picos diurnos nos trés dias de
experimento.

Nas infecgdes mono e plurimiracidia-
nas, foram detectados ritmos de 24
horas para as cercarias emergentes
para 93 % dos moluscos testados. As
acrofases foram semelhantese variaram
de 13:36-17:07 h nas infecgdes
mono e de 14:15-17:08 h nas infeccdes
plurimiracidianas.

Em geral, houve grande homogeneidade
entre os parémetros ritmicos
referentes a emergéncia nos dois
tipos de 1infeccdo. O teste de
Bingham, aplicado nos dados da Etapa
II, né&o revelou diferencas nos
ritmos de emergé&ncia entre as infec
¢coes mono e plurimiracidianas.
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2- Resultados adicionais

2.1 Dados parasitolégicoes

Taxa de infeccéo

A Tabela 9 mostra que, para o conjunto de exposicglSes

realizadas, a taxa de 1infecgdo no ¢grupo pluri (19,1%) foi
significativamente maior que a do grupo mono (9,5%) (X* = 19,109;
p < 0,001). Cabe notar a reducg8o das taxas obtidas nas 1+ e 2

exposigdes em ambos os tipos de infecgédo.

Periodo pre-cercariano

A Tabela 10 mostra que n&o foi detectada diferencga
significativa no periodo pre-cercariano entre os’ grupos mono €
pluri (U = 2209,4; ©p » 0,05). A mediana foi de 28 dias para o

conjunto de moluscos de ambos os grupos.

Sobrevida

A Tabela 11 mostra que a sobrevida correpondente ao
conjunto de moluscos n&o foi significativamente diferente entre os
grupos mono e pluri (U = 1181; p > 0,05), com mediana de 55 dias

para o grupo mono € 52 dias para o grupo pluri.

mergentes

A Tabela 12 mostra que nao houve diferenca
significativa entre os dois tipos de infecc8o quanto ao numeroc de
cercarias emergentes a cada 24 horas. Com relacéo ao conJjunto

de moluscos, os valores das medianas foram de 379,7 cercarias e
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Tabeia 9 - Taras de infecclo de exempiares de B, clabrata por 3. mansom  estimadas  para  os
infeccles zono e plurigiracidianas es cada expoeigdo. W= numerc de moluscGs  expostos 12z gyi-
quadra@0: = probadiiidade associada ao valor estimago do gu:-guaorado,
INFECGAD MONG INFECDAD PLUAL
EXPGZICA0 EYPOSTO5S INFECTADDS TRXA DE tiPO5T05 INFECTADOS TRYS DE
INFECEHD IHFECCRE o
{1

AGE5T0 89 {17 it,8 ] K 38,9 9,5760 ¥ 9,03
HRRGD 99 aud 0 3,3 $65 14 3.5 1,003 ¢
e ing 41 iy 08 23,00 AN 40,0

TOTAL RV 107 7.5 319 gt 28,330« 0,001
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jageia {0 - Feriodos pre-zercariancs fem dizs) estimados  para s
infeccbes mono e piurimiraciolanas fe . glabrata por 5. pansoni. N
rbmerc de moluscos infectagcs: Hed= mediana; Hin e fan= valores ainimo e
pax1e0 registrados em cada etapa; U= valor estimadc peia prova de #Hann-
#hitnev; p= probabilidade associada ac vaior estimado de U. s dados
rejativos ao periodc gpré-cercariano rnic foram coletados em agosto de
1789,

P
THFECCAD

SPO3IEA0
PARAMETROS HONO ELURI
AGOSTO 37
BARED %0 g §7
is
ii a7
FEVEREIRO 9! A 20 ig
MED 75,0
MiN i 2z
MAX 70 &7
TOTAL 4 57 B
HED 23,0 28,0
MIN 78 22
NaX 70 57
ANALISE ESTATISTICA y 2209.4
? H3
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cercir:as  oe S. @anconl ectimadac para as infecglies monc e
plerizmracidianas de 8, glabrata, N= nisero de soluscos :nfectados;
“ed= zediana; Min e fax= valorec miniso e mdximo registracos ed cada
etapa; U= vaior ectimado pela prova e Manm-Wnitnevy p= grobabilidade
acsociada ao valor ectisade de U. Oc dades relatives & cobrevidas n2o
toras coletados ez agosto de 1939,

Tabeia (i - Sobrevigas fem diasi z partir da prigeira eaergéncia de

INFECCATD
SAFOSICAD .
PARAMETROS KGNG FLURI
AGRCD 50 i3 i
73
FEVEREIRG 91 H i
XED 54,1 54,5
HiN 3 75
HAX 133 150
TOTAL i i% 53
RED 35,0
¥iN 23 3
5y 135 156
ANALISE ESTATISTICA §o11at
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ageia {I - wimero de cercar:ias ge 3. §ansonl emergentes por &OIusce a
cada 24 noras nas giterentes etapas em infecgles mono e
piurimiracidianas de &, gladrata. N= nomero ce  soluscos
infectados; #Hed= mediana, Min e MNax= valores winmimo e mdximc
reqistracos ex cala etapai U= vaior estimaco peia prova de Mann-
ahitney; p= provapilicade associada ac vaior estimeoo de U.

INFECQAC
ETAPAS PARAMETROS MONG FLURT
R q

HED §48,2 7,0
HiN 3143 43,0
HAX 12977 33,3

il K i1 7
HED 377 380,90
Hik 26,7 233
#Ax 593.7 502,10

11 it K 3
HED (61,0 248,3
HIN 32,0 30,0
Mk 740,0 573,3

iy A E k
MED 380.4 595,
AIN 55,0 56,0
HAY 705,7 {134,3

TOTAL 4 {7 37
HED 79,7 25,9
HIN 4,7 23,3
HAX 1297,7 1134,3

ANALISE ESTATISTICA g 258
p NS



de 258 cercarias para os grupos mono € pluri, respectivamente.

Detecgdso de esporocistos e cercarias

A procura de esporocistos e cercArias apds A

sicAao  revelou gue, doz 132 moluscos dissecados, apenas  um

U]
fa]
e}
0
w
(]

exemplar apresentou cercarias em seu interior.

Na Tabela 13 observa-se correlacdes positivas entre

em ambos 0s grupos € no grupo mohno, respectivamente. NdZo foram
detectadas correlagdes significativas guando a analise foi
realizada para o conjunto das etapas. Os dados referentes As

temperaturas ambilentals medias registradas em cada intervalo de

vacdo sdo apresentados na Tabela 18 do ANEXO IT.

0
o
4]
®
"

0 Quadro 3 apresenta uma sintese dos resultados

ntre ndmero de cercarias

0
(e}
Ps
Lp]
D
’—A
[\
Q)
(X
D
[}
)

parasitoldgicos bem como das

emergentes por molusco e a temperatura do ar.
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Quadro 3 - Sumario dos

PARAMETROS

TAXA DE INFECCAO

PERIODO PRE-CERCARIANO

SOBREVIDA

NUMERO DE CERCARIAS
EMERGENTES

CORRELACCES COM A
TEMPERATURA DO AR

malor na

pre-cercariano nao foi
ivamente diferente entre
mono e plurimiracidia-

foi
entre as

ono =] rlurimiracidianas.

ntimerc  Jde
a 2 horas nao
re as infecgoes
ir

Q
p

Q@ (
™
[o TS BNG

Foram cobservadas
vags entre a te
cercarias
horas na
para o grupo pluri, na f
da Etapa IIIb em ambos o

Etapa IV para o)
N&o foram detectadas correlacdes
significativas quando a analise foi
realizada para o conjunto das etapas.

e numero de

grupo mono .
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- C 4 on hioldgi

1.1 Ritmos de emergéncia de cercéarias

Uma proporcéo acentuadamente maior de cercérias de 3.
mansoni emergiu na fase clara tanto nas infecgdes mono como nas
plurimiracidianas. Estes resultados confirmam os dados obtidos
por GIAVANNOLA (1936) e WILLIAMS & GILBERTSON (1982), que
observaram, respectivamente, 80 e 95% das cercarias emergindo

naquela fase.

Os picos recorrentes na fase clara observados nos
cronogramas relativos as infecgdes mono e plurimiracidianas das
Etapas I, II e III confirmam o padrdo diario na emergéncia de
cercarias de S. mansoni (BARBOSA & COELHO, 1954; LUTTERMOSER,
1955; GLAUDEL & ETGES, 1973; PITCHFORD & VISSER, 1966). A grande
variabilidade entre os moluscos na porcentagem de cercéarias
emergentes em cada observac8o havia sido registrada por THERON
(1982b) em relacdo a S. mansoni de Guadeloupe. A auséncia de
P1CcOS nas infecg®Ges plurimiracidianas da Etapa IV pode ser
explicada pelo fato de que apenas dois moluscos foram testados,
sendo que em um deles ndo foi observado ritmo na emerdéncia das

cercarias.

Para 95% dos moluscos analisados, os periodogramas
indicaram 24 horas como o perlodo que melhor explica a variacédo
dos dados em ambos os tipos de infecg¢do. A wutilizag#o do
Periodograma para a analise deste parfmetro era 1inédita até o

momento.
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As series temporals tambeém mostraram a existencia de

e «clara para o numero de cercarias

(h)

a

[}

picos recorrentes na
emergentes tanto nas infecgdes mono como nhas plurimiracidianas. A

inspecdo visual das séries temporails, conJjugada A analise feita

pelo Periodograma, confirma a ocorréncila de um s pico na fase

=lara, ou seja, de um pico a cada 24 horas, aproximadamente.

Foram detectados ritmos de Z4 horas pelo Cosinor
individual nas cercarias smergentes de 93% dos moluscos testados.
As acrofases, <eralmente compreendidas entre 14:00 e 17:00 ki, ndo
diferiram entre o doils tipos de infecgdo. Assim, a dose
miracidiana, gque afeta a produgéo e a emergéncia de cercéarias
( THERON, 1981a, by, nac influenciou o momento cde emergéncia nem
0s 1ntervalos das acrofases. A menor variabilidade esperada
quanto as intecgdes monomiracidianas {(em que asg cercarias
originam-se de um Unico esporocisto por poliembrionia, sendo
geneticamente idénticas; nao Se expressou  sobre o pico de
emergéncla, embora este pardmetro seja determinado geneticamente
(THERON & COMBES, 1983). Fica claro que, independentemente da dose
miracidiana, existe uma sincronia entre os diferentes moluscos
quanto ao horario de maior emergéncia de cercarias que

possivelmente reflete a 1i1mportancia do aspecto temporal na

transmissao molusco-vertebrado. Duas hipoteses alternativas podem
ser consideradas: (a) a despeito do momento em que a cercéria
completa o seu desenvolvimento, a emergéncia ocorre
preferencialmente entre 14:00 e 17:00 h ou (b) as cercarias

completam seu desenvolvimento préximo a este intervalo, emergindo
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em seguida. Ambas as hipoteses serdo discutidas mals

detalhadamente no item 1.2.

Ha unanimidade na literatura quanto a ritmicidade diaria
na emergéncia de cercarias de S. mansoni por B. glabrata, com
predominéncia no periodo diurno ou na fase clara do ciclo de 1luz.
No entanto, os intervalos de maior emergéncia nem sempre colncidem
entre os diferentes trabalhos. Estudos realizados ao ar livre
revelaram 1intervalos correspondentes a maior emergéncia entre
10:00 e 15:00 h (ROWAN, 1958), 11:00 e 14:00 h (PITCHFORD &

VISSER, 1966; PITCHFORD et al., 1969), 11:00 e 17:00 h (BARBOSA &

COELHO, 1954). Os intervalos também variaram entre os estudos de
laboratdéorio, com valores compreendidos entre 9:00 e 15:00 h
(LUTTERMOSER, 1955), 10:00 e 15:00 h (ASCH, 1972), 11:00 e 13:00 h
(NOJIMA & SATO, 1978) e 13:30 e 14:30 h (NOJIMA & SATO, 1982). Em
estudos de laboratdrio que se referem a estimativas mails precisas,
foram detectados picos de emergéncia as 7:00 (THERON & COMBES,
1983), 11:00 h (THERON, 1980), 12:00 (GLAUDEL & ETGES, 1873) e

15:30 h (THERON, 1980).

No que se refere a linhagem de BH, utilizada no presente

trabalho, VALLE et al. (1971) observaram maior emergéncila entre

10:00 e 18:00 h em moluscos mantidos sob ciclos artificiais de
luz. MACHADO E SILVA (1981) detectou um pico de emergéncia as
15:00 sob ciclo natural de luz, com temperatura oscilando entre
25 e §O°C. Picos de emergéncia na fase clara, também observados
no presente trabalho, podem favorecer o encontro do parasita com

hospedeiros definitivos com atividade essencialmente diurna. A
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procedéncia da amostra testada parece corroborar esta hipodtese:
trata-se de parasitas 1solados a partir de um foco de

esquistossomose humana.

As chances de infecg8@o do hospedeiro humano s&o maiores
nos horarios correspondentes a2 maior densidade de cercarias no
mei1o aquatico (REY, 1992). Assim, o0s picos de emergdéncia em
diferentes especies de 3Schistosoma geralmente coincidem com a
atividade do hospedeiro definitivo, seja ela diurna, como no homem
que se infecta com 5. mansoni (COMBES et al., 1975; NASSI et al.,
1975; COMBES & THERON, 1977; THERON et al., 1978, 19386; THERON,
1984, 1985a; POINTIER et _al., 1988), crepuscular, no caso dos
antilopes que se infectam com 5. margrebowiei (PITCHFORD & DUTOIT,
1976) ou noturna, como nos roedores que se infectam com

rodhaini (PITCHFORD & VISSER, 1966).

Para 79% dos moluscos testados no presente trabalho,

fol observado que até 10, 0% das cercarias emergiu na fase escura.

Em doils moluscos, a emergéncia nesta fase superou 30% do total de
cercarias. Fora da faixa compreendida entre 14:00 e 17:00 h, a
emergéncia de cercarias diminuiu drasticamente, mas ndo foi

totalmente suprimida, o que confirma a literatura (GIAVANNOLA,
1936; ROWAN, 1958; MALDONADO, 1959; VALLE et al., 1971, 1973;
MACHADO E SILVA, 1981; WILLIAMS & GILBERTSON, 1982).

Os ritmos de emergéncia de cercarias de 3. 1 S0 em
linhagens de BH tém sido estudados exclusivamente em amostras

mantidas ha varios anos no laboratdério. Estudos cronobioldgicos
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com parasitas recém-isolados devem ser encorajados no sentido de
confirmar a ocorréncia de acrofases entre 14:00 e 17:00 h e a
emergéncia de algumas cercarias & noite. Em caso positivo, deve-
se considerar que a transmissdo para o hospedeiro vertebrado
também possa ocorrer no crepusculo vespertino ou mesmo & noite, Jja
que algumas cercarias permanecem infectantes na agua por até 8
horas (REY, 1992). Embora a transmissdao ocorra predomlnantemente
de dia, deve-se 1investigar habitos humanos crepusculares ou
noturnos no local. Com relacdo a este aspecto, cabe mencionar os
dados de PELLEGRINO & DE MARIA (1966) quanto a infecgdes
experimentais de camundongos realizadas em diferentes momentos do
dia em um lago em Sabara, MG. Esses autores observaram taxas de
26,4, 88,9 e 65,5% relativas a infecgtes efetuadas de manhada, 3
tarde e & noite, respectivamente, o que mostra que a possibilidade

de infecgdo & noite n8o deve ser desprezada.

A participacdo de roedores na transmissfo do 3. mansoni
j& fol registrada em regides do Brasil (MACHADO & SILVA, 1981;
FAERSTEIN, 1984) e na 1ilha de Guadeloupe (NASSI et al., 1975;
COMBES & THERON, 1977; THERON et al., 1978, 1986; THERON, 1980,
1982a,b, 1984, 1985a, 1986a,b; POINTIER et al., 1988; THERON &

COMBES, 1988). Nesta regidio, a infeccdo dos roedores €& explicada
pelo papel facilitador dos meios aquaticos com fraca correnteza,
que provocam o acumulo de cercarias na &4gua por muitas horas e
possibilitam a infeccdo de roedores com atividade crepuscular ou
noturna (COMBES & THERON, 1977; THERON, et al., 1977). Neste
sentido, a eventual detecg8o de roedores silvestres infectados no

foco de esquistossomose em Belo Horizonte poderia sugerir que,
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além do hospedeiro humano, aqueles vertebrados também participem

Q

da transmiss@o do S. mansonl.

Nao se deve descartar a hipotese de que o p
temporal observado tenha sido artificialmente selecionado através
de determinadas praticas de laboratédrio. E possivel que a
infeccgéo experimental dos camundongos tenha ocorrido
predominantemente a tarde, selecionando, ao longo de cinco anos de
manutengédo desta linhagem em laboratdrio, as cercarias com
emergéncia neste periodo. Alteracgdes relativamente rapidas também
foram descritas em caracteristicas morfolédgicas (COLES, 1971y e
enzimaticas (LOVERDE et zl., 1985) em adultos de mansoni,
estando possivelmente assocliadas ao mecanismo de deriva genética,

a ser abordado no item 2.

A agdo da selecdo artificial sobre os ritmos bioldgicos ja
foi descrita em D. melanogaster (CLAYTON & PAIETTA, 1972) e em 3.
mansoni (REY, 1992). Esse autor, reanalisando os resultados de

MACHADO E SILVA (1981), descreveu o fendmeno na emergéncia de

cercarias em linhagens brasileiras (Sumidouro, RJ). Em amostras
de 3. mansoni 1isoladas a partir de fezes humanas e mantidas em
roedores no laboratdrio por mails de 10 anos, o padrao temporal

assemelhou-se ao observado em amostras 1isoladas de roedores
silvestres. Este padr&o caracterizou-se Jjustamente por picos no
final da tarde e pela presenca de cercéarias na fase escura, o que

colncide com a atividade crepuscular ou noturna dos roedores.
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Os padr8@es cronobioldgicos na emergéncia de cercarias
relacionados a2 atividade dos hospedeiros vertebrados pode

contribuir para o processo de especiagfo no ¢género Schistosoma

({ THERON, 1989). A longo prazo, a colonizag#do de diferentes nichos
temporails pode resultar em mudancgas micro-evolutivas em populacdes
separadas temporalmente (alocronia), colaborando para processo de

especiacéo simpAtrica (BECK, 1930).
1.2 Aspectos populacionais

A anéalise feita pelo Cosinor populacional revelou ritmos
de 24 horas em quatro dos cinco casos nos quais o método era
aplicavel. Isto mostra wuma grande homogeneidade entre 0s
parémetros ritmicos estimados para as populagdes de cercarias
emergentes de cada molusco em cada tipo de 1infecggo. A néo
deteccao de ritmo nas infecgfes plurimiracidianas da Etapa I pode
ser explicada pelo resultado do Cosinor individual em um dos
moluscos analisados, no qual a probabilidade associada aoc ritmo de

24 horas foi igual ao nlvel de significéncia.

A deteccdo pelo Cosinor Individual de ritmos de
emergéncia de cercarias em 93% dos moluscos havia confirmado
claramente a ritmicidade quanto as cercarias emerdentes de cada
molusco. Do ponto de vista do conjunto de moluscos, a analise
cronobioldgica revela ainda que a emergéncia de cercéarias, além de
ritmica, também €& sincrdnica. Isto decorre (a) da semelhanga nas
acrofaées entre os diferentes moluscos, quando analisados
individualmente, (b) da homogeneidade entre os paréimetros ritmicos

relativos a cada tipo de infecgdo e (c) da semelhanga nos ritmos
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de emergéncia entre as infeccéies mono & plurimiracidianas da Etapa

II, detectada quando foil possivel aplicar o teste de Bingham.

Além da sincronia, os ritmos de emergéncia de cercarias
apresentam algumas caracteristicas em <omum com ©s ritmos em
portao, embora nédo haja supressao total da emerdéncia em
determinadas fases, como hos ritmos de desenvolvimento em D,

pseudoobscura (PITTENDRIGH & MINIS, 1964). Assim, eles sédo ritmos

de desenvolvimento e sb podem ser detectados quando analisados sob
o ponto de vista populacional, JA que a cercdria emerge uma unica

vea.

A caracterizacédo do ritmo de emergéncia como um ritmo €m
portao estaria relacionada ao fato de que, embora a cercaria

pudesse completar seu desenvolvimento em diferentes momentos ao

longo das 24 horas, sua emergéncia ocorreria preferencialmente
entre 14:00 e 17:00 h, gque corresponderia ao portédo. Alguns
dados da 1literatura parecem corroborar esta hipdbtese. A
emergéncia aquase imediata de cercarias de 3. haematobium €m

resposta a mudancgas bruscas na intensidade luminosa (RAYMOND &
PROBERT, 1987) parece indicar que as cercarias J& estavam prontas
para emergir e efetivamente o fizeram sob determinadas condigdes
ambientais. Resultados semelhantes também sZo descritos para 3.
mansoni em resposta a mudancas na iluminac8io ou na tTemperatura
(ASCH, 1972; GLAUDEL & ETGES, 1973; NOJIMA & SATO, 1978, 1982).
Outros digenéticos parecem comportar-se de forma semelhante.
Observagdes em cercarias de Gymnocephala sp. demonstram gque a

emergéncia € controlada primariamente pela temperatura ambiente.
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As cerc3rias prontas para salr concentram-se nos vasos sangulneos

do manto dos moluscos, aguardando o sinal..." do ambiente

(CHERNOGORENKO, 1982).

Uma outra hipbtese € a de que as cercérias emergem assim
que s8o0 produzidas, o que implicaria na ocorréncia de um ritmo
associado a alguma etapa da producgéao. Sabe-se que o0 ritmo
circamensal de emergéncia detectado nas infec¢des monomliracidilanas
reflete uma alteracfo na produgdo de cercarias ao longo dos dias
( THERON, 1981a). Analogamente, 0o ritmo didArio de emergéncia
também poderia decorrer de uma alteracg#o na produg&@o de cercarias
ao longo das 24 horas. A diferenciacdo entre a emergéncia de
cercarias e a sua produgdo ao longo das 24 horas, esta 1tltima
estimada com auxilio de técnicas histoldgicas, permitira saber se
as cercéarias emergem assim que sd8o produzidas ou se realmente

detectam um sinal ambiental para emergir.

Confirmando-se ou n8o a existéncia de um port&8o para a
emergéncia de cercarias, os sinals ambientals que deflagariam este
fenémeno, tals como as variacdes nos ciclos de luz e temperatura
referidas anteriormente (ASCH, 1972; GLAUDEL & ETGES, 1973; NOJIMA
& SATO, 1978, 1982; KUNTZ, 1947), poderiam atuar direta ou
indiretamente (via molusco) sobre a cercaria. A participac8o de
estruturas nervosas do esporocisto secundario nos mecanlsmos
cronobioldgicos de emergéncla em 3. mansoni (THERON, 1982b;
THERON & FOURNIER, 1982) sugere que a cercéria levaria algum tempo
para alcangar o meio exterior, segundo RAYMOND & PROBERT (1987).

Para avaliar se h& um efeito direto, seria necessaria a manutenc8o
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das cercarias in vitro, simulando o meio interno do molusco, porém
manipulando as variaveis ambientais. Por outro lado, a fisiologia

do molusco, ritmica em varios aspectos (CHAUDRY & MORGAN, 1983)

poderia influenciar a emergéncia de cercérias. Poucos estudos
relacionam ritmos do molusco aos do parasita. WILLIAMS &
GILBERTSON (1983) apontam evidéncias de que os ritmos de
batimentos cardiacos, locomocgcéo e alimentac&o do molusco n&o se

relacionam & emergincia. Este aspecto merece ser investigado mais
detalhadamente em estudos que envolvam outras variaveis ritmicas

presentes no molusco.

THERON (1980, 1982a) associa um parémetro cronobioldgico
da emergéncia de cercarias ao grau de compatibilidade entre
moluscos e parasitas. Ao comparar a emergéncia de cercarias por

exemplares de B. glabrata infectados com linhagens simpatrica e

alopatrica de S. mansoni, aquele autor estimou a disperséo
temporal, definida como a faixa de horarios em Qque ocorreu
emergéncia cercariana. A maior dispersfo temporal observada nos

dados relativos as infeccgdes alopétricas foi atribuida a uma
possivel defasagem na emerdéncia dié&ria das cercarias neste tipo
de infeccéo. Segundo o autor, o par#fmetro pode ser Wtil para a
avaliac8o da compatibilidade molusco-parasita, sendo tanto menor

quanto malor o grau de compatibilidade.

O fato de a emergéncia de cercarias ser sincrénica, além
de ritmica, pode ser fundamental para a manutenc&o do ciclo da
doenca (FILE , 1975) e se torna ainda mals importante quando se

considera o tempo de vida reduzido e a infectividade decrescente
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da cercaria (THERON, 198Z2a; FOURNIER et al., 1984). Assim, a
importéincia adaptativa da sincronia para a emergéncia de cercarias
possivelmente relaciona-se a um maior ntumero de cercarias no meio
aquatico. Este evento minimizaria a importéncia de individuos
menos aptos na populacd8o emergente durante a fase de maior
emergéncia de cercarias e/ou favoreceria a infecg8o do hospedeiro
vertebrado, ja que a probabilidade de infecg&o aumenta com a

densidade de cercarias no meio aquatico (REY, 1992).
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27— Consideragdes adicionais

2.1 Analise dos dados parasitoldogicos

Os resultados das comparacdes entre as infecgdes mono e
plurimiracidianas gquanto aos parametros parasitoldgicos SAO

discutidos a seguir.

No total de moluscos expostos ao parasita, as taxas de

2

infecgao foram significativamente mals altas nas infecgdes pluri

U

que nas monomliracidianas. Muitos autores afirmam que o aumento da
dose miracidiana contribill para aumentar as taxas de infecgdo em

5. mansoni (LIM & HEYNEMAN, 1972; ANDERSON, 19783; LEWIS et al.,

1986). Em B. glabrata - S. mansoni, sdo descritas taxas de 8%
para infeccdes monomiracidianas e entre 50 e 60% em infecedes <om
cinco miracidios (SCHEEIBEE & SCHUBEET, 19487}, STUEREOCK &
STURROCK (1970) observaram taxas de 80% em infecgdes
monomiracidianas e entre 70 e 100% em 1infecegdes com cinco
miracidios. Taxas de 33,2 e 77,3% foram obtidas por PARAENSE &

3|

CORREA (1981) em relacdo a infecgdes com um e dez miracidios,

S

respectivamente, e MOUGEOT & GOLVAN (1974) obtiveram taxa de 23%
em infecgdes monomiracidianas e de 30% em infecedes com dose
miracidiana entre 8 e 12 miracidios. E possivel que o aumento na
dose miracidiana altere a probabilidade de encontro entre
miracldios e moluscos bem como o desenvolvimento do parasita

dentro deste hospedeiro.

Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as

infeccdes mono e plurimiracidianas no ndmerc de cercarias
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emergentes a cada 24 horas. As amplas faixas apresentadas atestam
uma grande variabilidade na emergéncia de cercarias entre os

diferentes moluscos testados.

Diferencas no numero de cercarias emergentes nas
diversas doses miracidianas de 5. mansonl permanecemn uma
controvérsia. THERON (1981la), por exemplo, utilizando amostras

brasileiras de S. mansoni e de B. glabrata, observou que o nimero
de cercarias emergentes em infeci:0es monomiracidianas € a metade

do total emergente de infeccdes com dois miracldios. THERON

=

(19820b7 registrou 174 cercarias por molusco a cada 24 horas nas

infecegdes mono e 420, nas infecgdes com cinco miracidios. Por

outro lado, STURROCK & STURROCK (1970) detectaram que o numero de
cercarias emergentes € semelhante nas infecg¢gdes monomiracidianas e
com quatro miracidios em B. brata ~ 2. mansoni originarios de
Santa Lucia, Antilhas. Eles atribuilram esta semelhanca & auséncia
de interferéncias no desenvolvimento dos miracidios ou dos
esporocistos primarios nas infecgdes monomiracidianas.

Resultados discrepantes quanto ao nimero de cercarias emergentes

entre o0s dois tipos de infeccdo podem estar relacionados a

realizacao dos experimentos em diferentes fases do ritmo
. ~ . g.

circamensal de producgdo de cercarias detectado por THERON

(1981a) em infecgdes monomiracidianas. Assim, de acordo com os

diferentes autores, a invasdo do molusco por mais de um miracidio
nem sempre €& acompanhada por um aumento na emergéncia de

cercarias.

Em estudos realizados em S. mansoni e B. glabrata
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(CHRISTIE & PRENTICE, 1978; SLUITERS et al., 1980; LEWIS et al.,
1986) e em &. haematobium (LO, 1972), o aumento da dose
miracidiana n&o & linearmente acompanhado por um aumento no nimero
de esporocistos secundarios e, consequentemente, de cercarias. As

explicagdes para este fendmeno estao nos trabalhos de PAN  (1965),

D

que observou que esporocistos primirios podem degenerar antes de
rreduzir esporocistos secundarios e de CHERNIN & ANTOLICS (1975),
onde 30% dos miracidios viaveis néo infectam hospedeiros

suscetiveis

O periodo pre-cercariano nao e afretado pela dose
miracidiana. Os resultados estio concentrados entre Z3-35 dias.,

[

preriodo caracteristico para 5. mansoni (STURROCK & 3TURROCK, 1970;

Q

MOUGEOT & GOLVAN, 1974; PARAENSE & CORREA, 1981; LANCASTRE et

,1984; LEWIS et al.,1985).

A sobrevida também néo variou com a dose miracidiana. No

presente estudo, ela variou numa ampla faixa compreendida entre 5

vados moluscos infectados

o
4}

e 150 dias. Em laboratdrio, foram
com cinco miracidios sobrevivendo por 39 dias (BARBOSA et al.,
1954) e até por 147 dias (CONCEICAO et al.. 1986), como registrada

no presente estudo.

As taxas de infeccdo obtidas (9, 5% nas infeccdes mono

lul

e 19,1% nas plurimiracidianas) s&o baixas quando comparadas

8.5

estimadas para combinacdes parasito-molusco procedentes de Belo

\Y

Horizonte, MG: 33,2% em 1infecctes monomiracidianas (FPARAENSE &

CORREA, 1981), 95,1 % em infeccgdes com cinco miracidios
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(PARAENSE & CORREA, 1963), 77,78% (PARAENSE & CORREA, 1981) e

82,0% (DIAS et _al., 1988) em infeccdes com 10 miracidios.

Os moluscos negativos de fato ndo apresentavam cercarias

em seu interior, ja que dos 182 exemplares nedativos dissecados,
apenas um apresentou cercarias. Assim, a4 néao emergéncia de
cerciarias refletiu a auséncia de 1infecgdo, © que pode ter

decorrido tanto da ndo penetracéo do miracldio como de reacéo

imunoldgica do molusco (LOKER & BAYNE, 19827

O ntmero de cercariss smergentes a cada Z4 horas em
ambos o0s tipos de infecgiao fol mais baixo do gque o0s encontrados
na literatura: 700 em infecegdes com doses entre 5 e 7 mniracldios

(SCHREIBER & SCHUBERT, 1949), 4598 (BARBOGSA et al. 1954), 1500

(WEBBE, 1965), entre 1000 e 3000 (MCCLELLAND, 1967) e entre 1115 e
2872 (STURROCK & STURROCK, 1970} em infecgdes com cinco miracidios
e 2648 em infecgdes monomiracidianas (STURROCK & STURROCK, 1970).
Estas comparagdes, no entanto, devem ser vistas com reservas Jjé
que o0 uso de diferentes procedimentos e amostras influenciam as
estimativas do parfmetro em questdao (FRANDSEN, 1979: THERON,
1982b). Um outro aspecto a ser levantado a partir da literatura
e o uso indevido do termo producédo de cercarias. A analise da
literatura revela que a produgdo cercariana tem sido indiretamente
avaliada através do nlmero de cercarias emerdentes de cada molusco
em um dado intervalo de tempo. Tal observag@o &€ dita 1indireta
pois apenas estudos que envolvam a dissecacg8io de moluscos permitem
quantificar o total de cercArias produzidas. Assim, em lugar do

termo produc8o de cercarias, o termo emergéncia de cercarias tem
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aquario, a temperatura ou as condic¢oes da agua, podem favorecer a
curto prazo variantes suscetlvelis ou refratiarias dentro da
populacdao de moluscos pelo mecanismo Jde deriva genetica, que
rerere-se a flutuagdes ao acaso nas freqliéncilas alélicas

relacionadas ao tamanho da amostra. A deriva genetica e ainda

pequeno numero de individuos, podendo ocorrer nas varlas passagens

em laboratério dos parasitas pelos hospedeiros vertebrados.

Populacdes de 5. manson: mantidas no laboratdrio podem ter passado

por um ¢grande numero de 'gargalos evolutivos" reduces
drasticas no tamanho efetivo da populagé&o (CARSON, 1990} devido
a um decréscimo ocasional no nimero de moluscos infectados. Esta
redugcdo poderia fixar um outro alelo ao acaso (LOVERDE et al .,
1985)
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Da mesma forma, modificagBes nos procedimentos de
manutencao ou 1infecgéo, tTals como a prassagem da linhagem do
parasita por hospedeiros nao-naturais, Também podem afetar as
pressdes seletivas que atuam sobre as populagles envolvidas,

modificando a infectividade do parasita e/ou a suscetibilidade do

1]

molusco e permitindo mudancas na taxa de i1nfecc8o ou até em outros
parimetros. CAPRON et al. (1965 arontaram que, no laboratédrio, 8.
haematobium i1nfectou © hamster, hospedeiro definitivo nao-
natural, mas os miraclididos tiveram os seus potenciais infectantes
reduzidos apds indmeras passagens neste vertebrado. LOVERDE et _al
(1985b) apontaram ainda que o0s hospedeiros vertebrados ndo-
naturais 1nduziram a um decréscimo no polimorfismo enzimAatico de

mansoni. Assim, as baixas taxas de infecgdo podem refletir um
ajuste ao camundongo, sendo resultantes de um processo de selegdo

artificial relativamente rapido ja que a amostra vem sendo mantida

em laboratdbrio desde 1985.

A ampla variabilidade, observada nos parémetros
parasitoldgicos estimados e detectada pela realizacéo das
exposigdes em diferentes momentos, pode ser decorrente de
processos tais como a selegdo artificial. No entanto, ela parece
ser um carater 1lnerente a espécie estudada, tomando antes parte em
uma estratégia evolutiva dos esquistossomatideos. Estas
contradigdes podem em parte ser explicadas pelo fato de a producgéo
cercariana em oSchistosoma também ser determinada geneticamente
(RICHARDS, 1975, 1976), wvariando com os diferentes graus de

suscetibilidade do molusco (WARD et al., 1988) e de infectividade
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do parasita (RICHARDS, 1975). BSegundo COMBES (1991) uma maior
variabilidade genética observada entre os parasitas favorece uma
evasio 1munoldgica. Em geral, a reproducido sexuada € apontada
como O mecanismo gerador de variabilidade, gracgas ao aumento da
recombinac8o genetica (TAIT, 1990). E & Justamente a sexualidade
observada nos esquistossomos que surpreende, pols contrasta com o
hermafroditismo presente nédo sb nos outros digeneticos mas também

na maioria dos parasitas (COMBES, 1991 Ao aumentar sua

[h}

variabilidade genetica, a reproducdo sexuada nos esquistossomo
aumentou as chances de sobrevivéncia no interior dos hospedeiros
vertebrados, cujo sistema imune € evolutivamente mais sofisticado

(COMBES, 1990, 1991).

)]

Houve um decréeéscimo no total de cercéarias emergentes d
d

cada molusco, principalmente do primeiro para o segundo dia e
experimento (Tabelas 14, 15, 186 e 17 do ANEXO I1). Na Etapa I,
quando também foram realizadas coletas a cada 12 horas, este
decreéscimo € bastante nitido. Em algumas etapas, isTOo oCcorre na

maioria dos moluscos examinados. Apesar de n&@o ter sido observado
de maneira generalizada, este evento sugere um efeito direto da
manipulac8o experimental sobre a variadvel estudada. THERON
(1982b), apesar de né8o ter demonstrado este efeito, néo descartava
a possiblidade de sua ocorréncia. Assim, estudos futuros devem
considerar a possibilidade do procedimento experimental afetar a
emergéncia das cercérias, e esforcos devem ser feitos no sentido
de desenvolver técnicas de coleta de cercarias que n8o envolvam a

manipulac8o direta do molusco.
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2.2 Correlagdes com a temperatura

Dentro das faixas de temperatura estudadas, O nimero de
cercarias emergdentes néo esteve associado sistematicamente a
variagdes neste fator ambiental. Foram observadas poucas

situagdes em que houve correlacdes significativas com o niimero  de

(5]

cercarias emergentes a cada trés horas.

A temperatura € um dos fatores abiodticos mais
importantes gue atuam sobre a producdo cercariana. Este fator
ambiental 1influencia a sobrevivénclia e a 1infectividade dos

miracldios quando em valores muito extremos (LIM & HEYNEMAN, 1972;

ANDERSON et al. 1982}, seu aumento estimula o© movimento

natatorio das cercarias (VALLE et al. 1974y e altera a

infectividade das mesmas quando fora da faixa otima (DEWITT, 1965;
CHAFPEL & COLES, 1972). E também a temperatura que afeta
diretamente o desenvolvimento das etapas larvais do mansoni .
Seja no interior do molusco (PFLUGER, 1981), seja no interior do

hospedeiro vertebrado (TRIBOULEY et al. 1977), estas etapas s&o

mais sensilvels as condigdes climAticas e podem ser consideradas o

elo mais fraco na cadeia de transmissaco (PFLUGER, 18317},

A produc8o cercariana néo ocorre a temperaturas menores

que 16 e mailores gque 35 C, Entre 20 e 26 C. o aumento da
producdo € relativamente pequeno; a 28® C, € acentuado e a 30 C,
dtimo (STIREWALT, 1954). Além disto, as flutuagdes diarias na
temperatura estimulam fortemente a producédo cercariana em

comparacdo ao que ocorre quando a temperatura € constante e
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equivalente a media das temperaturas minimas e maximas.

Dentre o0s estudos de laboratdrio que investigam a

=
o
[
0
o
e
v
0
3
[
ot
=4
0
Q.
v

alguns atestam a importancla da temperatur
emergéncia (STIREWALT, 1954; KUNTZ, 1947). No entanto, a maioria
dos autores aponta a luz como o fator mals influente (GIAVANNOLA,
1936; LUTTERMOSER, 1955; VALLE et al., 1971, 1973; GLAUDEL &
ETGES, 1973; NOJIMA & 3ATO, 1973, 1982; WILLIAMS & GILBERTSON,

1982 ; WILLIAMS et al., 1984; RAYMOND & PROBERT, 1987, 1991). Esta

controversia possivelmente relaciona-se ao fato de qgque uma
metodologia cronobioldgica, adequada A2s manipulagdes dos c¢iclos
ambientals em laboratdrio, nao tem sido empregada. Embora os

)

resultados do presente estudo ndo i1ndicaram a temperatura como

fator determinante para a ocorréncia do fendmeno, pesquilsas
futuras, que peraitam uma melhor quantificac#&o do efeito deste
fator ambiental sobre o ritmo de emergéncia de cercarias, devem

"
(]

ser encorajada
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CONCLUSOES GERA

1- N&o houve diferenga no ritmo de

[

>.

S

mansoni entre a infecoaes mono e

glabrata. A dose de cinco miracidios,

de regulacd@o e produgdo de cercéarias,

emergéncilia de cercérias nesta amostra.

Ly’
(_:_

Foram detectados ritmos de

compreendidas entre 14 e 17 horas tanto

nas plurimiracidianas. Embora se tenha

de cercirias na fase clara, a emergén

desprezivel. Isto pode ser atribuildo

com habitos crepusculares ou noturnos

laboratdrio. Neste sentido, pesquis

cronobioldgico em linhagens recem-iso

encorajadas.

3- o)

2]

ritmos de emergéncia de

apresentam algumas caracteristicas dos

eles sao ritmos de evento Ynico,

cercarias parecem detectar um sinal am

importfncia adaptativa da sincronia n

refere-se a um aumento nas chances de

[

[2] [

vertebrados por estas formas la

diferenciando ritmos de produc&o d

S

permitirao investigar e as cercaria

produzidas ou se

-91-
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emergéncla de cercarias de

plurimiracidianas de B.

gque altera os mecanismos

nao afetou os ritmos de

24 horas com acrofases

nas infeccgdes mono gquanto

observado grande proporcio

cia na fase escura nao foi

a existéncila de hospedeiros

ou a rotinas de infecgdo no

as que envolvam O estudo

S

ladas do campo devem er

mansonil

cercarias de 3.

ritmos em portdo. Assim,

S

populacionais, em que a

biental para emergir. A

a emergéncia de cercarias

infeccao dos hospedeiros

rvais. Futuros estudos

e ritmos de emergéncia

SS

s emergdem assim que sao

"aguardam” um sinal ambiental para fazé-lo.



4- O periodo pré-cercariano, a sobrevida e o ndmero de
cercarias emergentes a cada 24 horas ndo foram significativamente
diferentes entre ambos os tipos de infecgdo. A taxa de 1infeccgéo
foi maior nas infecgdes pluri que nas monomiracidianas. As
flutuagdes encontradas nestes parémetros podem refletir diferencas
interindividuais ha infectividade do parasita e/ou na
suscetibilidade do molusco. Ainda assim, pesquisas futuras devem

valiar possiveis alteracdes provocadas a curto prazo por rotinas

oy
o

de manutencao das amostras malacoldgicas e parasitoldgicas no
laboratério.
5~ A emergéncia de cercarias néo esteve

associada sistematicamente a variagdes na Lemperatura ambiental.
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ANEXO I

¢ métocdo de Cosinor é um teste estatistico especifico
para a analise de ritmos. Ele ajusta os dados de uma série
temporal a uma curva sinusoidal através do método dos quadrados
minimos. A curva €& caracterizada pelos pardmetros riltmicos
perlodo (fixado para cada ajuste; no caso, ¢4 horas), acrofase
(momento em qQue a curva atinge seu ponto maximo, sendo expresso em
unidades de tempo)}, mesor (valor em torno do gqual ocorrem as
cscllagdes, correspondendo a media dos dados no caso de
observacides feitas a intervalos regularmente distribuldos) e a
amplitude (diferencga entre o valor maximo e o mesor). O método de
Cosinor permite a comparacgfo destes parémetros entre diferentes

curvas ritmicas ajustadas para um mesmo periodo.

A ocorréncia ou n8o de um ritmo €& confirmada pelo
teste da amplitude nula: quando a probabilidade da amplitude ser
igual a zero (indicando a auséncia de oscilacles) ¢é 1igual ou
inferior ao nivel de significéncia escolhido, pode-se concluir que

a ritmicidade encontrada € explicada pelo ajuste a uma fungéo

sinusoidal.

O Cosinor individual é um procedimento aplicavel a uma
unica seérie temporal. Uma outra modalidade & o Cosinor
populacional (NELSON et al., 1979), aplicavel a trés ou mais

séries temporais com O objetivo de avaliar as caracteristicas
ritmicas de uma populac8o. Assim, uma populacgd8o apresenta-se
ritmica se o zat calculado pelo método € maior que o valor

tabelado de F para o nivel de significlncia escolhido. So
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participam desta modalidade, os moluscos cujos ritmos de
emergéncia de cercarias foram significativos quando submetidos ao
Cosinor individual. A comparacdo entre os parémetros <alculados
pelo Cosinor populacional é feita através do teste de Bingham
(BINGHAM et al., 1982). Neste teste, o mesor e a amplitude sé&o
comparados pelo paradmetro t e a acrofase, pela razéo F para o

nivel de significéncia escolhido.
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Tabela {7 - MNumerc de cercarias de 5. marsoni esergentes de exesplares de K glabrata
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