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RESUMO

Uma alternativa para identificar componentes bioquimicos necessarios ao
estabelecimento e manutencdo do parasito no hospedeiro pode ser obtida através
da citoquimica. Foi realizado um estudo citoquimico ultraestrutural do verme adulto
macho de S. mansoni com 25, 45 e 130 dias. Para localizar sitios de célcio
utiizamos a técnica de Hepler e para evidenciar grupamentos aniénicos
empregamos a ferritina cationizada, além do tratamento enzimatico com
condroitinase, tripsina e neuraminidase. Para a identificacdo de lipidios insaturados
foi utilizada, a técnica do Tampado Imidazol e para localizar proteinas bésicas
empregamos as técnicas do Acido Fosfotingstico (PTA) e da Prata Amoniacal. A
localizacdo de sitios de calcio mostrou-se bastante uniforme, demarcando os
espacos internos, principalmente, o tecido muscular do verme, independente da sua
idade. As amostras tratadas com ferritina cationizada apresentaram uma forte
marcacdo na membrana do tegumento e glicocalice a intensidade da marcacéo
aumentou de acordo com a idade do verme. O tratamento das amostras com a
neuraminidase ndo alterou o padrdo de marcagao, enquanto com a tripsina marcou
moderadamente a superficie do trematdide. J4, o tratamento com a condroitinase
resultou em marcacédo pontual na superficie do verme. Foi observada a presenca de
lipidios insaturados de formato globular em toda a regido tegumentar e
subtegumentar do verme, sendo maior a concentracdo de lipidios a medida que
verme ficava mais velho. Através da técnica da prata amoniacal, identificamos forte
marcacao dos carboidratos acidos nas regifes tegumentares e subtegumentares do
verme, com marcacao do glicocalice presente apenas nos vermes com 45 dias. Ja
com o PTA foi identificada a presenca de proteinas basicas no nucleo e nucléolo de
células subtegumentares para todos os vermes, além de corpos de inclusdo e
espiculas do tegumento nos vermes com 45 e 130 dias. O esclarecimento da
composi¢cdo bioguimica da regido tegumentar e subtegumentar do verme adulto S.
mansoni fornece dados para um melhor entendimento das relacbes parasito-

hospedeiro.

Palavras chaves: Verme adulto. Schistosoma mansoni. Citoquimica, Ultraestrutura.



ABSTRACT

An alternative to identify biochemical components required for the establishment and
maintenance of the parasite in the host may be obtained by the cytochemistry. In this
work, it was conducted an ultrastructural cytochemical study of the Schistosoma
mansoni adult male worm with 25, 45 and 130 days after infection. Calcium sites
were identified using the Hepler technique. For the recognition of the anionic groups
it was employed cationized ferritin and enzymatic treatment with trypsin,
condroitinase and neuraminidase. The technique of imidazole buffer was used to the
identification of unsaturated lipids. Phosphotungstic acid (PTA) and ammoniacal
silver stains were utilized to find basic proteins. The location of the calcium sites was
fairly uniform, demarcating the internal spaces, mainly in the worm muscle tissue
regardless of their age. The samples treated with ferritin cationized presented a
strong staining in the tegument membrane and the glycocalyx, the intensity of the
staining increased according to the worm age. The neuraminidase treatment did not
change the staining pattern, whereas trypsin showed a moderate staining on the
outer surface. The condroitinase treatment resulted in few spots on the worm
surface. It was observed the presence of unsaturated lipids with globular shape
throughout the tegument and the subtegument, with a higher lipid concentration as
the worm aged. Through the use of the ammoniacal silver technique it was identified
a strong staining of acid carbohydrates in the worm tegument and subtegument,
while glycocalyx staining was only present in worms with 45 days old. The PTA
identified the presence of basic proteins in the nucleus and nucleolus of
subtegumentar cells, beside the inclusion bodies and the spines in worms with 45
and 130 days. The knowledge of the biochemical composition of the S. mansoni
tegument and subtegument provides data for a better understanding of the parasite

biology, as well as the host-parasite relationship.

Key words: Schistosoma mansoni adult worm, Cytochemistry, Ultrastructure.
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1. INTRODUCAO

No género Schistosoma, encontra-se espécies de importancia em saude
publica que sédo agentes etioldgicos da esquistossomose humana. A presenca
desta parasitose € um importante indicativo sécio-econémico e atualmente
representa um seério problema de saude publica, considera como uma doenca
parasitaria crénica entre as doencas tropicais. Esta helmintiase ocupa, apos a
malaria, a segunda posi¢cdo no mundo estando presente em 77 paises com
cerca de 230 milhdes de pessoas afetadas pela doenca (WHO, 2012). No
Brasil, aproximadamente 10 milh6es de pessoas estdo infectadas pelo
Schistosoma mansoni, sendo que a maior parte dos casos esta na regiao do
nordeste, com aproximadamente 6 a 8 milhdes (WHO, 2012; CIDIA et.al.,
2011).

Entre os fatores que contribuiram para propagacao da esquistossomose
estdo os movimentos migratérios, a exploracdo inadequada de recursos
hidricos, a distribuicdo ampla dos hospedeiros intermediarios, a longevidade da
doenca e a falta de educacdo sanitaria (RIBEIRO et al., 2004). Em
Pernambuco a esquistossomose € historicamente endémica na regido rural
(COUTINHO et al., 1997). A migracao de trabalhadores rurais, aliada a gradual
ocupacdo e modificacdo dos espacos urbanos, tém determinado a continua
expansdo da esquistossomose e 0 estabelecimento de novos focos urbanos
em Pernambuco (BARBOSA et al., 1998), Ceara (ALMEIDA et al., 1991), Minas
Gerais (BARATA et al., 2000), Sergipe (SILVA et al., 2000) e Sao Paulo (LIMA,
1995).

As principais manifestacdes clinicas da esquistossomose estao
caracterizadas pelos disturbios intestinais, hepatomegalia, esplenomegalia e
varizes esofagianas. A doenca pode evoluir dependendo da intensidade da
infeccdo, e diversos outros fatores podem conduzir ao sangramento
gastrointestinal, ascite e anemia (CARMO, 1999; XIMENES, 2000).

No ciclo de vida da esquistossomiase, o0 hospedeiro intermediario
desempenha um papel fundamental na manutencéo do parasita. A longevidade
de vermes adultos de S. mansoni pode ser considerada como dependente de

dois fatores, uma adaptacdo bem-sucedida para as condicbes ambientais nas
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veias mesentéricas de hospedeiros definitivos e uma estratégia eficaz para a
evasao do sistema imunoldgico (TEMPONI et al., 1997).

A organizacédo da cuticula do parasito e sua composicao bioquimica séo
de extrema importancia para o entendimento do desenvolvimento do parasito
no hospedeiro devido a sua intrinseca relagdo com o sistema imune do
hospedeiro (THOMPSON; GEARY,1995).

A caracterizacdo da ultraestrutura da larva infectante do S. mansoni tem
sido realizada resultando no acumulo de informacdes, porém a maioria desses
trabalhos esta concentrada em 6érgaos e sistema ou em areas limitadas da
larva tal como o tegumento (CAVALCANTI et al., 2009; DORSEY et al., 2002).

A ultraestrutura do verme adulto de S. mansoni tem sido abordada
resultando na obtencdo de algumas informacdes, porém, é bastante importante
correlacionar morfologia com composicdo bioquimica, neste sentido a
citoquimica é ainda pouco explorada. Sendo assim, € de grande importancia
um estudo citoquimico ultraestrutural visando caracterizar os vermes adultos de
S. mansoni para um trabalho mais eficiente no combate desta parasitose, o
desenvolvimento de um diagndéstico preciso (PHILIPP et al., 1984), bem como

para um programa de imunizacdo em areas endémicas (WHO, 2012).

O tegumento do verme S. mansoni apresentam estruturas que contém
mucopolissacarideos e vesiculas multilaminadas ricas em fosfolipidios. Estas

observagbes estdo relacionadas a capacidade do verme para adquirir
glicolipideo do hospedeiro (WILSON; BARNER, 1974).

Os principais componentes bioquimicos do tegumento do verme macho
de Schistosoma sao as glicoproteina, fosfolipidio e glicolipideo. O tegumento
pode ser diferenciado de outros tecidos por apresenta enzimas hidroliticas
especificas como fosfatase alcalina, esterase de adenosina trifosfatase e
indoxil, e essas podem ser usadas como marcadores para estruturas
intrinsecas do tegumento. As células subtegumentares parecem ser 0s
principais locais de atividade biossintética uma vez que contém grandes

quantidades de RNA e enzimas mitocondriais (Wheater; Wilson, 1976).

De acordo com Bhardwy e Skelly (2011) a enzima fosfatase alcalina

pode ser encontrada no verme macho e fémeas do Schistosoma, e € altamente
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expressa na superficie do parasita, musculos e tecidos parenquimatosos. A
fosfatase alcalina tem funcdo tegumentar de gerar a adenosina
imunossupressora para 0s vermes, permanecer inalterada aos efetores imunes

do hospedeiro, pode ainda melhorar a capacidade térmica do parasita.

A composicao lipidica dos nematdédeos, especialmente parasitas, tem
sido objeto de estudos, principalmente porque este elemento pode
desempenhar um papel importante na interacdo hospedeiro-patégeno e
mecanismos de escape. Infecges com S. mansoni também sdo um grande
problema devido a falta de uma vacina, os fracassos na tentativa de erradicar o
caramujo e o desenvolvimento de resisténcia do parasita as drogas
esquistossomicidas (SILVA et al.,2002). Assim uma analise citoquimica dos
estagios de vida do S. mansoni é de grande importancia para que se possa
compreender a base da persisténcia do parasita no hospedeiro (MAIZELS et
al.,1985). As técnicas citoquimicas utilizadas para microscopia eletrdnica
mostram-se eficientes para o esclarecimento de moléculas presentes nos

parasitos levando um melhor entendimento das relagdes parasito-hospedeiro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.CONSIDERACOES GERAIS
A esquistossomose mansoénica é uma parasitose humana, causada por
vermes trematddeos, digenéticos, pertencentes ao género Schistosoma, que
tem como agente etioldgico o S. mansoni como Unica espécie presente na
América Latina, cujas formas adultas habitam o0s vasos mesentéricos do
hospedeiro definitivo enquanto a larva cercarial se desenvolve em caramujos
gastrépodes aquéticos do género Biomphalaria (WHO, 2012). Este pode estar
presente em colecdes aquaticas dulcicolas naturais ou artificiais, perenes ou
intermitentes, preferencialmente com correnteza laminar. Esta doenca é
assintomatica, podendo evoluir para formas clinicas extremamente graves e
levar o paciente ao 6bito (WHO, 2012; MELO; COELHO, 2005).
A magnitude de sua prevaléncia, associada a severidade das formas
clinicas e a sua evolugao, conferem a esquistossomose uma grande relevancia

como problema de satde publica (IBIKOUNLE et al., 2009).

2.2. EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Dentre as parasitoses humanas de areas tropicais e subtropicais, a
esquistossomose €, depois da malaria, a mais importante em termo sécio-econémico e
de saude publica. A esquistossomose é uma doenca parasitaria endémica em areas
tropicais, encontrados em 77 paises, situados na Africa, América do Sul, Caribe,
Oriente Médio e no continente Asiatico (WHO, 2012; OLIVEIRA et al., 2008). Estima-
se que 800 milhdes vivem em areas endémicas expostas a infec¢do. Além disso,
cerca 20 milhdes de pessoas morrem por consequéncia da doenca associada
esquistossomose, como o cancer de bexiga (esquistossomose urindria) e a cirrose. A
doenca causa um enorme problema de saude publica porque afeta um grande nimero
de criancas e jovens em fase de vida produtiva e é responsavel por mais de 500 mil
mortes por ano (WHO, 2012, RAGHAVAN et al., 2003).

Apesar da distribuicdo da helmintiase ter modificado nas dltimas
décadas, o numero de pessoas infectadas ou com risco de serem infectados
nao diminuiu e continua a se espalhar para outras regides geograficas (ROSS
et al., 2002; CHITSULO et al., 2000), assim como a disseminac¢ao da doenca
da é&rea rural para urbana (ANDRADE, 1998). As principais causas de 0Obitos

estdo relacionadas as formas clinicas graves. O crescimento e a migracdo
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populacional associado a facilitacdo e velocidade dos meios de transporte
aumentaram a chance da exposi¢cao ao parasito permitindo a disseminacao da
infeccdo a niveis internacionais (MAKINSON et al., 2008).

No Brasil, a esquistossomose foi descrita pela primeira vez por Piraja da
Silva em 1908 e ainda é considerado um problema de salde publica devido a
extensdo da area de transmissdo. O numero de portadores, casos graves
(hepatosplenicos, neuroesquistossomose, forma aguda, abscesso hepatico,
glomerulonefrite, entre outros) e de mortes causadas pela doenca representam
um fardo para a economia dos paises em desenvolvimento (LAMBERTUCCI et
al., 2007, 2001, 2000).

No Brasil, estima-se que cerca de 10 a 12 milhGes de pessoas
infectadas e 25 milhdes expostas ao risco. De acordo com dados do Ministério
da Saude (BRASIL, 2010), doenca parasitaria que atinge cerca de 2,5 milhdes
de brasileiros em 19 estados, com maior prevaléncia nas regides do Nordeste e
Sudeste. Sendo os estados de Minas Gerais e Bahia 0s que apresentam maior
incidéncia (REY, 2008, CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008, FERRARI, 2003)

(Fig. 1).

Figura 1. Mapa mostrando a distribuicdo geografica da esquistossomose no

Brasil.

AREAS

Bl miédi o alta endemicidade
[ babxa endemicidade

] indene

o loco

Fonte: REY, 2008.

No Nordeste, nos Estados de Pernambuco e Alagoas esta doenca € a

terceira causa de morte entre as doencas classificadas como grandes
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endemias rurais (KATZ; PEIXOTO, 2000). No estado de Pernambuco, a area
endémica para esquistossomose abrange 79 dos 167 municipios (47%), dos
quais 55 (73,3%) estdo na zona do Litoral e na zona da Mata e 24 (30,4%), no
agreste. Segundo o censo demografico de 2004, 4.938.861 pessoas residem
em municipios de area endémica, 0 que permite estimar que 62% da
populacdo de Pernambuco (7.911.937 pessoas) estejam sob-risco de infeccao
(REY, 2008) (Fig. 2).

FIGURA 2: Mapa mostrando a distribuicdo da Esquistossomose no litoral de

Pernambuco e regiao metropolitana do Recife.
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Fonte: BARBOSA et al. (2008)
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2.3. HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

O hospedeiro intermediario (caramujo) é fundamental na manutencéo da
parasitose (SCHNEIDER; ZELCK, 2001). Atualmente trés espécies de
moluscos planorbideos transmitem, em condi¢cdes naturais, 0 S. mansoni em
nosso meio: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria
straminea. Sendo a B. glabrata a mais suscetivel dos hospedeiros
intermediarios no Brasil devido a sua distribuicdo, grande sensibilidade a
infeccdo e eficiéncia na transmisséo da esquistossomose em relacdo as outras
espécies (MARCHIORI, 1999). A B. straminea apresenta uma alta resisténcia a
infeccdo pelo S. mansoni, apesar de encontrar-se presente praticamente, em
todas as bacias hidrograficas do territorio brasileiro, por melhor se adaptar as
variacfes climaticas. Ja a B. tenagophila possui distribuicdo ao longo da costa,
desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo detectada em menor
extensdo em outros Estados (FUNASA, 2002).

2.4. CICLO BIOLOGICO

O ciclo biolégico do S. mansoni é do tipo heteréxeno, sendo formado por
duas fases parasitarias: uma no hospedeiro definitivo em sua fase adulta,
vivendo na corrente sanguinea do hospedeiro (vertebrado/homem) e outra no
hospedeiro intermediario (invertebrado/caramujo), o molusco do género B.
glabrata (BRASIL, 2005) (Fig. 3).

A transmissdo da doenca inicia-se quando fezes humanas contendo
ovos de S. mansoni contaminam bacias hidricas (rios, cOrregos, lagoas e
acudes). Condicdes adequadas de temperatura e luz permitem que 0S 0vVOS
eclodam e liberem os miracidios, que sdo larvas ciliadas que penetram no
hospedeiro intermediario e sofrem transformacdes no seu interior, originado os
esporocistos primarios e esporocistos secundarios, dando origem ao seu ultimo
estagio, a cercaria no interior do molusco. Estas rompem os tecidos dos
moluscos e se dispersam no ambiente aquatico e, ao entrarem em contato com
0 hospedeiro definitivo, penetram na sua pele e ou mucosa iniciando assim o
processo infeccioso humano (BARBOSA et al.,, 2008; BRASIL, 2005). Ao

penetrar na pele do homem se transformam em uma forma parasitaria
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denominada esquistossOmulo, que para evitar as reagdes celulares, invadem
0S vasos venosos e/ou linfaticos, passando a migrar em dire¢cdo ao coragao.

O ciclo se completa, em condi¢cGes favoraveis, em torno de 80 dias. O
individuo parasitado abriga os vermes adultos nos vasos sanguineos do
sistema porta-hepatico, onde se acasalam, e a partir dai migram para as
vénulas do plexo hemorroidario, onde as fémeas pdem ovos. Uma fémea
coloca 300 ovos por dia, que se desenvolvem uma semana depois, quando
entdo passam para a luz intestinal e sdo eliminados nas fezes (KATZ;
ALMEIDA, 2003).

Figura 3: Imagem ilustrativa mostrando o ciclo bioldégico do Schistosoma

mansoni.
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Fonte: WHO, 2012
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2.5. MORFOLOGIA DAS FASES EVOLUTIVAS DO S. mansoni
2.5.1. Ovo

Os ovos medem de 110 a 180 pum de comprimento por 45 a 70 um de
largura. Apresenta um polo anterior mais delgado e o posterior mais volumoso,
com um espinho lateral saliente e agudo (REY, 2008). Apresenta uma

resistente casca dupla, a mais interna envolve o embrido (miracidio).

2.5.2. Miracidio

Os miracidios medem cerca de 160 por 60 um e estdo revestidos por
pequeno numero de células epiteliais pavimentosas providas de numerosos
cilios (REY, 2008). A organizacao estrutural do miracidio esta dividida em: a)
sistema epitelial b) terebratério c¢) musculatura d) células intersticiais e)
glandulas de penetracdo f) sistema excretdrio g) sistema nervoso h) células
germinativas. Na extremidade anterior do miracidio, abre-se um par de
glandulas adesivas e uma glandula de penetracao, todas unicelulares contendo

no seu interior um material supostamente enzimatico (PAN, 1980).

2.5.3. Esporocisto

Ao penetrar no interior do molusco, o miracidio perde seu revestimento
epitelial ciliado, permanece nas proximidades do ponto de penetracdo e se
transforma em uma estrutura sacular alongada. No oitavo dia a larva se
apresenta com um tubo enovelado, imovel e cheio de células germinativas em
multiplicacdo e passa a ser denominado de esporocisto primario. No seu
interior, as células germinativas vao se transformar em esporocistos de
segunda geracdo, com a mesma arquitetura e por volta da segunda semana de
existéncia mede 1,5 mm ele se rompe para liberar entre 20 e 40 esporocistos
filhos. Os esporocistos secundarios migram para o hepatopancreas e o
ovotésteis do molusco, onde continuam a crescer. Quando maduros, exibem na
extremidade anterior uma protuberancia mével e um poro para eliminacdo de
cercarias. O tempo necessario para a maturacao dos esporos filhos e formacao
das primeiras cercarias é de 3 a 4 semanas, variando com a temperatura
ambiente (REY, 2008). De acordo com alguns trabalhos, depois de terem

produzido cercérias por certo tempo, 0s esporocistos secundarios podem voltar

24



269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302

a formar uma terceira geracao de esporocistos capaz de retomar a producéo
de nova geracao de cercarias (NEVES, 2005).

2.5.4. Cercéria

A cercaria mede cerca de 500um, Figura 5 (DORSEY et al., 2002).
Estruturalmente, a cercaria de S. mansoni, apresenta-se dividida em: 6rgao
anterior ou ventosa oral, segmento do corpo (com cuticula recoberta de
espinhos) e cauda medindo cerca de 300 ym, terminando em uma bifurcacao,
(NEVES, 2005; DORSEY et al., 2002).

2.5.5. Esquistossémulo

Logo quando a cercaria penetra no hospedeiro definitivo, ocorrem
algumas alteracdes estruturais, esta adaptacao esta relacionada a mudanca do
ambiente. Além da perda da cauda o trematdide forma rapidamente uma
camada de microvilosidade sobre todo o tegumento, modifica a respiracao
(passando da forma aerdbica para anaerobica), desenvolve uma sensibilidade
a agua e uma resisténcia ao sistema complemento, modifica ou altera o
glicocalice e modifica a membrana trilaminar para a heptalaminar
(STIREWALT, 1974). Toda essa adaptacdo estrutural da origem a um outro
estdgio larval chamado de esquistossébmulo. Os esquistossémulos
permanecem nos tecidos da derme por dois a trés dias, ao fim dos quais se
nao forem destruidos pelo sistema imune do hospedeiro, acabam penetrando
em um vaso cutaneo e € passivamente arrastado pela circulacdo em direcéo
ao coracao e pulmdes. Apdés uma semana eles se localizam no sistema porta
intra-hepatico, onde pela primeira vez apresentam pigmento hematico no
intestino, onde crescem e amadurecem até o final da quarta semana (REY,
2008).

2.5.6. Vermes adultos

Diferentes da maioria dos trematdédeos apresentam-se como vermes
didicos, tendo ambas as formas macho e fémea e morfologicamente sao
delgados e longos (NEVES et al., 2005) (Fig. 4). O macho de S. mansoni mede
cerca de 1,0 cm de comprimento e apresentam coloragdo branca. Na

extremidade anterior traz uma ventosa oral afilada, e a pequena distancia

25



303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334

335
336

desta, uma segunda ventosa, o acetdbulo. O curto segmento anterior
compreendido entre as duas ventosas € cilindrico e mais fino que o segmento
posterior. Este € muito mais longo achatado dorsoventralmente, porém
enrolado de maneira a formar uma calha ou tubo longitudinal conhecido como
canal ginecoforo, (REY, 2008).

A fémea tem corpo cilindrico, mais longo e mais fino que a do macho
(1,2 a 1,6 cm de comprimento). Apresenta uma coloracdo escura e acinzentada
devido a presenca, no tubo digestivo, de um pigmento derivado da digestdo do
sangue (hemozoina). Possui duas ventosas pequenas, estando a ventosa
acetabular, pedunculada, muito perto da oral (REY, 2008). Como nos demais
trematddeos, o revestimento externo dos vermes adultos é formado por uma
citomembrana espessa que recobre o tegumento. Este é constituido por uma
camada sincicial anucleada, mas que liga por pontes citoplasméticas a células
nucleadas, situadas mais profundamente (NEVES et al., 2005).

A superficie do tegumento exibe grande quantidade de pequenos
tubérculos, mas abundantes na superficie dorsal. Estruturas mais delicada
podem ser observadas com grande aumento, consistindo de minudsculos
espinhos situados principalmente na superficie interna das ventosas assim
como nos botbes sensoriais (NEVES et al., 2005). Logo abaixo do tegumento
estdo as camadas musculares da parede do corpo do helminto, responsaveis
pela movimentacdo. Todo espaco interior entre 0os 6rgaos internos, é ocupado
por um tecido de sustentacdo denominado estroma, formado de células
estreladas e lacunas cheias de um liquido intersticial (REY, 2008).

Figura 4 — Eletromicrografia mostrando os vermes adultos macho e fémea de

Schistosoma mansoni.

X455 S88Mm 41 20 SEI

Fonte: FABIO BRAYNER
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2.5.6.1. TEGUMENTO

O tegumento é uma estrutura Unica formada por componentes utilizados
pelo S. mansoni para sobreviver dentro de seu hospedeiro (HELLEMOND et
al., 2006). A estrutura bésica do tegumento € constituida por glicocalice,
membrana tegumentar, espinhos ou espiculas, corpos membranosos, bolsas
tegumentares, mitocondrias e corpos de inclusdo (HOCKLEY, 1973) (Fig. 5).
Algumas dessas executam uma variedade de funcdes fisiolégicas importantes,
incluindo canais transmembrana de ions, atividades enzimaticas e receptoras
para moléculas que visam a modulacdo da repostas do hospedeiro e
sobrevivéncia do parasita (CESARI et al., 2010; HELLEMOND et al., 2006).
Juntamente com o projeto genoma do S. mansoni as recentes técnicas
desenvolvidas (protedmicas e lipidomicas) permitem caracterizar as proteinas e
lipidios das membranas tegumentares. Estes estudos ndo so identificam como
também confirmam a funcdo do tegumento, estudada antes com técnicas
bioguimicas classicas usadas para identifica proteinas e a composicdo
molecular. De acordo com Araujo et al., (1993) estas estruturas estdo
envolvidas na obtencdo de nutrientes, no processo de evasdao do sistema
imune e apresentam importantes antigenos que elicitam a resposta

imunoldgica.

Figura 5 - Desenho esquematico do tegumento do verme adulto deS. mansoni.
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Fonte: Adaptado de HOCKLEY, 1973. cm=corpo membranoso, ci=corpo de inclusdo, B=bolsa tegumentar,
mc=musculo circular, ml=musculo longitudinal, R=reticulo endoplasmatico, G= golgi, N=nlcleo,

M=mitocondria, V=vacuolo.
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2.5.6.2. MUSCULATURA

A musculatura do S. mansoni envolve os musculos circulares externos,
uma ou mais camadas subjacentes de musculo longitudinais fibrosos,
musculos fibrosos mais profundos orientados diagonalmente, musculatura
conica e oral da ventosa, musculos presentes ao redor de 6rgédos internos
(como o trato digestivo e glandulas) e pequenas e discretas células musculares
presentes no parénquima (STIREWALT; DORSEY, 1973).

2.5.6.3. SISTEMA EXCRETORIO
Este sistema compreende as células flame periféricas, tubulos coletores
primarios e secundarios, um par de tubos coletores principal no corpo e um

tubo simples, bexiga excretoria, atrio e poros excretérios (MEULEMAN, 1972).

2.5.6.3. 1. Células Flame

As células flame apresentam caracteristicas Unicas e ultraestruturais,
tem o corpo das células nucleadas, com um “cup-shaped” de proje¢cao, com
flagelos que cobre a superficie interna do corpo, que incluem uma estrutura
referida como um "barrii oco” que rodeia numerosos axonemas que
compreendem o batimento destes flagelos se assemelha a uma bandeira
SCHMIDT; ROBERT, 2000). A célula flame periférica s@o considerados
elementos protonefridio envolvidos no processo de excrecdo e osmorregulacdo
em diferentes fases do S. mansoni e também pode ser encontrado em outros
trematddeos (RUPPERT; FOX; BARNES, 2004; PINHEIRO et al., 2005).

2.6. PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A patogenia esta ligada a varios fatores, como: a cepa do parasito, carga
parasitaria adquirida, idade do paciente, estado nutricional do paciente,
resposta imunitaria, frequéncia e duracdo das infec¢des, sendo a carga
parasitdria e o sistema imune do paciente 0s mais importantes. A
sintomatologia clinica corresponde ao estagio de desenvolvimento do parasito
no hospedeiro (BRANDT et.al., 2007; MELO; COELHO, 2005).
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O homem, na fase inicial da doenca, pode apresentar dermatite
cercariana, causada pela penetracdo das cercarias. E caracterizada por
“sensacao de comichao” e erupcao urticariforme, sendo seguida depois de 24
horas de edema, pequenas papilas e dor. Trata-se de um processo inflamatorio
importante, j& que € a primeira forma de combate do hospedeiro ao parasito,
com grande destruicdo de cercarias e esquistossomulos no momento do
processo de migracdo destes pela corrente sangiliinea até o sistema porta
intra-hepatico (MELO; COELHO, 2005). A forma aguda da parasitose parece
em torno de 50 dias e dura até cerca de 120 dias apoés a infec¢do. A forma
toxémica pode ocorrer por disseminagao dos ovos principalmente na parede do
intestino, com areas de necrose (levando a uma enterocolite aguda), e no
figado, provocando a formacdo de granulomas, os sintomas podem ser
caracterizados por urticaria e edema localizados, diarreia muco-sanguinolento,
febre elevada, anorexia, nausea, vOmito, hepatoesplenogalia dolorosa,
manifestacdes pulmonares e astenia. (PORDEUS et.al., 2008). A fase aguda
desaparece através de tratamento especifico ou evolui (se ndo tratada) para a
fase cronica, esta fase inicia-se apos seis meses da infeccdo e pode evoluir por
varios anos, as manifestacbes clinicas variam, dependendo da localizacéo,
intensidade do parasitismo e da imunidade do individuo (MELO; COELHO,
2005). Estando divida em dois estagios principais: forma intestinal ou hepato-
intestinal e, a mais grave, forma hepatoesplénica, representada pelo
crescimento e endurecimento do figado e do baco (PORDEUS et.al., 2008).

Todavia, ovos e vermes adultos do parasito podem ser encontrados em
qualquer 6rgéo ou tecido do corpo humano como pulmdes, cérebro, testiculos,
ovarios, entre outros (PRATA, 2006; MELO; COELHO, 2005; KATZ; ALMEIDA,
2003;). Segundo SILVA et al. (2004) a mielorradiculopatia esquistossomatica
(ME) é a forma ectdpica mais grave e incapacitante da infeccdo causada pelo
S. mansoni, porem o Sistema Nervoso Central (SNC) pode ser acometido por
outras duas espécies, 0 S. haematobium e o S. japonicum. Nas formas
sintomaticas, as duas primeiras espécies citadas se apresentam com sindrome
mielorradicular e dltima com envolvimento, cerebral. A patogenia da ME
permanece desconhecida apesar de se ter conhecimento sobre a existéncia da
reagdo inflamatoria do hospedeiro causada pela presenc¢a dos ovos do parasito

no tecido nervoso, 0 que constitui as principais lesées causadas por esse
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agente no SNC. De acordo com o mesmo autor a reagdo inflamatdria pode ter
grau variavel produzindo cinco principais formas de lesdo de acordo com 0s
aspectos anatdbmicos e manifestacdes clinicas, sédo elas: perda de forca, dores
radiculares, déficit sensitivo, disturbio esfincteriano e alteracdes de reflexo. O
diagnostico se baseia em evidéncias clinicas de lesdo neuroldgica torécica
baixa ou lombar alta; demonstracdo da exposicdo ao agente etiolégico por
meios laboratoriais (imunoldgicos e parasitoldgicos); e ainda pela exclusdo de
outras causas de mielite transversa. O tratamento pode ser realizado com

esquistomicidas, corticoides e/ou cirurgia.

2.7. QUIMIOTERAPIA ANTIPARASITARIA

O progresso da quimioterapia comecou nos anos 60, com a introducao
do niridazol, hicantona, oxamniquina e metrifonato. Este periodo culminou nos
anos 70 com a descoberta do amoscanato, oltipraz e 0 mais importante,
praziquantel. Desde entdo, nenhum outro avanco terapéutico foi alcancado
(PARISE FILHO; SILVEIRA, 2001). Destas, existem drogas sintéticas que
afetam o metabolismo de carboidratos e/ou energético (tartarato de potassio e
antimoénio) do parasito, outras que interferem no metabolismo do DNA
(Oxamniquine), compostos que alteram a integridade e funcdo da membrana
do parasito (Praziquantel) e ainda principios ativos que interferem com a
neurotransmissao (Metrifonate) (HARDER, 2002).

Pela inexisténcia de vacinas e de ac¢fes eficazes em saude publica, a
quimioterapia representa 0 Unico recurso imediato para minimizar a
prevaléncia e incidéncia da esquistossomose no mundo (CIOLI; PICA-
MATTOCCIA; ARCHER, 1995). As drogas recomendadas pela Organizacéo
Mundial de Saude sédo a oxamniquina (OXA) e o praziquantel (PZQ) (WHO,
2012). A OXA apresenta excelente eficacia esquistossomicida, mas nao
apresenta atividade contra todas as espécies de Schistosoma e tem custo
elevado (FOSTER, 1987). O PZQ é a droga de primeira escolha, por ser
efetivo contra todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem,
apresentar alta atividade antiparasitaria, baixa toxicidade, nenhum risco
genotdxico e baixo custo. E uma droga de amplo espectro de ac¢&o, com boa
resposta terapéutica contra cestédeos, trematddeos e nematddeos
(ANDREWS et al., 1980).
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Os mecanismos moleculares de acao do PZQ n&o sdo bem conhecidos
(CIOLI, 2004). Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que drogas
esquistossomicidas causam extensas alteracfes tegumentares nos vermes
(FALLON et al., 1996; LIMA et al., 1994). O artemether causa danos graves
no tegumento das formas adulta e juvenil de S. mansoni (XIAO et al., 2000;
XIAO et al., 2001). O &cido araquidonico apresenta acdo esquistossomicida
contra S. mansoni e S. haematobium (EL RIDI et al., 2010). A mefloquina que
€ uma droga usada para o tratamento da maléaria, tem demonstrado atividade
in vivo contra vermes adultos de S. mansoni e S. japonicum (ZHANG et al.,
2009). Recentemente, o uso da miltefosina, droga usada no tratamento da
leishmaniose, vem sendo usado no tratamento da Esquistossomose africana
(EISSA et al., 2011). Assim estas drogas sdo de vital importancia ndo somente
para o tratamento de infeccbes parasitarias e controle da morbidade, como
também no controle da transmisséo. A utilizacdo da quimioterapia no controle
da esquistossomose, apesar dos elevados indices de reinfeccdo em areas

endémicas, é ainda uma medida eficiente (SAVIOLI et al., 2004).

2.8. CITOQUIMICA

Através da citoquimica é possivel conhecer o0s componentes
bioquimicos presentes em um determinado sistema bioldégico, onde a sua
identificacdo, precisa localizacdo, e quantificacdo, nos leva a um melhor
entendimento dos mecanismos e fun¢des desses compostos.

Souza (2005) utilizando a citoquimica em alguns organismos relata que
as proteinas, além de constituirem os principais elementos estruturais e agirem
como enzimas, encontram-se associadas a outros elementos importantes como
lipidios, carboidratos e acidos nucleicos.

Uma das formas de avaliar a natureza protéica da superficie dos
parasitas tem sido a utilizacdo de particulas ligantes carregadas positivamente
como a ferritina cationizada (SOUZA et al., 1989; SOUZA, 2005). As fases de
desenvolvimento de alguns helmintos parasitas sdo acompanhadas por
mudancas na sua superficie (PROUDFOOT et al., 1993a, 1993b), a alguns
autores sugerem que essas mudancas talvez sejam um sinal do

desenvolvimento ou uma adaptacdo dos helmintos para invadir o tecido do
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hospedeiro (AKHKHA et al., 2004). De acordo com Murrell et al. (1983), a
presenca de grupamentos anibnicos na superficie de helmintos como os
nematoides, possivelmente se relaciona com a protecdo contra dessecacao.
Além disso, esses grupamentos carregados negativamente poderiam ativar o
complemento via fator de Hageman ou fator Xll da coagulacao,
desencadeando reacdes inflamatorias.

Algumas proteinas basicas desempenham fun¢bes importantes, como
por exemplo, as histonas que desempenham funcdes celulares tais como a
diferenciacdo celular e a regulacdo da funcado génica em células eucaribticas.
Para a deteccdo dessas proteinas a nivel ultraestrutural sédo utilizadas duas
técnicas citoquimica, a do acido fosfotangstico (PTA) e o da prata amoniacal.
Estas técnicas apresentam especificidades diferentes, enquanto o PTA revela
proteinas ricas em histidinas, a prata amoniacal identifica proteinas ricas em
arginina e lisina (SOUZA, 2005).

A citoquimica para a identificacdo de lipidios insaturados foi realizada
por Cavalcanti et al. (2009) utilizando o tamp&o imidazol em cercaria de S.
mansoni. Os autores observaram uma forte marcacao das inclusdes lipidicas
ricas em acidos graxos e fosfolipidios. Quando se tem por objetivo localizar
sitios celulares que contenham calcio pode-se utlizar a técnica do
piroantimoniato de potassio. Os ions de calcio que desempenham papel
relevante nas atividades celulares foram como associadas a uma série de
fungcbes como contracdo muscular, o movimento de cilios e flagelos,
fenbmenos de despolarizacdo e secrecdo, ativacdo de microtibulos e
microfilamentos, endocitose e exocitose (SPICER et al. 1968; OSCHMAN;
WALL, 1972; HEPLER, 1980).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar ultraestruturalmente componentes bioquimicos da regido

tegumentar e subtegumentar dos vermes adultos machos de S. mansoni.

3.2. Especificos

- Caracterizar ultraestruturalmente:

a) Sitios de afinidade por calcio nas regides tegumentar e subtegumentar;

b) A presenca de carboidratos acidos na superficie do tegumento;

c) Distribuicéo de lipidios insaturados;

d) Localizar as proteinas béasicas
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar ultraestruturalmente o verme adulto de
Schistosoma mansoni de 25, 45 e 130 dias, atraves de técnicas citoquimicas, utilizando
a Microscopia Eletronica de Transmissdo. Foi utilizada a técnica de Hepler para
localizar sitios de calcio e a ferritina cationizada para evidenciar grupamentos anionicos.
O Imidazol foi usado para identificar lipidios insaturados e as técnicas do Acido
Fosfotungstico (PTA) e da Prata Amoniacal para localizar proteinas béasicas. A
localizacdo de sitios de calcio mostrou-se bastante uniforme, demarcando todas as
membranas, principalmente do tecido muscular do verme. A ferritina cationizada
marcou fortemente no glicocalice e membrana da superficie tegumentar do verme. O
tratamento com a condroitinase resultou em marcacdo pontual na superficie do verme.
Foi observada a presenca de lipidios insaturados de formato globular em toda a regido
tegumentar e subtegumentar do verme, sendo maior a concentracao de lipidios a medida
que o verme ficava mais velho. Identificamos forte marcacdo dos carboidratos acidos
pela ferritina cationizada na regido tegumentar e subtegumentar do verme, e apenas 0s
vermes com 45dias teve marcacao do glicocalice. Ja o PTA marcou as proteinas basicas
no nucleo e nucléolo de células subtegumentares para todos os vermes, além de corpos
de incluséo e espiculas do tegumento nos vermes com 45 e 130 dias. A identificacdo e
localizacdo desses compostos sugere que 0s mesmos estdo relacionados as diversas
fungBes das fases do S. mansoni, desde seu estabelecimento até a manutencdo do
parasito no hospedeiro. Assim, uma analise citoquimica dos estagios de vida do S.
mansoni é de grande importancia para que se possa compreender a base da persisténcia
do parasita no hospedeiro, para o desenvolvimento de um diagnostico preciso e bem

como para um programa de imunizacao em areas endémicas.

Palavras chaves: Verme adulto. Schistosoma mansoni. Citoquimica. Ultraestrutura.
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Introducéo

Apesar de um século da sua descoberta e do grande numero de pesquisas
desenvolvidas, a esquistossomose atinge 77 paises, envolvendo milhGes de pessoas em
paises da Africa e América Latina (WHO 2012). De acordo com a literatura a
esquistossomose € considerada um dos mais graves e complexos problemas de salde
publica no Brasil devido as falhas na tentativa de erradicar o molusco vetor, ao
desenvolvimento de resisténcia do parasita as drogas anti-esquistossomoticas e a falta
de uma vacina (Lawn et al. 2003). Sendo assim, o controle desta parasitose €
considerado sob o0 aspecto da morbidade e o da transmisséo. Para a morbidade, que visa
diminuir o aparecimento de individuos com a forma grave, o diagnostico e o tratamento
sdo suficientes para o controle, apesar da quimioterapia em areas de alta prevaléncia da
esquistossomose nao obter grande sucesso, havendo a rapida re-infeccdo. Em relacdo a
transmissao, apenas o tratamento das populacfes infectadas ndo é suficiente sendo
necessario também interromper o ciclo evolutivo do parasito no hospedeiro
intermediario (CDC 2010).

Embora muitos pesquisadores e instituicdes de pesquisa de varias partes do
mundo, venham se dedicando a estudos na busca de um possivel controle, a
esquistossomose continua em franca expansdo. Na literatura encontramos alguns
trabalhos caracterizando a morfologia de vermes adultos do Schistosoma mansoni
submetidos ou ndo a tratamentos (Hockley and Mclaren 1973; Van Hellemond et al.
2006), porém nenhum deles enfocou a caracterizagdo citoquimica. Apenas o trabalho de
Cavalcanti et al. (2009), correlacionou a morfologia do parasito com a composicao
quimica, mesmo assim, os autores focaram na fase larval do S. mansoni, ou seja a
cercaria.

De acordo com Souza (1998), realizando a caracterizacdo citoquimica
ultraestrutural de um determinado sistema bioldgico € possivel identificar a composi¢do
bioquimica “in loco” de proteinas, carboidratos, lipidios entre outros, permitido ndo sé a
identificacdo como também a localizacdo e quantificacdo desses compostos que sdo de
extrema importancia para sobrevivéncia do parasito no hospedeiro.

O presente estudo tem como objetivo localizar sitios de calcio, sitios anionicos
de carboidratos &cidos, lipidios insaturados e proteinas basicas em vermes machos de S.

mansoni.
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Materiais e Métodos
Infeccdo de camundongos com isolado de Schistosoma mansoni

Trinta camundongos machos Swiss Webster com até 30 dias de idade, pesando
entre 30 e 35¢g, oriundos do Biotério de Criacdo do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes / CPgAM - FIOCRUZ (mantidos recebendo agua filtrada e autoclavada e
racdo ad libitum autoclavada, acomodados em gaiolas de polipropileno com fundo
forrado com maravalha autoclavada, acondicionados a temperatura ambiente de 25°C,
sendo submetidos a foto periodo de 12 horas) foram submetidos a infeccdo transcutanea
de uma suspensdo contendo aproximadamente 120 cercérias da cepa S. mansoni, Belo
Horizonte (BH) — Minas Gerais. Os camundongos foram separados em 3 grupos

contendo 10 individuos cada.

Eutanasia dos camundongos e recuperac¢do dos vermes adultos

Apo6s 25, 45 e 130 dias, da infeccdo, os animais foram eutanasiados de acordo
com os protocolos estabelecidos pelo Biotério de Experimentacdo do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes / CPgAM - FIOCRUZ para recuperacdo dos vermes
através da técnica de perfusdo descrita por Duvall and Dewitt, (1967). Os periodos de
25, 45 e 130 dias foram considerados como a idade dos vermes.

Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Os vermes machos S. mansoni foram fixados em glutaraldeido a 2,5%,
formaldeido a 4,0% e tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7.2 por duas horas. P6s-fixados
em tetroxido de 6smio 1% por uma hora e desidratados em séries crescentes de etanol
(50, 70, 90 por 3 vezes em 15 minutos e 3x 100% por 10 minutos cada). Submetidos ao
ponto critico (HCP-2 — HITACHI) e metalizados no Fine Coat — 1100 — JEOL. As
analises dos vermes foram feitas em microscopio eletrénico de varredura JEOL 5600LV
(Ndcleo de Integracdo Tecnoldgica-1 / Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/CPgAM-
FIOCRUZ).
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Protocolo de Rotina para processamento da Amostra - MET

As amostras foram fixadas em glutaraldeido (GA) a 2,5%, formaldeido (FA) a
4%, em tampdo cacodilato de sodio (T. caco) a 0,1M, pH 7,2, por 2 horas ou overnight
em temperatura ambiente, lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas em OsO4 a 1% em
tampéo cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7,2, por 1 hora. Apds a pos-fixacdo foram
lavadas no mesmo tampdao, contrastadas em bloco com acetato de uranila a 2%, lavadas
novamente e desidratadas em séries crescentes de acetona 30, 50, 70, 90 e trés vezes a
100%. A infiltracdo e o emblocamento foram realizados com a resina Epon.

Cortes ultrafinos foram efetuados no referido ultramicrotomo, com navalha de
diamante e posteriormente, contrastados com acetato de Uranila a 5%, por 20 a 30
minutos e citrato de chumbo 1%, por 5 a 10 minutos, dependendo da técnica utilizada.
O exame das preparacOes e a obtencdo das eletronmicrografias foram realizados através

do microscopio eletrénico de transmissdo — 100CX I — JEOL operando a 80 KV.
Marcacdo Citoquimica
Cerca de 5 vermes machos foram utilizados no processamento para cada técnica

citoquimica descrita a seguir.

L ocalizacdo de Proteinas basicas

Técnica do Acido Fosfottngstico (PTA): Os vermes foram fixados (glutaraldeido a
2,5% em tampao cacodilato a 0,1M) overnight e lavado em tampé&o cacodilato a 0,1M,
apos a lavagem, o material foi desidratado em concentracdes crescentes de etanol, em
seguida, o material foi incubado em PTA a 2% em etanol durante 2 horas em
temperatura ambiente. Apds a incubacao, foi realizada a lavagem em etanol puro, trés
vezes por 10 minutos, e posteriormente, em etanol e acetona (1:1) por 10 minutos e
acetona absoluta trés vezes por 10 minutos. Ap6s a desidratacdo o material foi
embebido e emblocado em Epon (Gordom and Bensch 1968).

Técnica da Prata Amoniacal: Apos a obtencdo dos vermes, os mesmos foram fixados
utilizando o glutaraldeido a 2.5% em tampé&o cacodilato a 0.1M. Apdés a fixacdo, o
material foi lavado exaustivamente em agua destilada e posteriormente incubado por 5
minutos em uma solugdo de prata amoniacal. Apos a incubacdo foi realizada uma
lavagem em agua destilada e posteriormente o material foi incubado em formaldeido a

3% durante 5 minutos, lavado em &gua destilada e pos-fixado em 6smio a 1%. Depois,
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as amostras foram processadas seguindo o protocolo de rotina e observados no MET
(Mcrae and Meltz 1970).

Para o controle das técnicas acima foi realizada uma acetilacéo, onde logo apds a
fixacdo dos vermes foram colocados em uma solucdo de Anidrido Acético p.a. a 10%
em Piridina durante 90 minutos. Apo6s lavagem em agua destilada, o material foi
desidratado, infiltrado e emblocado em Epon seguindo o protocolo de rotina.

Localizacdo de sitios de afinidade por Calcio

Os vermes obtidos foram lavados e fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampéo
cacodilato 0,1M, pH 7,2 com CaCl2 5mM overnight a temperatura ambiente. Apés a
fixacdo, o material foi lavado duas vezes em tampdo cacodilato a 0,1M, pH 7,2
contendo 5mM de cloreto de célcio durante 10 minutos. A pds-fixacdo foi realizada
utilizando ésmio a 1% em tampdo cacodilato a 0,1M, pH 7,2 contendo 5mM de cloreto
de célcio e 0,8% de ferricianeto de potassio durante 2 horas no escuro. Trés lavagens
foram realizadas com tampdo cacodilato a 0,1M contendo 5mM de cloreto de célcio
durante 10 minutos (Hepler, 1980). Em seguida, foi realizada a desidratacdo e a inclusdo
seguiu o protocolo de rotina e observados no MET.

Para o controle da técnica, os cortes ultrafinos foram incubados em uma solucéo
de EDTA 5mM durante 30 minutos em temperatura de 60 °C, em seguida lavados com
agua destilada e contrastados com acetato de uranila a 5% por 20 minutos e citrato de

chumbo a 1% durante 5 minutos.

Localizacdo de sitios Anibnicos em carbohidratos acidos

Técnica da Ferritina Cationizada: Os vermes foram fixados em glutaraldeido a 2,5%
em tampdo fosfato a 0.1M, pH 7.4 durante 2 horas em temperatura ambiente. Lavados
duas vezes em PBS pH 7.4 por 10 minutos e depois incubados em uma solucéo de
Cloreto de Amonio a 50mM em Tampdo fosfato, pH 7.4 por 2 horas em temperatura
ambiente. ApoOs lavagem no mesmo tampdo, a amostra foi incubada por 60 minutos em
temperatura ambiente em uma solugdo contendo 100ug/mL de particulas de ferritina
cationizada, pH 7.2 (Danon et al. 1972). Apos a incubacédo, as amostras foram lavadas
trés vezes no mesmo tampao, desidratadas e infiltradas com resina Epon.

Para o controle da técnica foi realizado o tratamento enzimético, onde 0s vermes

foram incubados por 5 minutos em uma solugdo contendo 500 mg/ml de tripsina (Sigma
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tipo 111, pH7,2 ) ou por 60 minutos na presenca de 0.03 U/ml de neuraminidase de
Vibrio cholerae (Sigma) em pH 6.0 ou por 18 horas na presenca de 0.1 U/ml de
condroitinase AB (Sigma) pH 8.0. Todos esses tratamentos foram conduzidos em 37 °C

sob agitacdo (Souza et al. 1989).

Localizacdo de lipideos insaturados

Técnica do tampéao Imidazol: Para a deteccdo de lipideos, os vermes foram fixados em
solugédo de glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1 M (pH 7,2), as amostras
foram lavadas com o mesmo tampéo e em seguida lavou-se em 0,1 M de tampdo de
imidazol (pH 7,5). Os vermes foram pos-fixados numa solugcdo contendo 2% de OsQO,
em tampdo de imidazol 0,1 M, pH 7.5 durante 30 minutos em temperatura ambiente,
lavados duas vezes por 10 minutos no mesmo tampdo imidazol, desidratados em
acetona e embebidos em Epon 812 seguindo o protocolo de rotina. Secgdes ultrafinas
foram recolhidas e visualizadas por TEM, foram contrastadas por 10 minutos em
acetato de uranila a 5% e depois lavadas em agua destiladas durante 30 segundos e
secadas. (Souza et al. 1989).

Para o grupo controle, todos os passos acima mencionados foram feitos,

omitindo o tampé&o de incubacéo imidazol.

RESULTADOS

Morfologia geral do verme adulto de Schistosoma mansoni

A morfologia geral dos vermes de S. mansoni 25 dias, 45 dias e 130 dias foi
analisada através da microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo (Fig. 6 A-F).
Todos os vermes contém as mesmas estruturas externas como ventosa oral, ventosa
ventral ou acetdbulo, canal ginecoforo, além do corpo recoberto por tubérculos e
espiculas que sdo facilmente visiveis caracterizando o tegumento do verme (Figs. 6 A-
C). Sob o tegumento do verme observar-se, consecutivamente, a lamina basal e arranjo
de mdasculos fibrosos circulares e longitudinais, células subtegumentares e células
digestivas, além de inclusdes lipidicas em varias regides do corpo do verme (Figs. 6D e
6E). Ainda no tegumento possivel evidenciar a superficie da membrana tegumentar,

corpos membranosas, bolsas tegumentares, mitocondrias e estruturas eletrondensas
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denominadas de corpos de inclusdo que podem se apresentar no formato esférico,
alongado ou discdide (Fig. 6F).

Localizacéo de Sitios de Calcio

Analisando as eletromicrografias dos vermes adultos de S. mansoni de 25, 45 e
130 dias incubados com cloreto de célcio, podemos observar a presenca de sitios de
calcio através da eletrondensidade nas estruturas do verme, na regido do tegumento, na
superficie da membrana tegumentar, corpos de inclusdo, mitocondrias e bolsas
tegumentares. Também foram observados sitios de célcio na musculatura circular,
musculatura longitudinal, membranas das bolsas subtegumentares, mitocondrias,
membranas dos nucleos das células subtegumentares e células digestivas (Figs. 7B-D e
8B-F).

Nos grupos controles de 25, 45 e 130 dias que foram tratados com EDTA néo foi
possivel evidenciar marcagdes eletrondensas indicativas de sitio de calcio nas areas do
tegumento, nas membranas tegumentares, musculatura circular e musculatura

longidutinal e células subtegumentares (Figs. 7A, 8A e 8B).

Localizagdo de Sitios Anidnicos de Carboidratos Acidos pela Ferritina Cationizada

Os vermes adultos de S. mansoni de 25, 45 e 130 dias incubados com a ferritina
cationizada mostraram uma marcacéo no glicocalice e na superficie do tegumento (Figs.
9B, 9E e 9H). Com um maior aumento foi possivel visualizar a presenca de marcacao
nas bolsas tegumentares dos vermes com 130 dias (Fig. 9H). Observamos que a
intensidade da marcacgdo foi aumentando a medida que o verme foi envelhecendo.

Na analise dos vermes adultos S. mansoni controles nos periodos de 25, 45 e 130
dias, ndo observado marcacOes eletrodensas na superficie do tegumento e glicocalice
(Figs. 9A, 9D e 9G).

Tratamento Enzimatico

Como resultado foi possivel observar que houve uma alteracdo no perfil de
marcacdo da superficie do tegumento do verme (Figs. 9C, 9F e 9l).

O tratamento com a enzima proteolitica condroitinase especifica para quebra de
grupamentos de sulfeto revelou apenas uma marcacdo pontual na superficie do
tegumento (Fig. 9C). Por outro lado o tratamento com a tripsina especifica para quebra

de grupamentos carboxilas de acido urdnico e derivados mostrou que a intensidade da
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marcacdo foi moderada na superficie do tegumento (Fig. 9F). J& a neuraminidase que
tem especificidade para terminacGes de grupamento carboxila de &cido sialico
praticamente manteve o perfil de marcacédo da ferritina (Fig. 91) quando comparado ao

grupo sem tratamento enzimatico (Fig. 9E).

Localizacdo de Lipidios Insaturados pelo Imidazol

As inclusdes lipidicas de acidos graxos insaturados em vermes adultos de S.
mansoni com 25, 45 e 130 dias, apos foram observadas marcacdes eletrodensas nas
regides do tegumento e subtegumento (Figs. 10, 11 e 12).

Analisando os vermes com 25 dias, observamos a presenca de marcagdes
eletrodensas nas membranas, corpos de inclusdes, bolsas tegumentares, mitocéndrias
(Figs. 10B-F), nos musculos circulares, musculos longitudinais (Figs. 10B e 10C),
membranas das estruturas das células subtegumentares (Figs. 10B e 10F). Com maior
aumento foi possivel observar que a superficie da membrana tegumentar e da membrana
da espicula é composta por lipidios insaturados, além das bolsas e estruturas
membranosas presentes no tegumento (Figs. 10C-E). E importante dizer que poucas
inclusdes lipidicas de forma globular foram visualizadas nas regides tegumentares e
subtegumentares do verme.

Por outro lado, os vermes de 45 dias apresentaram alguns tubérculos, a regido
muscular circular e longitudinal, bem como a regido do subtegumento apresentavam
inclusdes lipidicas eletrondensas, de didametros variados, marcadas pelo imidazol (Figs.
11B-F). Em detalhe vimos que a membrana da superficie do tegumento, das bolsas
tegumentares, mitocondria e os corpos de inclusdo apresentaram-se eletrodensos (Fig.
11D). Na regido subtegumentar, proximo as células dos ductos secretores, visualizamos
mitocondrias e célula flame com todas as suas membranas marcadas (Figs. 11E-F).

Uma maior quantidade de inclusdes de lipidios eletrondensas foi observada no
interior dos vermes com 130 dias. Além disso, comparando com as inclusdes de lipidios
encontrados nos vermes de 25 e 45 dias, observamos que as inclusdes lipidicas dos
vermes com 130 dias apresentam uma maior eletrondensidade (Figs. 12B-F). Marcagdes
na superficie da membrana tegumentar, glicocalice, tubérculo, regibes musculares e
subtegumentares podem ser observadas nas Figuras 12B-D e 12F. Observando em
detalhe o tegumento, além da presenca de inclusdo lipidica vimos que estruturas como

as bolsas tegumentares, mitocondrias e corpos de inclusdo estavam marcados (Fig.
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12D). Pequenas particulas lipidicas bastante eletrondensas foram visualizadas no
glicocélice, regido muscular e subtegumentar do verme (Figs. 12B-C e 12F).

Nos grupos controle, os vermes com 25 dias (Fig. 10A), 45 dias (Fig. 11A) e 130
dias (Fig. 12A) que ndo foram incubados com o tampdo imidazol foi visualizado a
presenca de inclusGes lipidicas no interior do verme de forma globular de tamanhos
variados, porém com uma menor eletrodensidade, quando comparado com as inclusées

de lipidios insaturados marcados com o imidazol.

Localizagd@o de proteinas Basicas: Prata Amoniacal e PTA

As técnicas de citoquimica para deteccdo das proteinas bésica nos vermes
adultos de S. mansoni com 25, 45 e 130 dias, ap0s as incubacfes na Prata Amoniacal e
PTA, mostrou a presenca de proteinas basicas ricas em arginina, lisina revelada pela
técnica da prata amoniacal e as proteinas ricas em histidina foram reveladas pela técnica
do PTA (Figs. 13A-1 e 14A-E).

Os vermes com 25 dias apresentaram-se marcados, de forma homogénea, com
particulas de prata amoniacal na regido do tegumento e subtegumento (Fig. 13B).

Quando foram analisados os vermes com 45 dias, encontramos a regido do
tegumento e subtegumentos marcados com as particulas de prata, com maior
concentracdo no glicocélice, regido muscular, nucleos das células subtegumentares e
nicleos das células digestivas (Figs. 13C-F). E importante ressaltar que a marcacio do
glicocalice foi observada apenas nos vermes de 45 dias. Em detalhe foi observada
marcacdo nas mitocondrias das células subtegumentares (Figs. 13G). Observamos uma
maior marcacdo de particulas eletrodensas nos vermes com 45 dias quando comparado
aos vermes de 25 e 130 dias.

Nos vermes com 130 dias a marcacédo foi encontrada no tegumento, musculatura
e nucleo das células subtegumentares (Fig.s 13H-1).

Analisando o grupo controle da prata amoniacal podemos observar auséncia de
particulas eletrodensas na superficie do tegumento do verme, tegumento, musculatura
circular, musculatura longitudinal e na regido subtegumentar (Fig. 13A).

Os vermes com 25 dias incubados com o acido fosfotungstico (PTA) nao
apresentou marcacdo no tegumento nem na regido muscular, as proteinas foram
marcadas apenas nos nucleos e nucléolos das células subtegumentares (Fig. 14B). Por
outro lado, os vermes com 45 e 130 dias apresentaram o mesmo perfil de marcacéo,

onde podemos visualizar marcac6es eletrodensas nas espiculas do tegumento do verme
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(Fig. 14C), corpos de inclusdes (Fig. 14D) e nucleo e nucléolo das células da regido
subtegumentar (Fig. 14E). No grupo controle do PTA observou-se auséncia de
marcacdo eletrodensas na superficie tegumento do verme, como também nas

musculaturas circular e longitudinal e na regido subtegumentar (Fig. 14A).

DISCUSSAO
Morfologia Geral

Os vermes de S. mansoni independente da idade apresentaram morfologia
delgada e longa. O tamanho do macho de S. mansoni medindo cerca de 1,0 cm de
comprimento e sua coloragdo branca, além da presenca da ventosa oral, ventosa ventral
e canal ginecdforo ja havia sido descritos por Neves (2005) e Rey (2008).

A superficie do tegumento dos vermes exibiu grande quantidade de pequenos
tubérculos, que encontravam-se mais abundantes na superficie dorsal. A presenca de
estruturas mais delicadas puderam ser observadas atraves da microscopia eletrénica de
transmisséo e varredura, consistindo de minusculas espiculas situadas na superficie do
verme. Logo abaixo do tegumento estdo as camadas musculares da parede do corpo do
helminto, responsaveis pela movimentacdo e todo espacgo interior entre 0s Orgaos
internos conhecidos como bolsas subtegumentares, ocupado por um tecido denominado
estroma, formado de células subtegumentares e lacunas cheias de um liquido
intersticial. Estas mesmas estruturas podem ser observadas em Neves (2005).

O tegumento de S. mansoni € uma importante interface entre o parasita e seu
ambiente intravascular no hospedeiro (Aradjo et al. 1993). Através deste tegumento
especializado, o0s vermes adultos realizam trés atividades basicas para sua
sobrevivéncia: assimilar nutrientes de sangue do hospedeiro; sdo capazes de escapar a
resposta imune do hospedeiro contra a sua presenca (Abath and Werkhavser 1996) e
regenerar a partir de lesdes induzidas (Popiel et al.1985). Outros estudos demonstraram
que o tegumento trematddeo é estruturalmente adaptado para o transporte, evasdo
imunoldgica e comunicacdo com o sistema neuromuscular, além disso, numerosos
pogos na superficie do tegumento aumentam significativamente a area de superficie do
parasita, 0 que é caracterizado como uma funcdo de transporte (Thompson and Geary
1995). Na verdade, essas atividades estdo intimamente relacionadas com a composi¢ao
bioguimica das estruturas do verme que podem variar em quantidade e localizagdo ao

longo de sua evolugéo no interior de seu hospedeiro.
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Localizagéo de Sitios de Calcio

Na literatura encontramos alguns estudos sobre a localiza¢do do célcio em S.
mansoni, porém na fase larval, nenhuma abordagem ultraestrutural. A elucidacdo da
localizagdo de depositos de calcio no verme através da ultraestrutura é importante para
tentar correlacionar a localizagdo “in loco” com a funcdo.

Nossos resultados revelaram a presenga de sitios de céalcio em todas as regies
dos vermes adultos independente da idade. De acordo com a marcacdo, 0 ion esta
distribuido de forma regular nas estruturas tegumentares e subtegumentares,
principalmente na musculatura e parece demarcar ainda os todos 0s espagos internos e
algumas organelas do verme. Esses achados também foram evidenciados por Cavalcanti
et al. (2009), analisando a presenca dos sitios de ions na cercaria de S. mansoni.

Segundo SOUZA (2005), os ions de calcio desempenham papel de muita
relevancia em uma série de atividades celulares e estdo envolvidos com a contracdo
muscular, o movimento de cilios e flagelos, despolarizacdo, secrecdo, ativacdo de
microtibulos e microfilamentos, endocitose e exocitose. Certamente alguns desses
processos como a contracdo da musculatura para locomoc¢do (Cavalcanti et al. 2009),
secrecdo ativada pela presenca de célcio nas glandulas pré-acetabulares e ductos de S.
mansoni (Lewert et al. 1966), endocitose e exocitose (Thompsom and Geary, 1995) ja
foram elucidados no S. mansoni e provavelmente justifique a marcagdo encontrada em
nossas amostras.

Nesse estudo, pela localizacdo do célcio apresentada podemos sugerir que o
sucesso no estabelecimento e sobrevivéncia do parasito no hospedeiro depende da

presenca de ions célcio nas estruturas do verme.

Localizaco de Sitios Anidnicos de Carboidratos Acidos pela Ferritina Cationizada

Carboidratos estdo expostos na superficie do verme na forma de glicolipidios e
glicoproteinas ligados na membrana do tegumento, a qual também contém as enzimas
necessarias para a sua biossintese (Thompsom and Geary, 1995).

Alguns autores relacionaram a presenga de grupamentos carregados
negativamente na superficie de helmintos com a protecdo contra a perda de contetdos
internos (Murrel et al. 1983). Por outro lado, é possivel que tais grupamentos ativem o
sistema complemento do hospedeiro via fator de Hageman ou fator V11 da coagulacéo, e

consequentemente, desencadeando reacdes inflamatorias (Thompsom and Geary 1995).
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Através da ligacdo da ferritina cationizada na camada mais externa do parasito,
observamos a presenca de sitios aniénicos associados com o glicocélice e na superficie
do tegumento do verme, e em especial nas bolsas tegumentares para os vermes com 130
dias. Esses resultados também foram observados em estudos citoquimicos com a larva
cercarial de S. mansoni (Cavalcanti et al 2009), larva L3 de Wuchereria bancrofti (Silva
et al. 2006) e vermes adultos de Strongyloides ratti e Trichinella spirallis (Murrel et al.
1983).

O tratamento das amostras com a neuraminidase, seguido de incubacdo com
ferritina cationizada ndo alterou o padrdo de marcacao dessas particulas na superficie do
trematdide. Nossa observacdo utilizando a neuraminidase de elevada especificidade
indica que grupamentos carboxilicos ndo estdo envolvidos na carga de superficie do
verme de S. mansoni. Estes resultados estdo de acordo com o que foi observado por
Cavalcanti et al. (2009) trabalhando com cercaria de S. mansoni e Himmelhoch and
Zucherman (1978) com o nematoide de vida livre Caenorhabditis briggsae.

O tratamento com tripsina resultou numa moderada marcacdo nas cargas
negativa de superficie do verme, esta observacdo vai de encontro aos achados de
Cavalcanti et al. (2009) onde houve eliminacdo da marcacdo pela ferritina indicando
que as glicoproteinas sensiveis a tripsina devem estar contribuindo de forma
significativa na superficie negativa da cercaria.

Os resultados com o tratamento dos vermes com condroitinase AB gque possuli
especificidade para condroitina-4-sulfato e dermatan sulfato (B) teve maior agdo sobre
as cargas de superficie negativa permitindo apenas marcacdo pontual de particulas de
ferritina cationizadas. Esta observacdo sugere que a presenca de glicosaminoglicanas no
tegumento do verme de S. mansoni. Porém, mais estudos bioquimicos sdo necessarios

para confirmar esta observacdo citoquimica.

Localizacdo de Lipidios Insaturados pelo Imidazol

A técnica utilizada para a detec¢do de lipidios insaturados foi a do tampédo
imidazol que emprega o complexo 6smio-imidazol. Através da utilizagdo desta técnica
foi possivel evidenciar que os vermes de S. mansoni tratados com tampao imidazol
apresentaram uma marcagdo mais evidente a medida que a idade do parasita aumentava.
Obsevando com maior detalne no verme mais velho ficou claro que o material
fragmentado presente no glicocalice, superficie do tegumento e nas regides

tegumentares e subtegumentares possui na sua composicao lipidios insaturados, por
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apresentarem eletrondensidade similares as encontradas nas inclusdes. Cavalcanti et al.
(2009) evidenciaram a presenca de lipidios insaturados em toda superficie de cercarias
de S. mansoni, e sugeriu que este material lipidico esteja servindo como um agente
facilitador na aproximacao e estabelecimento do parasita no hospedeiro.

Acredita-se que o S. mansoni utiliza os lipidios em alguns processos que s&o
vitais para a sua sobrevivéncia em longo prazo dentro do hospedeiro mamifero. Os
lipidios sdo necessarios pelo parasita ndo s6 para manter a sua integridade superficial e
requisitos estruturais, mas também para a producdo de ovos e sinalizagdo celula-célula.
No entanto, S. mansoni é incapaz de sintetizar os proprios lipidios essenciais e devem
obter estes a partir do seu hospedeiro (Furlong 1991; Fried 1991).

Uma vez que este componente encontra-se mais evidente a medida que o verme
vai ficando mais velho, € possivel que esses lipidios suprima a resposta imune do
hospedeiro ou ajude o verme a passar despercebido (Araujo et al. 1993). Outros autores
acreditam que estes lipidios possam ser sintetizados a partir da gordura absorvida do
hospedeiro para auxiliar na nutricdo dos vermes (lvanov 1950; Furlong 1991; Aradjo et
al. 1993).

Os lipidios insaturados foram evidenciados no tegumento, regido tegumentar e
subtegumentar. Possivelmente alguns 6rgaos do parasita podem produzir material para
reparar e reorganizar o tegumento do verme ap0s a penetracdo e estabelecimento no
hospedeiro (Hockley and Mclaren 1973). Como observamos a presenca de material
lipidico em varias regides do verme, é possivel que entre 0s componentes reparadores
existam lipidios insaturados. Além disso, Cavalcanti et al. 2009 sugeriram, outra
possivel funcdo da presenca de inclusdes lipidicas no tegumento do verme é gque estas
podem estar relacionadas com a protecdo do parasita as adversidades do meio onde se
encontram.

Sabemos que a localizagdo ultraestrutural de lipidios insaturados nos vermes de
S. mansoni ndo fornece informacgdes concretas da origem destes compostos, uma vez
que 0s nossos resultados nao deixou clara a origem deste componente. Porém, com 0s
dados encontrados neste estudo podemos afirmar que a quantidade desses lipidios

aumenta de acordo com a permanéncia do verme no hospedeiro vertebrado.

Localizacéo de proteinas Basicas: Prata Amoniacal e PTA
Detectamos as proteinas basicas através da ultraestrutura utilizando duas

técnicas citoquimicas especificas que foram a prata amoniacal e o acido fosfotungstico
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ou PTA. Estas localizam a presenca de proteinas basicas, porém com especificidades
diferentes, a prata amoniacal, identifica as proteinas ricas em arginina e lisina, enquanto
0 PTA revela proteinas ricas em histidinas (Souza 1998).

Em um estudo citoquimico realizado com a fase larval do S. mansoni, 0s
autores identificaram uma forte marcacdo com a prata amoniacal sobre toda superficie
da larva infectante, além do tecido muscular (Cavalcanti et al. 2009). Esta marcacéo foi
confirmada em nossos estudos tanto no verme mais jovem como no verme mais velho,
porém curiosamente nos vermes com 45 dias, além dessas estruturas apresentarem
proteinas bésicas, o0 glicocélice estava intensamente marcado, provavelmente
desempenhando alguma funcéo especifica.

Sabe-se que o glicocalice apresenta-se perpendicular a superficie do
tegumento do verme e € composta por fibras ramificadas e interconectadas formando
uma rede difusa (Morris 1971; Hockley 1972; Stein; Lumsden 1973). Porém, outros
trabalhos revelaram que o glicocélice é uma parte integral da membrana externa do
tegumento e é provavelmente produzido pelo tegumento, pelo fato de que algumas
fibras que formam o glicocalice estarem firmemente inseridas na membrana externa do
tegumento (Kemp 1970; Stein and Lumsden 1973).

Apesar do papel do glicocélice ndo ter sido completamente elucidado, h4d uma
grande variedade de possiveis funcdes para 0 mesmo como: adesdo e lubrificacdo
(Kruidenier 1951), protecdo contra adversidades do meio (Kruidenier 1951, 1953A,
1953B; Stirewalt 1963), controle da permeabilidade (Morris 1971; Stein; Lumsden
1973) e adaptacdo fisiologica (Kruidenier 1951; Morris 1971).

Utilizando a técnica de PTA identificamos a presenca de proteinas basicas nos
corpos de inclusdo e espiculas no tegumento, ndcleo e nucléolo de células
subtegumentares.

Dorsey et al. (2002) identificaram que corpos de inclusdo, presentes no
tegumento cercarial originam-se do complexo de golgi e apresentam como funcdo a
formacdo da membrana heptalaminar externa. Como esta membrana apresenta em sua
constituicdo proteinas, é possivel que muitas delas sejam basicas por serem originadas
dos corpos de inclusdo, alem das espiculas, que foram marcadas no tegumento do verme
adulto.

Como o PTA detecta proteinas ricas em histidina e estas estdo comprometidas

numa série de fungdes celulares tais como a diferenciacdo celular e a regulacdo da
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funcdo génica de células eucarioticas, a identificacdo dessas proteinas no ndcleo e
nucléolo de células subtegumentares do verme confirma a especificidade da reag&o.
Através da analise da presenca de calcio, grupamentos anidnicos, lipidios e
proteinas basicas, no verme de S. mansoni concluimos que a localizacdo desses
compostos estd fortemente relacionada as diversas fungdes desempenhadas pelo verme
que permite o seu estabelecimento e manutencdo no hospedeiro, onde estes compostos

podem servir como alvo para estudos de controle do parasita.

Agradecimentos: Os autores agradecem ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE) e Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM-FIOCRUZ) pelo suporte técnico, uso das instalacbes e

financiamento.

Referéncias

Abath FG, Werkhauser RC (1996) The tegument of Schistosoma mansoni: functional
and immunological features. Parasite Immunol 18(1):15-20.

Araujo AC, Souto-Padron T, De Souza W (1993) Cytochemical localization of
carbohydrate residues in microfilariae of Wuchereria bancrofti and Brugia malayi.
J. Histochem Cytochem 41(4):571-578.

Cavalcanti MGS, Aratjo HR, Paiva MH, Silva GM, Barbosa CC, Silva LF, Brayner
FA, Alves LC (2009) Ultrastructural and cytochemical aspects of Schistosoma
mansoni cercaria. Micron 40 (3):394-400.

CDC-CENTERS FOR DISEASE CONTROL Schistosomiasis. Atlanta. 2010.
Disponivel em: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm. Acesso
em: 14/2/2013.

Danon D, Goldstein L, Marikovsky Y, Skutelsky E (1972) Use of cationized ferritin as
a label of negative charges on cell surfaces. J Ultrastruct Res 38(5):500-510.

Dorsey CH, Cousin CE, Lewis FA, Stirewalt MA (2002) Ultrastructure of the
Schistosoma mansoni cercaria. Micron 33(3):279-323.

Fried B (1991) Role of lipids in Schistosoma mansoni. Parasitol Today. 7(8):204.

Furlong ST (1991) Unique roles for lipids in Schistosoma mansoni. Parasitol Today
7(2):59-62.

Gordon M, Bensch KG (1968) Cytochemical differentiation of the guinea pig sperm
flagellum with phosphotungstic acid. J Ultrastruct Res. 24(1):33-50.

Himmelhoch S, Zuckerman BM (1978) Caenorhabditis briggsae: aging and the
structural turnover of the outer cuticle surface and the intestine. Exp Parasitol
45(2):208-214.

Hockley DJ, Mclaren DJ (1973) Schistosoma mansoni: changes in the outer membrane
of the tegument during development from cercaria to adult worm. Int J Parasitol
3(1):13-25.

Hockley DJ (1972) Schistosoma mansoni: the development of the cercarial tegument.
Parasitol 64(2):245-252.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abath%20FG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9223152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werkhauser%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9223152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9223152

1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436

Ivanov Il (1950) On the byochemistry of the muscular apparatus of helminths. Trusdy,
Vsesoiuz 4:51-57.

Kemp WM (1970) Ultrastructure of the Cercarienhiillen Reaktion of Schistosoma
mansoni J Parasit 56:713-723.

Kruidenier FJ (1951) The formation and function of mucoids in virgulate cercariae,
including study of the virgula organ. Am Midl Nat 46:660-683.

Kruidenier FJ (1953a) Studies on the formation and function of mucoide glands in
cercariae: opisthorchoid cercariae. J Parasit 39:385-391.

Kruidenier FJ (1953b) Studies on the formation and function of mucoide glands in
cercariae: non-virgulate xiphodiocercariae. Am Midl Nat 50:382-396.

Lawn SD, Lucas SB, Chiodini PL (2003) Case report: Schistosoma mansoni infection:
failure of standard treatment with praziquantel in a returned traveler. Trans R Soc
Trop Med Hyg 97:100-101.

Lewert RM, Hopkins DR, Mandlowitz S (1966) The role of calcium and magnesium
ions in invasiveness of schistosome cercariae. Am J Trop Med Hyg 15(3):314-323.

Morris GP (1971) The fine structure of the tegument and associated structures of the
cercaria of Schistosoma mansoni. Z Parasitenkd 36:15-31.

Mostafa OM, Dajem SM. (2010) Effects of Schistosoma mansoni experimental
infection on some inorganic elements in the snail host Biomphalaria alexandrina. J
Egypt Soc Parasitol 40(1):197-204.

Murrell KD, Graham C E, Mcgreevy M (1983) Strongyloides ratti and Trichinella
spiralis: net charge of epicuticle. Exp Parasitol 55(3):331-339.

Neves DP (2005) Parasitologia Humana - 11°ed. Sdo Paulo: Editora Athene.

Popiel I, Irving DL, Basch PF (1985) Wound healing in the trematode Schistosoma.
Tissue Cell 17(1):69-77.

Rey L (2008) Parasitologia: parasitos e doencas parasitarias do homem nos tropicos
ocidentais. 4™ ed, Rio de Janeiro, Guanabara Koogan.

Silva LF, Alves LC, Santos SS, Cavalcanti MG, Peixoto CA (2006) Cytochemical
characterization of the third-stage larva of Wuchereria bancrofti (Nematoda:
Filarioidea). Parasitol Res 99(1):14-20.

Souza W (1998) Técnicas basicas de microscopia eletrbnica aplicada as ciéncias
bioldgicas: Sociedade Brasileira de Microscopia, 179pp.

Stein PC, Lumsden RD (1973) Schistosoma mansoni: topochemical features of
cercariae, schistosomula, and adults. Exp Parasitol 33(3):499-514.

Stirewalt MA (1963) Cercaria vs. schistosomule (Schistosoma mansoni): absence of the
pericercarial envelope in vivo and the early physiological and histological
metamorphosis of the parasite. Exp Parasitol 13:395-406.

Thompson DP, Geary TG (1995) The structure and function of helminth surfaces. In:
Biochemistry and Molecular Biology of Parasites (J. J. Marr, Ed.), 1* ed, Academic
Press, New York, pp. 203-232.

Van Hellemond JJ, Van Balkom BW, Van Gestel RA, Brouwers JF, Krijgsveld J,
Yazdanbakhsh M, Shoemaker CB, Tielens AG (2006) A Function of the tegument
of Schistosomes: Clues from the Proteome and Lipidome. Int J Parasitol 36:691-
699.

WHO-WORLD HEALTH ORGANIZATION. (2012) Report of the WHO informal
consultation on schistosomiasis control. Geneva.
www.who.in/temas/esquistossomose/pt. Acesso em: 02.11.2012.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mostafa%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dajem%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20503598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mostafa+2010+schistosoma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mostafa+2010+schistosoma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Popiel%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4002212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Irving%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4002212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Basch%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4002212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Popiel+I%2C+Irving+DL%2C+Basch+PF+1985.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Santos+SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Peixoto+CA%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WFH-4NTBFMF-2&_user=686475&_coverDate=11%2F30%2F2007&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=article&_cdi=6795&_sort=v&_docanchor=&view=c&_ct=1412&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=7ac22b24234c76d4ac823fa2a425e2b2#bbib37
http://www.who.in/temas/esquistossomose/pt

1437

1438

1439

1440
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Fig. 6(A-F): Eletromicrografias da morfologia externa e interna do verme macho de S.
mansoni. A, B e C: Verme com 25 dias, 45 dias e 130 dias, respectivamente apresentando as
mesmas estruturas externas como ventosa oral (seta curta), ventosa ventral (seta longa) e canal
ginecoforo (seta aberta). Em destaque de cada eletromicrografia encontra-se a micrografia
respectiva a cada idade do verme. D-E: Estruturas tegumentares e subtegumentares presentes
no verme 25 dias, 45 dias e 130 dias - tegumento (T), espicula (Es), musculatura circular (mc),
musculatura longitudinal (ml), bolsas subtegumentares (%), inclusGes lipidicas (iL), células
subtegumentares (Cs), células digestivas (cd). F: Detalhe do tegumento com a presenca da
superficie da membrana tegumentar (seta longa), corpos de inclusdo (seta curta), corpos
membranosos (A), mitocondria (m), bolsas tegumentares (*). N=nlcleo e Lu = limen
intestinal.
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Fig. 7(A-D): Eletromicrografias de vermes adultos de S. mansoni com 25 dias para localizacédo
de sitios de célcio. A: Grupo controle mostrando auséncia de marcagdo em todas as estruturas
do tegumento (T), musculatura circular (mc) e musculatura longitudinal (ml). B-D: Podemos
observar a presenca de sitios de célcio através da eletrondensidade das estruturas - na
superficie da membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusdo (seta curta), mitocondria
(m), bolsas tegumentares (*), bolsas subtegumentares (%), musculatura circular (mc),
musculatura longitudinal (ml) e membranas (seta aberta) da célula subtegumentare (Cs). T =
tegumento e N = Nucleo.
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Fig. 8(A-F): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 45 dias (A, C e E) e 130
dias (B, D e F) para localizacéo de sitios de calcio. A e B: Grupo controle mostrando
auséncia de marcagdo em todas estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc),
musculatura longitudinal (ml) e células digestivas (cd). C-F: Podemos observar a
presenca de sitios de célcio através da eletrondensidade das estruturas na superficie da
membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusdo (seta curta), mitocondria (m),
bolsas tegumentares (*), bolsas subtegumentares (%), musculatura circular (mc),
musculatura longitudinal (ml) e células digestivas (cd). T = tegumento, N=n(cleo e Lu =
[Umen intestinal.
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Fig. 9 (A-1): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 25 dias (A e B), 45 dias (D e
E) e 130 dias(G e H) para identificacdo de carboidratos &cidos através da ferritina cationizada.
A, D e G: Grupos controle mostrando auséncia de marcacéo em todas estruturas do tegumento
(T). B, E e H: Podemos observar marcacdo na superficie da membrana tegumentar (setas
longas) e glicocalice (setas abertas) e bolsas tegumentares (seta curta). Note que o perfil de
marcacdo varia de acordo com a idade do verme. C, F e I: Vermes de S. mansoni com 45 dias
submetidos ao tratamento enzimatico com condroitinase, tripsina e neuraminidase, antes da
incubacdo com a ferritina cationizada, respectivamente. Com marcagdo na superficie da
membrana tegumentar (setas longas). T=tegumento, Es=Espicula, mc=musculatura circular,
ml=musculatura longitudinal.
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Figs. 10(A-F): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni 25 dias para localizacdo de
lipidios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando auséncia de
marcagdo em todas as estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc), musculatura
longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). B-F: Podemos observar a presenca de
lipidios insaturados atraves da eletrondensidade das estruturas marcadas pelo imidazol na
superficie da membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusdo (seta curta),
mitocondria (m), bolsas tegumentares (*), além das membranas celulares da musculatura
circular (mc), musculatura longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). T=tegumento,
N=NUcleo e Es=Espicula.
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Figs. 11(A-F): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 45 dias para localizagéo de
lipidios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando auséncia de
marcacdo em todas as estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc), musculatura
longitudinal (ml). B-F: Podemos observar a presenca de lipidios insaturados através da
eletrondensidade das estruturas na superficie da membrana tegumentar (setas longas),
corpos de inclusdo (seta curta), mitocondria (m), bolsas tegumentares (*), musculatura
circular (mc), musculatura longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). T= tegumento,
Tu =Tubérculo, iL = Inclusdo lipidica, Cf = Célula flame e N = Nucleo.
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Figs. 12(A-E): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 130 dias para
localizacdo de lipidios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando a
presenca de inclusdes lipidicas (iL) com menor eletrondensidade no interior do verme.
B-F: Podemos observar a presenca destacada de lipidios insaturados superficie da
membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusdo (seta curta), mitocéndria (m),
bolsas tegumentares (*), tubérculo (Tu), musculatura circular (mc) e musculatura
longitudinal (ml). Note presenca de pequenas particulas de lipidios no glicocélice, regido
tegumentar e subtegumentar (setas aberta)s. St =regido subtegumentar e iL = Inclusdo
lipidica.
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Figs. 13(A-1): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni — 25 dias (B), 45 dias (C-G) e 130
dias (H e 1) para identificagdo de proteinas béasicas, através da prata amoniacal. A: Grupo
controle mostrando auséncia de marcagdo nas estruturas do tegumento (T), musculatura circular
(mc) e musculatura longitudinal (ml). B: Observamos marcagdo no tegumento (T), musculatura
circular (mc) musculatura longitudinal (ml). C-G: Podemos observar a presenca de marcagao em
muitas regiGes do verme — no glicocalice (seta longa), tegumento (T), musculatura circular (mc),
musculatura longitudinal (ml), mitocondria (m), ndcleo das células subtegumentares (Cs) e
células do intestino (*). H-1: Observar pouca marcagao no tegumento, musculatura circular (mc)
e musculatura longitudinal (ml) do verme, além do nucleo da célula secretora (*). Cf = Célula
flame e Lu = Ldmen intestinal.



149  Figs. 14(A-E): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni — 25 dias (B), 45 dias (C)
e 130 dias (D e E) para identificacdo de proteinas basicas, através do Acido

1497 fosfotungstico. A: Grupo controle mostrando auséncia de marcagdo nas estruturas do
tegumento (T), musculatura circular (mc) e musculatura longitudinal (ml). B:

1498 Observamos auséncia de marca¢do no tegumento (T), musculatura circular (mc) e

1499 musculatura longitudinal (ml) e marcacdo nos nuacleos (N) das celulas
subtegumentares (Cs). C: presenca de espiculas (seta aberta) marcadas no tegumento

1500 (T). D: Marcacdo nos corpos densos (setas) no tegumento (T). E: Marcagdo nos
nucleos (N) e nucléolo (*) das células subtegumentares (Cs).
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CONCLUSOES

1°) A identificacdo dos sitios de célcio na regido tegumentar e subtegumentar
dos vermes de S. mansoni, sugerem seu importante papel na contracéo

muscular e permeabilidade das membranas.

2°) A observacdo da ferritina cationizada no glicocalice e na superficie da
membrana tegumentar dos vermes de S. mansoni, sugere que além da funcéo
estrutural os carboidratos acidos tem participacdo, no reconhecimento e
adesao celular, e que os grupamentos de sulfeto podem estar conferindo a

carga anionica na superficie dos vermes.

3°) A maior quantidade de lipidios insaturados foi observada nos vermes de S.

mansoni com 130 dias, comparado aos vermes com 25 e 45 dias.

4°) As proteinas béasicas ricas em histidina no nucleo e nucléolo de células
subtegumentares (vermes de todas as idades) e no tegumento em especial
espinhos e corpos de inclusdo, nos vermes de 45 e 130 dias, podem estar

envolvidas na diferenciacdo celular.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Certificado de Aprovacido

Certificamos que o Projeto intitulado Acéo de produtos naturais e do

Praziguantel em Schistosoma mansoni e caracterizacao da resposta
celular de Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea. Protocolado

sob o N° 06/2010, coordenado pelo (a) pesquisador (a) Luiz Carlos Alves de
acordo com a Lei 11.794/2008 e foi aprovade pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ Fundagao
Oswaldo Cruz (CEUA-CPgAM) em reunidao 28/07/2011. Na presente verséo,
este projeto esta licenciado e tem validade até dezembro de 2015

......

S T al

CAMUNDONGO MUS
MUSCULUS SWISS WEBSTER 230
IDADE 28 DIAS
PESO 30 A 35g. TOTAL 230

We certify that the project entitled. Acdo de produtos naturais e do

P tel em_ Schistosoma mansoni e caracte res
celular _de Biomphalaria gla e Biom laria straminea (CEUA
Protocol N° 06/2010), coordinated by Luiz Carlos Alves is according to the
ethical principles in animal research adopted by the Brazilian law 11.794/2008
and so was approved by the Ethical Committee for Animal Research of the
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/ Fundacéo Oswaldo Cruz on july 28,
2011. In the present version this project is licensed and valid until december,
2015
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