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RESUMO 

 

Uma alternativa para identificar componentes bioquímicos necessários ao 

estabelecimento e manutenção do parasito no hospedeiro pode ser obtida através 

da citoquímica. Foi realizado um estudo citoquímico ultraestrutural do verme adulto 

macho de S. mansoni com 25, 45 e 130 dias. Para localizar sítios de cálcio 

utilizamos a técnica de Hepler e para evidenciar grupamentos aniônicos 

empregamos a ferritina cationizada, além do tratamento enzimático com 

condroitinase, tripsina e neuraminidase. Para a identificação de lipídios insaturados 

foi utilizada, a técnica do Tampão Imidazol e para localizar proteínas básicas 

empregamos às técnicas do Ácido Fosfotúngstico (PTA) e da Prata Amoniacal. A 

localização de sítios de cálcio mostrou-se bastante uniforme, demarcando os 

espaços internos, principalmente, o tecido muscular do verme, independente da sua 

idade. As amostras tratadas com ferritina cationizada apresentaram uma forte 

marcação na membrana do tegumento e glicocálice a intensidade da marcação 

aumentou de acordo com a idade do verme. O tratamento das amostras com a 

neuraminidase não alterou o padrão de marcação, enquanto com a tripsina marcou 

moderadamente a superfície do trematóide. Já, o tratamento com a condroitinase 

resultou em marcação pontual na superfície do verme. Foi observada a presença de 

lipídios insaturados de formato globular em toda a região tegumentar e 

subtegumentar do verme, sendo maior a concentração de lipídios à medida que 

verme ficava mais velho. Através da técnica da prata amoniacal, identificamos forte 

marcação dos carboidratos ácidos nas regiões tegumentares e subtegumentares do 

verme, com marcação do glicocálice presente apenas nos vermes com 45 dias. Já 

com o PTA foi identificada a presença de proteínas básicas no núcleo e nucléolo de 

células subtegumentares para todos os vermes, além de corpos de inclusão e 

espículas do tegumento nos vermes com 45 e 130 dias. O esclarecimento da 

composição bioquímica da região tegumentar e subtegumentar do verme adulto S. 

mansoni fornece dados para um melhor entendimento das relações parasito-

hospedeiro. 

Palavras chaves: Verme adulto. Schistosoma mansoni. Citoquímica, 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. INTRODUÇÃO 1 

No gênero Schistosoma, encontra-se espécies de importância em saúde 2 

pública que são agentes etiológicos da esquistossomose humana. A presença 3 

desta parasitose é um importante indicativo sócio-econômico e atualmente 4 

representa um sério problema de saúde pública, considera como uma doença 5 

parasitaria crônica entre as doenças tropicais. Esta helmintíase ocupa, após a 6 

malária, a segunda posição no mundo estando presente em 77 países com 7 

cerca de 230 milhões de pessoas afetadas pela doença (WHO, 2012). No 8 

Brasil, aproximadamente 10 milhões de pessoas estão infectadas pelo 9 

Schistosoma mansoni, sendo que a maior parte dos casos está na região do 10 

nordeste, com aproximadamente 6 a 8 milhões (WHO, 2012; CIDIA et.al., 11 

2011). 12 

Entre os fatores que contribuíram para propagação da esquistossomose 13 

estão os movimentos migratórios, a exploração inadequada de recursos 14 

hídricos, a distribuição ampla dos hospedeiros intermediários, a longevidade da 15 

doença e a falta de educação sanitária (RIBEIRO et al., 2004). Em 16 

Pernambuco a esquistossomose é historicamente endêmica na região rural 17 

(COUTINHO et al., 1997). A migração de trabalhadores rurais, aliada à gradual 18 

ocupação e modificação dos espaços urbanos, têm determinado a contínua 19 

expansão da esquistossomose e o estabelecimento de novos focos urbanos 20 

em Pernambuco (BARBOSA et al., 1998), Ceará (ALMEIDA et al., 1991), Minas 21 

Gerais (BARATA et al., 2000), Sergipe (SILVA et al., 2000) e São Paulo (LIMA, 22 

1995). 23 

As principais manifestações clínicas da esquistossomose estão 24 

caracterizadas pelos distúrbios intestinais, hepatomegalia, esplenomegalia e 25 

varizes esofagianas. A doença pode evoluir dependendo da intensidade da 26 

infecção, e diversos outros fatores podem conduzir ao sangramento 27 

gastrointestinal, ascite e anemia (CARMO, 1999; XIMENES, 2000). 28 

No ciclo de vida da esquistossomíase, o hospedeiro intermediário 29 

desempenha um papel fundamental na manutenção do parasita. A longevidade 30 

de vermes adultos de S. mansoni pode ser considerada como dependente de 31 

dois fatores, uma adaptação bem-sucedida para as condições ambientais nas 32 
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veias mesentéricas de hospedeiros definitivos e uma estratégia eficaz para a 33 

evasão do sistema imunológico (TEMPONI et al., 1997). 34 

A organização da cutícula do parasito e sua composição bioquímica são 35 

de extrema importância para o entendimento do desenvolvimento do parasito 36 

no hospedeiro devido a sua intrínseca relação com o sistema imune do 37 

hospedeiro (THOMPSON; GEARY,1995).  38 

A caracterização da ultraestrutura da larva infectante do S. mansoni tem 39 

sido realizada resultando no acúmulo de informações, porém a maioria desses 40 

trabalhos está concentrada em órgãos e sistema ou em áreas limitadas da 41 

larva tal como o tegumento (CAVALCANTI et al., 2009; DORSEY et al., 2002). 42 

A ultraestrutura do verme adulto de S. mansoni tem sido abordada 43 

resultando na obtenção de algumas informações, porém, é bastante importante 44 

correlacionar morfologia com composição bioquímica, neste sentido a 45 

citoquímica é ainda pouco explorada. Sendo assim, é de grande importância 46 

um estudo citoquímico ultraestrutural visando caracterizar os vermes adultos de 47 

S. mansoni para um trabalho mais eficiente no combate desta parasitose, o 48 

desenvolvimento de um diagnóstico preciso (PHILIPP et al., 1984), bem como 49 

para um programa de imunização em áreas endêmicas (WHO, 2012). 50 

O tegumento do verme S. mansoni apresentam estruturas que contêm 51 

mucopolissacarídeos e vesículas multilaminadas ricas em fosfolipídios. Estas 52 

observações estão relacionadas à capacidade do verme para adquirir 53 

glicolipídeo do hospedeiro (WILSON; BARNER, 1974). 54 

Os principais componentes bioquímicos do tegumento do verme macho 55 

de Schistosoma são as glicoproteína, fosfolipídio e glicolipídeo. O tegumento 56 

pode ser diferenciado de outros tecidos por apresenta enzimas hidrolíticas 57 

especificas como fosfatase alcalina, esterase de adenosina trifosfatase e 58 

indoxil, e essas podem ser usadas como marcadores para estruturas 59 

intrínsecas do tegumento. As células subtegumentares parecem ser os 60 

principais locais de atividade biossintética uma vez que contêm grandes 61 

quantidades de RNA e enzimas mitocondriais (Wheater; Wilson, 1976). 62 

De acordo com Bhardwy e Skelly (2011) a enzima fosfatase alcalina 63 

pode ser encontrada no verme macho e fêmeas do Schistosoma, e é altamente 64 
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expressa na superfície do parasita, músculos e tecidos parenquimatosos. A 65 

fosfatase alcalina tem função tegumentar de gerar a adenosina 66 

imunossupressora para os vermes, permanecer inalterada aos efetores imunes 67 

do hospedeiro, pode ainda melhorar a capacidade térmica do parasita. 68 

A composição lipídica dos nematódeos, especialmente parasitas, tem 69 

sido objeto de estudos, principalmente porque este elemento pode 70 

desempenhar um papel importante na interação hospedeiro-patógeno e 71 

mecanismos de escape. Infecções com S. mansoni também são um grande 72 

problema devido à falta de uma vacina, os fracassos na tentativa de erradicar o 73 

caramujo e o desenvolvimento de resistência do parasita às drogas 74 

esquistossomicidas (SILVA et al.,2002). Assim uma análise citoquímica dos 75 

estágios de vida do S. mansoni é de grande importância para que se possa 76 

compreender a base da persistência do parasita no hospedeiro (MAIZELS et 77 

al.,1985). As técnicas citoquímicas utilizadas para microscopia eletrônica 78 

mostram-se eficientes para o esclarecimento de moléculas presentes nos 79 

parasitos levando um melhor entendimento das relações parasito-hospedeiro. 80 

81 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 82 

2.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 83 

A esquistossomose mansônica é uma parasitose humana, causada por 84 

vermes trematódeos, digenéticos, pertencentes ao gênero Schistosoma, que 85 

tem como agente etiológico o S. mansoni como única espécie presente na 86 

América Latina, cujas formas adultas habitam os vasos mesentéricos do 87 

hospedeiro definitivo enquanto a larva cercarial se desenvolve em caramujos 88 

gastrópodes aquáticos do gênero Biomphalaria (WHO, 2012). Este pode estar 89 

presente em coleções aquáticas dulcícolas naturais ou artificiais, perenes ou 90 

intermitentes, preferencialmente com correnteza laminar. Esta doença é 91 

assintomática, podendo evoluir para formas clínicas extremamente graves e 92 

levar o paciente ao óbito (WHO, 2012; MELO; COELHO, 2005). 93 

A magnitude de sua prevalência, associada à severidade das formas 94 

clínicas e a sua evolução, conferem a esquistossomose uma grande relevância 95 

como problema de saúde pública (IBIKOUNLÉ et al., 2009). 96 

 97 

2.2. EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 98 

 Dentre as parasitoses humanas de áreas tropicais e subtropicais, a 99 

esquistossomose é, depois da malária, a mais importante em termo sócio-econômico e 100 

de saúde pública. A esquistossomose é uma doença parasitária endêmica em áreas 101 

tropicais, encontrados em 77 países, situados na África, América do Sul, Caribe, 102 

Oriente Médio e no continente Asiático (WHO, 2012; OLIVEIRA et al., 2008). Estima-103 

se que 800 milhões vivem em áreas endêmicas expostas à infecção. Além disso, 104 

cerca 20 milhões de pessoas morrem por consequência da doença associada 105 

esquistossomose, como o câncer de bexiga (esquistossomose urinária) e a cirrose. A 106 

doença causa um enorme problema de saúde pública porque afeta um grande número 107 

de crianças e jovens em fase de vida produtiva e é responsável por mais de 500 mil 108 

mortes por ano (WHO, 2012, RAGHAVAN et al., 2003). 109 

Apesar da distribuição da helmintíase ter modificado nas últimas 110 

décadas, o número de pessoas infectadas ou com risco de serem infectados 111 

não diminuiu e continua a se espalhar para outras regiões geográficas (ROSS 112 

et al., 2002; CHITSULO et al., 2000), assim como a disseminação da doença 113 

da área rural para urbana (ANDRADE, 1998). As principais causas de óbitos 114 

estão relacionadas às formas clínicas graves. O crescimento e a migração 115 
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populacional associado à facilitação e velocidade dos meios de transporte 116 

aumentaram a chance da exposição ao parasito permitindo a disseminação da 117 

infecção a níveis internacionais (MAKINSON et al., 2008). 118 

No Brasil, a esquistossomose foi descrita pela primeira vez por Pirajá da 119 

Silva em 1908 e ainda é considerado um problema de saúde pública devido à 120 

extensão da área de transmissão. O número de portadores, casos graves 121 

(hepatosplenicos, neuroesquistossomose, forma aguda, abscesso hepático, 122 

glomerulonefrite, entre outros) e de mortes causadas pela doença representam 123 

um fardo para a economia dos países em desenvolvimento (LAMBERTUCCI et 124 

al., 2007, 2001, 2000). 125 

No Brasil, estima-se que cerca de 10 a 12 milhões de pessoas 126 

infectadas e 25 milhões expostas ao risco. De acordo com dados do Ministério 127 

da Saúde (BRASIL, 2010), doença parasitária que atinge cerca de 2,5 milhões 128 

de brasileiros em 19 estados, com maior prevalência nas regiões do Nordeste e 129 

Sudeste. Sendo os estados de Minas Gerais e Bahia os que apresentam maior 130 

incidência (REY, 2008, CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008, FERRARI, 2003) 131 

(Fig. 1). 132 

 133 

Figura 1: Mapa mostrando a distribuição geográfica da esquistossomose no 134 

Brasil. 135 

 136 

 137 

 138 

 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 

Fonte: REY, 2008. 145 

No Nordeste, nos Estados de Pernambuco e Alagoas esta doença é a 146 

terceira causa de morte entre as doenças classificadas como grandes 147 
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endemias rurais (KATZ; PEIXOTO, 2000). No estado de Pernambuco, a área 148 

endêmica para esquistossomose abrange 79 dos 167 municípios (47%), dos 149 

quais 55 (73,3%) estão na zona do Litoral e na zona da Mata e 24 (30,4%), no 150 

agreste. Segundo o censo demográfico de 2004, 4.938.861 pessoas residem 151 

em municípios de área endêmica, o que permite estimar que 62% da 152 

população de Pernambuco (7.911.937 pessoas) estejam sob-risco de infecção 153 

(REY, 2008) (Fig. 2). 154 

 155 

FIGURA 2: Mapa mostrando a distribuição da Esquistossomose no litoral de 156 

Pernambuco e região metropolitana do Recife. 157 

  158 

 159 

 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

 165 

 166 

 167 

 168 

 169 

 170 

 171 

Fonte: BARBOSA et al. ( 2008)172 
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2.3. HOSPEDEIROS INTERMEDIÁRIOS 173 

O hospedeiro intermediário (caramujo) é fundamental na manutenção da 174 

parasitose (SCHNEIDER; ZELCK, 2001). Atualmente três espécies de 175 

moluscos planorbídeos transmitem, em condições naturais, o S. mansoni em 176 

nosso meio: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria 177 

straminea. Sendo a B. glabrata a mais suscetível dos hospedeiros 178 

intermediários no Brasil devido à sua distribuição, grande sensibilidade à 179 

infecção e eficiência na transmissão da esquistossomose em relação às outras 180 

espécies (MARCHIORI, 1999). A B. straminea apresenta uma alta resistência à 181 

infecção pelo S. mansoni, apesar de encontrar-se presente praticamente, em 182 

todas as bacias hidrográficas do território brasileiro, por melhor se adaptar às 183 

variações climáticas. Já a B. tenagophila possui distribuição ao longo da costa, 184 

desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo detectada em menor 185 

extensão em outros Estados (FUNASA, 2002). 186 

 187 

2.4. CICLO BIOLÓGICO 188 

O ciclo biológico do S. mansoni é do tipo heteróxeno, sendo formado por 189 

duas fases parasitárias: uma no hospedeiro definitivo em sua fase adulta, 190 

vivendo na corrente sanguínea do hospedeiro (vertebrado/homem) e outra no 191 

hospedeiro intermediário (invertebrado/caramujo), o molusco do gênero B. 192 

glabrata (BRASIL, 2005) (Fig. 3). 193 

A transmissão da doença inicia-se quando fezes humanas contendo 194 

ovos de S. mansoni contaminam bacias hídricas (rios, córregos, lagoas e 195 

açudes). Condições adequadas de temperatura e luz permitem que os ovos 196 

eclodam e liberem os miracídios, que são larvas ciliadas que penetram no 197 

hospedeiro intermediário e sofrem transformações no seu interior, originado os 198 

esporocistos primários e esporocistos secundários, dando origem ao seu último 199 

estágio, a cercária no interior do molusco. Estas rompem os tecidos dos 200 

moluscos e se dispersam no ambiente aquático e, ao entrarem em contato com 201 

o hospedeiro definitivo, penetram na sua pele e ou mucosa iniciando assim o 202 

processo infeccioso humano (BARBOSA et al., 2008; BRASIL, 2005). Ao 203 

penetrar na pele do homem se transformam em uma forma parasitária 204 
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denominada esquistossômulo, que para evitar as reações celulares, invadem 205 

os vasos venosos e/ou linfáticos, passando a migrar em direção ao coração. 206 

O ciclo se completa, em condições favoráveis, em torno de 80 dias. O 207 

indivíduo parasitado abriga os vermes adultos nos vasos sanguíneos do 208 

sistema porta-hepático, onde se acasalam, e a partir daí migram para as 209 

vênulas do plexo hemorroidário, onde as fêmeas põem ovos. Uma fêmea 210 

coloca 300 ovos por dia, que se desenvolvem uma semana depois, quando 211 

então passam para a luz intestinal e são eliminados nas fezes (KATZ; 212 

ALMEIDA, 2003). 213 

 214 

Figura 3: Imagem ilustrativa mostrando o ciclo biológico do Schistosoma 215 

mansoni. 216 

 217 

 218 

 219 

 220 

 221 

 222 

 223 

 224 

 225 

 226 

 227 

 228 

 229 

 230 

 231 

 232 

 233 

Fonte: WHO, 2012 234 

235 
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2.5. MORFOLOGIA DAS FASES EVOLUTIVAS DO S. mansoni 236 

2.5.1. Ovo 237 

Os ovos medem de 110 a 180 µm de comprimento por 45 a 70 µm de 238 

largura. Apresenta um pólo anterior mais delgado e o posterior mais volumoso, 239 

com um espinho lateral saliente e agudo (REY, 2008). Apresenta uma 240 

resistente casca dupla, a mais interna envolve o embrião (miracídio). 241 

 242 

2.5.2. Miracídio 243 

Os miracídios medem cerca de 160 por 60 µm e estão revestidos por 244 

pequeno número de células epiteliais pavimentosas providas de numerosos 245 

cílios (REY, 2008). A organização estrutural do miracídio esta dividida em: a) 246 

sistema epitelial b) terebratório c) musculatura d) células intersticiais e) 247 

glândulas de penetração f) sistema excretório g) sistema nervoso h) células 248 

germinativas. Na extremidade anterior do miracídio, abre-se um par de 249 

glândulas adesivas e uma glândula de penetração, todas unicelulares contendo 250 

no seu interior um material supostamente enzimático (PAN, 1980). 251 

 252 

2.5.3. Esporocisto 253 

Ao penetrar no interior do molusco, o miracídio perde seu revestimento 254 

epitelial ciliado, permanece nas proximidades do ponto de penetração e se 255 

transforma em uma estrutura sacular alongada. No oitavo dia a larva se 256 

apresenta com um tubo enovelado, imóvel e cheio de células germinativas em 257 

multiplicação e passa a ser denominado de esporocisto primário. No seu 258 

interior, as células germinativas vão se transformar em esporocistos de 259 

segunda geração, com a mesma arquitetura e por volta da segunda semana de 260 

existência mede 1,5 mm ele se rompe para liberar entre 20 e 40 esporocistos 261 

filhos. Os esporocistos secundários migram para o hepatopâncreas e o 262 

ovotésteis do molusco, onde continuam a crescer. Quando maduros, exibem na 263 

extremidade anterior uma protuberância móvel e um poro para eliminação de 264 

cercárias. O tempo necessário para a maturação dos esporos filhos e formação 265 

das primeiras cercárias é de 3 a 4 semanas, variando com a temperatura 266 

ambiente (REY, 2008). De acordo com alguns trabalhos, depois de terem 267 

produzido cercárias por certo tempo, os esporocistos secundários podem voltar 268 
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a formar uma terceira geração de esporocistos capaz de retomar a produção 269 

de nova geração de cercárias (NEVES, 2005). 270 

 271 

2.5.4. Cercária 272 

A cercária mede cerca de 500μm, Figura 5 (DORSEY et al., 2002). 273 

Estruturalmente, a cercária de S. mansoni, apresenta-se dividida em: órgão 274 

anterior ou ventosa oral, segmento do corpo (com cutícula recoberta de 275 

espinhos) e cauda medindo cerca de 300 μm, terminando em uma bifurcação, 276 

(NEVES, 2005; DORSEY et al., 2002). 277 

 278 

2.5.5. Esquistossômulo 279 

Logo quando a cercária penetra no hospedeiro definitivo, ocorrem 280 

algumas alterações estruturais, esta adaptação está relacionada à mudança do 281 

ambiente. Além da perda da cauda o trematóide forma rapidamente uma 282 

camada de microvilosidade sobre todo o tegumento, modifica a respiração 283 

(passando da forma aeróbica para anaeróbica), desenvolve uma sensibilidade 284 

à água e uma resistência ao sistema complemento, modifica ou altera o 285 

glicocálice e modifica a membrana trilaminar para a heptalaminar 286 

(STIREWALT, 1974). Toda essa adaptação estrutural dá origem a um outro 287 

estágio larval chamado de esquistossômulo. Os esquistossômulos 288 

permanecem nos tecidos da derme por dois a três dias, ao fim dos quais se 289 

não forem destruídos pelo sistema imune do hospedeiro, acabam penetrando 290 

em um vaso cutâneo e é passivamente arrastado pela circulação em direção 291 

ao coração e pulmões. Após uma semana eles se localizam no sistema porta 292 

intra-hepático, onde pela primeira vez apresentam pigmento hemático no 293 

intestino, onde crescem e amadurecem até o final da quarta semana (REY, 294 

2008). 295 

 296 

2.5.6. Vermes adultos 297 

Diferentes da maioria dos trematódeos apresentam-se como vermes 298 

dióicos, tendo ambas as formas macho e fêmea e morfologicamente são 299 

delgados e longos (NEVES et al., 2005) (Fig. 4). O macho de S. mansoni mede 300 

cerca de 1,0 cm de comprimento e apresentam coloração branca. Na 301 

extremidade anterior traz uma ventosa oral afilada, e a pequena distância 302 
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desta, uma segunda ventosa, o acetábulo. O curto segmento anterior 303 

compreendido entre as duas ventosas é cilíndrico e mais fino que o segmento 304 

posterior. Este é muito mais longo achatado dorsoventralmente, porém 305 

enrolado de maneira a formar uma calha ou tubo longitudinal conhecido como 306 

canal ginecóforo, (REY, 2008). 307 

A fêmea tem corpo cilíndrico, mais longo e mais fino que a do macho 308 

(1,2 a 1,6 cm de comprimento). Apresenta uma coloração escura e acinzentada 309 

devido à presença, no tubo digestivo, de um pigmento derivado da digestão do 310 

sangue (hemozoína). Possui duas ventosas pequenas, estando a ventosa 311 

acetabular, pedunculada, muito perto da oral (REY, 2008). Como nos demais 312 

trematódeos, o revestimento externo dos vermes adultos é formado por uma 313 

citomembrana espessa que recobre o tegumento. Este é constituído por uma 314 

camada sincicial anucleada, mas que liga por pontes citoplasmáticas a células 315 

nucleadas, situadas mais profundamente (NEVES et al., 2005). 316 

A superfície do tegumento exibe grande quantidade de pequenos 317 

tubérculos, mas abundantes na superfície dorsal. Estruturas mais delicada 318 

podem ser observadas com grande aumento, consistindo de minúsculos 319 

espinhos situados principalmente na superfície interna das ventosas assim 320 

como nos botões sensoriais (NEVES et al., 2005). Logo abaixo do tegumento 321 

estão as camadas musculares da parede do corpo do helminto, responsáveis 322 

pela movimentação. Todo espaço interior entre os órgãos internos, é ocupado 323 

por um tecido de sustentação denominado estroma, formado de células 324 

estreladas e lacunas cheias de um líquido intersticial (REY, 2008). 325 

Figura 4 – Eletromicrografia mostrando os vermes adultos macho e fêmea de 326 

Schistosoma mansoni. 327 

 328 

 329 

 330 

 331 

 332 

 333 

 334 

 335 

                                                                                        Fonte: FABIO BRAYNER 336 
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2.5.6.1. TEGUMENTO 337 

O tegumento é uma estrutura única formada por componentes utilizados 338 

pelo S. mansoni para sobreviver dentro de seu hospedeiro (HELLEMOND et 339 

al., 2006). A estrutura básica do tegumento é constituída por glicocálice, 340 

membrana tegumentar, espinhos ou espículas, corpos membranosos, bolsas 341 

tegumentares, mitocôndrias e corpos de inclusão (HOCKLEY, 1973) (Fig. 5). 342 

Algumas dessas executam uma variedade de funções fisiológicas importantes, 343 

incluindo canais transmembrana de íons, atividades enzimáticas e receptoras 344 

para moléculas que visam a modulação da repostas do hospedeiro e 345 

sobrevivência do parasita (CESARI et al., 2010; HELLEMOND et al., 2006). 346 

Juntamente com o projeto genoma do S. mansoni as recentes técnicas 347 

desenvolvidas (proteômicas e lipidómicas) permitem caracterizar as proteínas e 348 

lipídios das membranas tegumentares. Estes estudos não só identificam como 349 

também confirmam a função do tegumento, estudada antes com técnicas 350 

bioquímicas clássicas usadas para identifica proteínas e a composição 351 

molecular. De acordo com Araújo et al., (1993) estas estruturas estão 352 

envolvidas na obtenção de nutrientes, no processo de evasão do sistema 353 

imune e apresentam importantes antígenos que elicitam a resposta 354 

imunológica. 355 

Figura 5 - Desenho esquemático do tegumento do verme adulto deS. mansoni. 356 

 357 

 358 

 359 

 360 

 361 

 362 

 363 

 364 

 365 

 366 

 367 

Fonte: Adaptado de HOCKLEY, 1973. cm=corpo membranoso, ci=corpo de inclusão, B=bolsa tegumentar, 368 

mc=músculo circular, ml=músculo longitudinal, R=retículo endoplasmático, G= golgi, N=núcleo, 369 

M=mitocôndria, V=vacúolo.370 
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2.5.6.2. MUSCULATURA 371 

A musculatura do S. mansoni envolve os músculos circulares externos, 372 

uma ou mais camadas subjacentes de músculo longitudinais fibrosos, 373 

músculos fibrosos mais profundos orientados diagonalmente, musculatura 374 

cônica e oral da ventosa, músculos presentes ao redor de órgãos internos 375 

(como o trato digestivo e glândulas) e pequenas e discretas células musculares 376 

presentes no parênquima (STIREWALT; DORSEY, 1973). 377 

 378 

2.5.6.3. SISTEMA EXCRETÓRIO 379 

Este sistema compreende as células flame periféricas, túbulos coletores 380 

primários e secundários, um par de tubos coletores principal no corpo e um 381 

tubo simples, bexiga excretória, átrio e poros excretórios (MEULEMAN, 1972). 382 

 383 

2.5.6.3. 1. Células Flame 384 

As células flame apresentam características únicas e ultraestruturais, 385 

tem o corpo das células nucleadas, com um “cup-shaped” de projeção, com 386 

flagelos que cobre a superfície interna do corpo, que incluem uma estrutura 387 

referida como um "barril oco” que rodeia numerosos axonemas que 388 

compreendem o batimento destes flagelos se assemelha a uma bandeira 389 

SCHMIDT; ROBERT, 2000). A célula flame periférica são considerados 390 

elementos protonefrídio envolvidos no processo de excreção e osmorregulação 391 

em diferentes fases do S. mansoni e também pode ser encontrado em outros 392 

trematódeos (RUPPERT; FOX; BARNES, 2004; PINHEIRO et al., 2005). 393 

 394 

2.6. PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE 395 

A patogenia está ligada a vários fatores, como: a cepa do parasito, carga 396 

parasitária adquirida, idade do paciente, estado nutricional do paciente, 397 

resposta imunitária, frequência e duração das infecções, sendo a carga 398 

parasitária e o sistema imune do paciente os mais importantes. A 399 

sintomatologia clínica corresponde ao estágio de desenvolvimento do parasito 400 

no hospedeiro (BRANDT et.al., 2007; MELO; COELHO, 2005). 401 
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O homem, na fase inicial da doença, pode apresentar dermatite 402 

cercariana, causada pela penetração das cercárias. É caracterizada por 403 

“sensação de comichão” e erupção urticariforme, sendo seguida depois de 24 404 

horas de edema, pequenas papilas e dor. Trata-se de um processo inflamatório 405 

importante, já que é a primeira forma de combate do hospedeiro ao parasito, 406 

com grande destruição de cercarias e esquistossômulos no momento do 407 

processo de migração destes pela corrente sangüínea até o sistema porta 408 

intra-hepático (MELO; COELHO, 2005). A forma aguda da parasitose parece 409 

em torno de 50 dias e dura até cerca de 120 dias após a infecção. A forma 410 

toxêmica pode ocorrer por disseminação dos ovos principalmente na parede do 411 

intestino, com áreas de necrose (levando a uma enterocolite aguda), e no 412 

fígado, provocando a formação de granulomas, os sintomas podem ser 413 

caracterizados por urticária e edema localizados, diarreia muco-sanguinolento, 414 

febre elevada, anorexia, náusea, vômito, hepatoesplenogalia dolorosa, 415 

manifestações pulmonares e astenia. (PORDEUS et.al., 2008). A fase aguda 416 

desaparece através de tratamento específico ou evolui (se não tratada) para a 417 

fase crônica, esta fase inicia-se após seis meses da infecção e pode evoluir por 418 

vários anos, as manifestações clínicas variam, dependendo da localização, 419 

intensidade do parasitismo e da imunidade do indivíduo (MELO; COELHO, 420 

2005). Estando divida em dois estágios principais: forma intestinal ou hepato-421 

intestinal e, a mais grave, forma hepatoesplênica, representada pelo 422 

crescimento e endurecimento do fígado e do baço (PORDEUS et.al., 2008). 423 

Todavia, ovos e vermes adultos do parasito podem ser encontrados em 424 

qualquer órgão ou tecido do corpo humano como pulmões, cérebro, testículos, 425 

ovários, entre outros (PRATA, 2006; MELO; COELHO, 2005; KATZ; ALMEIDA, 426 

2003;). Segundo SILVA et al. (2004) a mielorradiculopatia esquistossomótica 427 

(ME) é a forma ectópica mais grave e incapacitante da infecção causada pelo  428 

S. mansoni, porem o Sistema Nervoso Central (SNC) pode ser acometido por 429 

outras duas espécies, o S. haematobium e o S. japonicum. Nas formas 430 

sintomáticas, as duas primeiras espécies citadas se apresentam com síndrome 431 

mielorradicular e última com envolvimento, cerebral. A patogenia da ME 432 

permanece desconhecida apesar de se ter conhecimento sobre a existência da 433 

reação inflamatória do hospedeiro causada pela presença dos ovos do parasito 434 

no tecido nervoso, o que constitui as principais lesões causadas por esse 435 
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agente no SNC. De acordo com o mesmo autor a reação inflamatória pode ter 436 

grau variável produzindo cinco principais formas de lesão de acordo com os 437 

aspectos anatômicos e manifestações clínicas, são elas: perda de força, dores 438 

radiculares, déficit sensitivo, distúrbio esfincteriano e alterações de reflexo. O 439 

diagnóstico se baseia em evidências clínicas de lesão neurológica torácica 440 

baixa ou lombar alta; demonstração da exposição ao agente etiológico por 441 

meios laboratoriais (imunológicos e parasitológicos); e ainda pela exclusão de 442 

outras causas de mielite transversa. O tratamento pode ser realizado com 443 

esquistomicidas, corticoides e/ou cirurgia. 444 

 445 

2.7. QUIMIOTERAPIA ANTIPARASITÁRIA 446 

O progresso da quimioterapia começou nos anos 60, com a introdução 447 

do niridazol, hicantona, oxamniquina e metrifonato. Este período culminou nos 448 

anos 70 com a descoberta do amoscanato, oltipraz e o mais importante, 449 

praziquantel. Desde então, nenhum outro avanço terapêutico foi alcançado 450 

(PARISE FILHO; SILVEIRA, 2001). Destas, existem drogas sintéticas que 451 

afetam o metabolismo de carboidratos e/ou energético (tartarato de potássio e 452 

antimônio) do parasito, outras que interferem no metabolismo do DNA 453 

(Oxamniquine), compostos que alteram a integridade e função da membrana 454 

do parasito (Praziquantel) e ainda princípios ativos que interferem com a 455 

neurotransmissão (Metrifonate) (HARDER, 2002). 456 

Pela inexistência de vacinas e de ações eficazes em saúde pública, a 457 

quimioterapia representa o único recurso imediato para minimizar a 458 

prevalência e incidência da esquistossomose no mundo (CIOLI; PICA-459 

MATTOCCIA; ARCHER, 1995). As drogas recomendadas pela Organização 460 

Mundial de Saúde são a oxamniquina (OXA) e o praziquantel (PZQ) (WHO, 461 

2012). A OXA apresenta excelente eficácia esquistossomicida, mas não 462 

apresenta atividade contra todas as espécies de Schistosoma e tem custo 463 

elevado (FOSTER, 1987). O PZQ é a droga de primeira escolha, por ser 464 

efetivo contra todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem, 465 

apresentar alta atividade antiparasitária, baixa toxicidade, nenhum risco 466 

genotóxico e baixo custo. É uma droga de amplo espectro de ação, com boa 467 

resposta terapêutica contra cestódeos, trematódeos e nematódeos 468 

(ANDREWS et al., 1980). 469 
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Os mecanismos moleculares de ação do PZQ não são bem conhecidos 470 

(CIOLI, 2004). Entretanto, alguns estudos têm demonstrado que drogas 471 

esquistossomicidas causam extensas alterações tegumentares nos vermes 472 

(FALLON et al., 1996; LIMA et al., 1994). O artemether causa danos graves 473 

no tegumento das formas adulta e juvenil de S. mansoni (XIAO et al., 2000; 474 

XIAO et al., 2001). O ácido araquidônico apresenta ação esquistossomicida 475 

contra S. mansoni e S. haematobium (EL RIDI et al., 2010). A mefloquina que 476 

é uma droga usada para o tratamento da malária, tem demonstrado atividade 477 

in vivo contra vermes adultos de S. mansoni e S. japonicum (ZHANG et al., 478 

2009). Recentemente, o uso da miltefosina, droga usada no tratamento da 479 

leishmaniose, vem sendo usado no tratamento da Esquistossomose africana 480 

(EISSA et al., 2011). Assim estas drogas são de vital importância não somente 481 

para o tratamento de infecções parasitárias e controle da morbidade, como 482 

também no controle da transmissão. A utilização da quimioterapia no controle 483 

da esquistossomose, apesar dos elevados índices de reinfecção em áreas 484 

endêmicas, é ainda uma medida eficiente (SAVIOLI et al., 2004). 485 

 486 

2.8. CITOQUÍMICA 487 

Através da citoquímica é possível conhecer os componentes 488 

bioquímicos presentes em um determinado sistema biológico, onde a sua 489 

identificação, precisa localização, e quantificação, nos leva a um melhor 490 

entendimento dos mecanismos e funções desses compostos. 491 

Souza (2005) utilizando a citoquímica em alguns organismos relata que 492 

as proteínas, além de constituírem os principais elementos estruturais e agirem 493 

como enzimas, encontram-se associadas a outros elementos importantes como 494 

lipídios, carboidratos e ácidos nucleicos.  495 

Uma das formas de avaliar a natureza protéica da superfície dos 496 

parasitas tem sido a utilização de partículas ligantes carregadas positivamente 497 

como a ferritina cationizada (SOUZA et al., 1989; SOUZA, 2005). As fases de 498 

desenvolvimento de alguns helmintos parasitas são acompanhadas por 499 

mudanças na sua superfície (PROUDFOOT et al., 1993a, 1993b), a alguns 500 

autores sugerem que essas mudanças talvez sejam um sinal do 501 

desenvolvimento ou uma adaptação dos helmintos para invadir o tecido do 502 
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hospedeiro (AKHKHA et al., 2004). De acordo com Murrell et al. (1983), a 503 

presença de grupamentos aniônicos na superfície de helmintos como os 504 

nematóides, possivelmente se relaciona com a proteção contra dessecação. 505 

Além disso, esses grupamentos carregados negativamente poderiam ativar o 506 

complemento via fator de Hageman ou fator XII da coagulação, 507 

desencadeando reações inflamatórias. 508 

Algumas proteínas básicas desempenham funções importantes, como 509 

por exemplo, as histonas que desempenham funções celulares tais como a 510 

diferenciação celular e a regulação da função gênica em células eucarióticas. 511 

Para a detecção dessas proteínas a nível ultraestrutural são utilizadas duas 512 

técnicas citoquímica, a do ácido fosfotúngstico (PTA) e o da prata amoniacal. 513 

Estas técnicas apresentam especificidades diferentes, enquanto o PTA revela 514 

proteínas ricas em histidinas, a prata amoniacal identifica proteínas ricas em 515 

arginina e lisina (SOUZA, 2005). 516 

A citoquímica para a identificação de lipídios insaturados foi realizada 517 

por Cavalcanti et al. (2009) utilizando o tampão imidazol em cercaria de S. 518 

mansoni. Os autores observaram uma forte marcação das inclusões lipídicas 519 

ricas em ácidos graxos e fosfolipídios. Quando se tem por objetivo localizar 520 

sítios celulares que contenham cálcio pode-se utilizar a técnica do 521 

piroantimoniato de potássio. Os íons de cálcio que desempenham papel 522 

relevante nas atividades celulares foram como associadas a uma série de 523 

funções como contração muscular, o movimento de cílios e flagelos, 524 

fenômenos de despolarização e secreção, ativação de microtúbulos e 525 

microfilamentos, endocitose e exocitose (SPICER et al. 1968; OSCHMAN; 526 

WALL, 1972; HEPLER, 1980). 527 

528 
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3. OBJETIVOS 529 

 530 

3.1. Geral 531 

Avaliar ultraestruturalmente componentes bioquímicos da região 532 

tegumentar e subtegumentar dos vermes adultos machos de S. mansoni. 533 

 534 

3.2. Específicos 535 

 536 

- Caracterizar ultraestruturalmente: 537 

 538 

a) Sítios de afinidade por cálcio nas regiões tegumentar e subtegumentar; 539 

 540 

b) A presença de carboidratos ácidos na superfície do tegumento; 541 

 542 

c) Distribuição de lipídios insaturados; 543 

 544 

d) Localizar as proteínas básicas 545 

546 
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RESUMO 887 

 888 

O objetivo deste estudo foi caracterizar ultraestruturalmente o verme adulto de 889 

Schistosoma mansoni de 25, 45 e 130 dias, através de técnicas citoquímicas, utilizando 890 

a Microscopia Eletrônica de Transmissão. Foi utilizada a técnica de Hepler para 891 

localizar sítios de cálcio e a ferritina cationizada para evidenciar grupamentos aniônicos. 892 

O Imidazol foi usado para identificar lipídios insaturados e às técnicas do Ácido 893 

Fosfotúngstico (PTA) e da Prata Amoniacal para localizar proteínas básicas. A 894 

localização de sítios de cálcio mostrou-se bastante uniforme, demarcando todas as 895 

membranas, principalmente do tecido muscular do verme. A ferritina cationizada 896 

marcou fortemente no glicocálice e membrana da superfície tegumentar do verme. O 897 

tratamento com a condroitinase resultou em marcação pontual na superfície do verme. 898 

Foi observada a presença de lipídios insaturados de formato globular em toda a região 899 

tegumentar e subtegumentar do verme, sendo maior a concentração de lipídios à medida 900 

que o verme ficava mais velho. Identificamos forte marcação dos carboidratos ácidos 901 

pela ferritina cationizada na região tegumentar e subtegumentar do verme, e apenas os 902 

vermes com 45dias teve marcação do glicocálice. Já o PTA marcou as proteínas básicas 903 

no núcleo e nucléolo de células subtegumentares para todos os vermes, além de corpos 904 

de inclusão e espículas do tegumento nos vermes com 45 e 130 dias. A identificação e 905 

localização desses compostos sugere que os mesmos estão relacionados às diversas 906 

funções das fases do S. mansoni, desde seu estabelecimento até a manutenção do 907 

parasito no hospedeiro. Assim, uma análise citoquímica dos estágios de vida do S. 908 

mansoni é de grande importância para que se possa compreender a base da persistência 909 

do parasita no hospedeiro, para o desenvolvimento de um diagnóstico preciso e bem 910 

como para um programa de imunização em áreas endêmicas. 911 

 912 

Palavras chaves: Verme adulto. Schistosoma mansoni. Citoquímica. Ultraestrutura. 913 

914 
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Introdução 915 

Apesar de um século da sua descoberta e do grande número de pesquisas 916 

desenvolvidas, a esquistossomose atinge 77 países, envolvendo milhões de pessoas em 917 

países da África e América Latina (WHO 2012). De acordo com a literatura a 918 

esquistossomose é considerada um dos mais graves e complexos problemas de saúde 919 

pública no Brasil devido às falhas na tentativa de erradicar o molusco vetor, ao 920 

desenvolvimento de resistência do parasita às drogas anti-esquistossomóticas e à falta 921 

de uma vacina (Lawn et al. 2003). Sendo assim, o controle desta parasitose é 922 

considerado sob o aspecto da morbidade e o da transmissão. Para a morbidade, que visa 923 

diminuir o aparecimento de indivíduos com a forma grave, o diagnóstico e o tratamento 924 

são suficientes para o controle, apesar da quimioterapia em áreas de alta prevalência da 925 

esquistossomose não obter grande sucesso, havendo a rápida re-infecção. Em relação à 926 

transmissão, apenas o tratamento das populações infectadas não é suficiente sendo 927 

necessário também interromper o ciclo evolutivo do parasito no hospedeiro 928 

intermediário (CDC 2010). 929 

Embora muitos pesquisadores e instituições de pesquisa de várias partes do 930 

mundo, venham se dedicando a estudos na busca de um possível controle, a 931 

esquistossomose continua em franca expansão. Na literatura encontramos alguns 932 

trabalhos caracterizando a morfologia de vermes adultos do Schistosoma mansoni 933 

submetidos ou não a tratamentos (Hockley and Mclaren 1973; Van Hellemond et al. 934 

2006), porém nenhum deles enfocou a caracterização citoquímica. Apenas o trabalho de 935 

Cavalcanti et al. (2009), correlacionou a morfologia do parasito com a composição 936 

química, mesmo assim, os autores focaram na fase larval do S. mansoni, ou seja a 937 

cercária. 938 

De acordo com Souza (1998), realizando a caracterização citoquímica 939 

ultraestrutural de um determinado sistema biológico é possível identificar a composição 940 

bioquímica “in loco” de proteínas, carboidratos, lipídios entre outros, permitido não só a 941 

identificação como também a localização e quantificação desses compostos que são de 942 

extrema importância para sobrevivência do parasito no hospedeiro. 943 

O presente estudo tem como objetivo localizar sítios de cálcio, sítios aniônicos 944 

de carboidratos ácidos, lipídios insaturados e proteínas básicas em vermes machos de S. 945 

mansoni. 946 

947 
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Materiais e Métodos 948 

Infecção de camundongos com isolado de Schistosoma mansoni 949 

Trinta camundongos machos Swiss Webster com até 30 dias de idade, pesando 950 

entre 30 e 35g, oriundos do Biotério de Criação do Centro de Pesquisas Aggeu 951 

Magalhães / CPqAM - FIOCRUZ (mantidos recebendo água filtrada e autoclavada e 952 

ração ad libitum autoclavada, acomodados em gaiolas de polipropileno com fundo 953 

forrado com maravalha autoclavada, acondicionados à temperatura ambiente de 25ºC, 954 

sendo submetidos a foto período de 12 horas) foram submetidos a infecção transcutânea 955 

de uma suspensão contendo aproximadamente 120 cercárias da cepa S. mansoni, Belo 956 

Horizonte (BH) – Minas Gerais. Os camundongos foram separados em 3 grupos 957 

contendo 10 indivíduos cada. 958 

 959 

Eutanásia dos camundongos e recuperação dos vermes adultos 960 

Após 25, 45 e 130 dias, da infecção, os animais foram eutanasiados de acordo 961 

com os protocolos estabelecidos pelo Biotério de Experimentação do Centro de 962 

Pesquisas Aggeu Magalhães / CPqAM - FIOCRUZ para recuperação dos vermes 963 

através da técnica de perfusão descrita por Duvall and Dewitt, (1967). Os períodos de 964 

25, 45 e 130 dias foram considerados como a idade dos vermes. 965 

 966 

Microscopia Eletrônica de Varredura - MEV 967 

Os vermes machos S. mansoni foram fixados em glutaraldeido a 2,5%, 968 

formaldeído a 4,0% e tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7.2 por duas horas. Pós-fixados 969 

em tetróxido de ósmio 1% por uma hora e desidratados em séries crescentes de etanol 970 

(50, 70, 90 por 3 vezes em 15 minutos e 3x 100% por 10 minutos cada). Submetidos ao 971 

ponto crítico (HCP-2 – HITACHI) e metalizados no Fine Coat – 1100 – JEOL. As 972 

análises dos vermes foram feitas em microscópio eletrônico de varredura JEOL 5600LV 973 

(Núcleo de Integração Tecnológica-1 / Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/CPqAM-974 

FIOCRUZ). 975 

976 
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Protocolo de Rotina para processamento da Amostra - MET 977 

As amostras foram fixadas em glutaraldeído (GA) a 2,5%, formaldeído (FA) a 978 

4%, em tampão cacodilato de sódio (T. caco) a 0,1M, pH 7,2, por 2 horas ou overnight 979 

em temperatura ambiente, lavadas no mesmo tampão e pós-fixadas em OsO4 a 1% em 980 

tampão cacodilato de sódio a 0,1M, pH 7,2, por 1 hora. Após a pós-fixação foram 981 

lavadas no mesmo tampão, contrastadas em bloco com acetato de uranila a 2%, lavadas 982 

novamente e desidratadas em séries crescentes de acetona 30, 50, 70, 90 e três vezes a 983 

100%. A infiltração e o emblocamento foram realizados com a resina Epon. 984 

Cortes ultrafinos foram efetuados no referido ultramicrótomo, com navalha de 985 

diamante e posteriormente, contrastados com acetato de Uranila a 5%, por 20 a 30 986 

minutos e citrato de chumbo 1%, por 5 a 10 minutos, dependendo da técnica utilizada. 987 

O exame das preparações e a obtenção das eletronmicrografias foram realizados através 988 

do microscópio eletrônico de transmissão – 100CX II – JEOL operando  a 80 KV. 989 

 990 

Marcação Citoquímica 991 

Cerca de 5 vermes machos foram utilizados no processamento para cada técnica 992 

citoquimica descrita a seguir. 993 

 994 

Localização de Proteínas básicas 995 

 996 

Técnica do Ácido Fosfotúngstico (PTA): Os vermes foram fixados (glutaraldeído a 997 

2,5% em tampão cacodilato a 0,1M) overnight e lavado em tampão cacodilato a 0,1M, 998 

após a lavagem, o material foi desidratado em concentrações crescentes de etanol, em 999 

seguida, o material foi incubado em PTA a 2% em etanol durante 2 horas em 1000 

temperatura ambiente. Após a incubação, foi realizada a lavagem em etanol puro, três 1001 

vezes por 10 minutos, e posteriormente, em etanol e acetona (1:1) por 10 minutos e 1002 

acetona absoluta três vezes por 10 minutos. Após a desidratação o material foi 1003 

embebido e emblocado em Epon (Gordom and Bensch 1968). 1004 

Técnica da Prata Amoniacal: Após a obtenção dos vermes, os mesmos foram fixados 1005 

utilizando o glutaraldeído a 2.5% em tampão cacodilato a 0.1M. Após a fixação, o 1006 

material foi lavado exaustivamente em água destilada e posteriormente incubado por 5 1007 

minutos em uma solução de prata amoniacal. Após a incubação foi realizada uma 1008 

lavagem em água destilada e posteriormente o material foi incubado em formaldeído a 1009 

3% durante 5 minutos, lavado em água destilada e pós-fixado em ósmio a 1%. Depois, 1010 
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as amostras foram processadas seguindo o protocolo de rotina e observados no MET 1011 

(Mcrae and Meltz 1970). 1012 

Para o controle das técnicas acima foi realizada uma acetilação, onde logo após a 1013 

fixação dos vermes foram colocados em uma solução de Ánidrido Acético p.a. a 10% 1014 

em Piridina durante 90 minutos. Após lavagem em água destilada, o material foi 1015 

desidratado, infiltrado e emblocado em Epon seguindo o protocolo de rotina. 1016 

 1017 

Localização de sítios de afinidade por Cálcio 1018 

Os vermes obtidos foram lavados e fixados em glutaraldeído a 2,5% em tampão 1019 

cacodilato 0,1M, pH 7,2 com CaCl2 5mM overnight a temperatura ambiente. Após a 1020 

fixação, o material foi lavado duas vezes em tampão cacodilato a 0,1M, pH 7,2 1021 

contendo 5mM de cloreto de cálcio durante 10 minutos. A pós-fixação foi realizada 1022 

utilizando ósmio a 1% em tampão cacodilato a 0,1M, pH 7,2 contendo 5mM de cloreto 1023 

de cálcio e 0,8% de ferricianeto de potássio durante 2 horas no escuro. Três lavagens 1024 

foram realizadas com tampão cacodilato a 0,1M contendo 5mM de cloreto de cálcio 1025 

durante 10 minutos (Hepler, 1980). Em seguida, foi realizada a desidratação e a inclusão 1026 

seguiu o protocolo de rotina e observados no MET. 1027 

Para o controle da técnica, os cortes ultrafinos foram incubados em uma solução 1028 

de EDTA 5mM durante 30 minutos em temperatura de 60 ºC, em seguida lavados com 1029 

água destilada e contrastados com acetato de uranila a 5% por 20 minutos e citrato de 1030 

chumbo a 1% durante 5 minutos. 1031 

 1032 

Localização de sítios Aniônicos em carbohidratos ácidos 1033 

 1034 

Técnica da Ferritina Cationizada: Os vermes foram fixados em glutaraldeído a 2,5% 1035 

em tampão fosfato a 0.1M, pH 7.4 durante 2 horas em temperatura ambiente. Lavados 1036 

duas vezes em PBS pH 7.4 por 10 minutos e depois incubados em uma solução de 1037 

Cloreto de Amônio a 50mM em Tampão fosfato, pH 7.4 por 2 horas em temperatura 1038 

ambiente. Após lavagem no mesmo tampão, a amostra foi incubada por 60 minutos em 1039 

temperatura ambiente em uma solução contendo 100µg/mL de partículas de ferritina 1040 

cationizada, pH 7.2 (Danon et al. 1972). Após a incubação, as amostras foram lavadas 1041 

três vezes no mesmo tampão, desidratadas e infiltradas com resina Epon. 1042 

Para o controle da técnica foi realizado o tratamento enzimático, onde os vermes 1043 

foram incubados por 5 minutos em uma solução contendo 500 mg/ml de tripsina (Sigma 1044 
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tipo III, pH7,2 ) ou por 60 minutos na presença de 0.03 U/ml de neuraminidase de 1045 

Vibrio cholerae (Sigma) em pH 6.0 ou por 18 horas na presença de 0.1 U/ml de 1046 

condroitinase AB (Sigma) pH 8.0. Todos esses tratamentos foram conduzidos em 37 ºC 1047 

sob agitação (Souza et al. 1989). 1048 

 1049 

Localização de lipídeos insaturados 1050 

 1051 

Técnica do tampão Imidazol: Para a detecção de lipídeos, os vermes foram fixados em 1052 

solução de glutaraldeido a 2,5% em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2), as amostras 1053 

foram lavadas com o mesmo tampão e em seguida lavou-se em 0,1 M de tampão de 1054 

imidazol (pH 7,5). Os vermes foram pós-fixados numa solução contendo 2% de OsO4 1055 

em tampão de imidazol 0,1 M, pH 7.5 durante 30 minutos em temperatura ambiente, 1056 

lavados duas vezes por 10 minutos no mesmo tampão imidazol, desidratados em 1057 

acetona e embebidos em Epon 812 seguindo o protocolo de rotina. Secções ultrafinas 1058 

foram recolhidas e visualizadas por TEM, foram contrastadas por 10 minutos em 1059 

acetato de uranila a 5% e depois lavadas em água destiladas durante 30 segundos e 1060 

secadas. (Souza et al. 1989). 1061 

Para o grupo controle, todos os passos acima mencionados foram feitos, 1062 

omitindo o tampão de incubação imidazol. 1063 

 1064 

RESULTADOS 1065 

 1066 

Morfologia geral do verme adulto de Schistosoma mansoni 1067 

A morfologia geral dos vermes de S. mansoni 25 dias, 45 dias e 130 dias foi 1068 

analisada através da microscopia eletrônica de varredura e transmissão (Fig. 6 A-F). 1069 

Todos os vermes contém as mesmas estruturas externas como ventosa oral, ventosa 1070 

ventral ou acetábulo, canal ginecóforo, além do corpo recoberto por tubérculos e 1071 

espículas que são facilmente visíveis caracterizando o tegumento do verme (Figs. 6 A-1072 

C). Sob o tegumento do verme observar-se, consecutivamente, a lâmina basal e arranjo 1073 

de músculos fibrosos circulares e longitudinais, células subtegumentares e células 1074 

digestivas, além de inclusões lipídicas em várias regiões do corpo do verme (Figs. 6D e 1075 

6E). Ainda no tegumento possível evidenciar a superfície da membrana tegumentar, 1076 

corpos membranosas, bolsas tegumentares, mitocôndrias e estruturas eletrondensas 1077 
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denominadas de corpos de inclusão que podem se apresentar no formato esférico, 1078 

alongado ou discóide (Fig. 6F). 1079 

 1080 

Localização de Sítios de Cálcio 1081 

Analisando as eletromicrografias dos vermes adultos de S. mansoni de 25, 45 e 1082 

130 dias incubados com cloreto de cálcio, podemos observar a presença de sítios de 1083 

cálcio através da eletrondensidade nas estruturas do verme, na região do tegumento, na 1084 

superfície da membrana tegumentar, corpos de inclusão, mitocôndrias e bolsas 1085 

tegumentares. Também foram observados sítios de cálcio na musculatura circular, 1086 

musculatura longitudinal, membranas das bolsas subtegumentares, mitocôndrias, 1087 

membranas dos núcleos das células subtegumentares e células digestivas (Figs. 7B-D e 1088 

8B-F). 1089 

Nos grupos controles de 25, 45 e 130 dias que foram tratados com EDTA não foi 1090 

possível evidenciar marcações eletrondensas indicativas de sítio de cálcio nas áreas do 1091 

tegumento, nas membranas tegumentares, musculatura circular e musculatura 1092 

longidutinal e células subtegumentares (Figs. 7A, 8A e 8B). 1093 

 1094 

Localização de Sítios Aniônicos de Carboidratos Ácidos pela Ferritina Cationizada 1095 

Os vermes adultos de S. mansoni de 25, 45 e 130 dias incubados com a ferritina 1096 

cationizada mostraram uma marcação no glicocálice e na superfície do tegumento (Figs. 1097 

9B, 9E e 9H). Com um maior aumento foi possível visualizar a presença de marcação 1098 

nas bolsas tegumentares dos vermes com 130 dias (Fig. 9H). Observamos que a 1099 

intensidade da marcação foi aumentando a medida que o verme foi envelhecendo. 1100 

Na analise dos vermes adultos S. mansoni controles nos períodos de 25, 45 e 130 1101 

dias, não observado marcações eletrodensas na superfície do tegumento e glicocálice 1102 

(Figs. 9A, 9D e 9G). 1103 

 1104 

Tratamento Enzimático 1105 

Como resultado foi possível observar que houve uma alteração no perfil de 1106 

marcação da superfície do tegumento do verme (Figs. 9C, 9F e 9I). 1107 

O tratamento com a enzima proteolítica condroitinase específica para quebra de 1108 

grupamentos de sulfeto revelou apenas uma marcação pontual na superfície do 1109 

tegumento (Fig. 9C). Por outro lado o tratamento com a tripsina específica para quebra 1110 

de grupamentos carboxilas de ácido urônico e derivados mostrou que a intensidade da 1111 
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marcação foi moderada na superfície do tegumento (Fig. 9F). Já a neuraminidase que 1112 

tem especificidade para terminações de grupamento carboxila de ácido siálico 1113 

praticamente manteve o perfil de marcação da ferritina (Fig. 9I) quando comparado ao 1114 

grupo sem tratamento enzimático (Fig. 9E). 1115 

 1116 

Localização de Lipídios Insaturados pelo Imidazol 1117 

As inclusões lipídicas de ácidos graxos insaturados em vermes adultos de S. 1118 

mansoni com 25, 45 e 130 dias, após foram observadas marcações eletrodensas nas 1119 

regiões do tegumento e subtegumento (Figs. 10, 11 e 12).  1120 

Analisando os vermes com 25 dias, observamos a presença de marcações 1121 

eletrodensas nas membranas, corpos de inclusões, bolsas tegumentares, mitocôndrias 1122 

(Figs. 10B-F), nos músculos circulares, músculos longitudinais (Figs. 10B e 10C), 1123 

membranas das estruturas das células subtegumentares (Figs. 10B e 10F). Com maior 1124 

aumento foi possível observar que a superfície da membrana tegumentar e da membrana 1125 

da espícula é composta por lipídios insaturados, além das bolsas e estruturas 1126 

membranosas presentes no tegumento (Figs. 10C-E). É importante dizer que poucas 1127 

inclusões lipídicas de forma globular foram visualizadas nas regiões tegumentares e 1128 

subtegumentares do verme. 1129 

Por outro lado, os vermes de 45 dias apresentaram alguns tubérculos, a região 1130 

muscular circular e longitudinal, bem como a região do subtegumento apresentavam 1131 

inclusões lipídicas eletrondensas, de diâmetros variados, marcadas pelo imidazol (Figs. 1132 

11B-F). Em detalhe vimos que a membrana da superfície do tegumento, das bolsas 1133 

tegumentares, mitocôndria e os corpos de inclusão apresentaram-se eletrodensos (Fig. 1134 

11D). Na região subtegumentar, próximo às células dos ductos secretores, visualizamos 1135 

mitocôndrias e célula flame com todas as suas membranas marcadas (Figs. 11E-F). 1136 

Uma maior quantidade de inclusões de lipídios eletrondensas foi observada no 1137 

interior dos vermes com 130 dias. Além disso, comparando com as inclusões de lipídios 1138 

encontrados nos vermes de 25 e 45 dias, observamos que as inclusões lipídicas dos 1139 

vermes com 130 dias apresentam uma maior eletrondensidade (Figs. 12B-F). Marcações 1140 

na superfície da membrana tegumentar, glicocálice, tubérculo, regiões musculares e 1141 

subtegumentares podem ser observadas nas Figuras 12B-D e 12F. Observando em 1142 

detalhe o tegumento, além da presença de inclusão lipídica vimos que estruturas como 1143 

as bolsas tegumentares, mitocôndrias e corpos de inclusão estavam marcados (Fig. 1144 
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12D). Pequenas partículas lipídicas bastante eletrondensas foram visualizadas no 1145 

glicocálice, região muscular e subtegumentar do verme (Figs. 12B-C e 12F). 1146 

Nos grupos controle, os vermes com 25 dias (Fig. 10A), 45 dias (Fig. 11A) e 130 1147 

dias (Fig. 12A) que não foram incubados com o tampão imidazol foi visualizado a 1148 

presença de inclusões lipídicas no interior do verme de forma globular de tamanhos 1149 

variados, porém com uma menor eletrodensidade, quando comparado com as inclusões 1150 

de lipídios insaturados marcados com o imidazol. 1151 

 1152 

Localização de proteínas Básicas: Prata Amoniacal e PTA 1153 

 As técnicas de citoquímica para detecção das proteínas básica nos vermes 1154 

adultos de S. mansoni com 25, 45 e 130 dias, após as incubações na Prata Amoniacal e 1155 

PTA, mostrou a presença de proteínas básicas ricas em arginina, lisina revelada pela 1156 

técnica da prata amoniacal e as proteínas ricas em histidina foram reveladas pela técnica 1157 

do PTA (Figs. 13A-I e 14A-E). 1158 

Os vermes com 25 dias apresentaram-se marcados, de forma homogênea, com 1159 

partículas de prata amoniacal na região do tegumento e subtegumento (Fig. 13B). 1160 

Quando foram analisados os vermes com 45 dias, encontramos a região do 1161 

tegumento e subtegumentos marcados com as partículas de prata, com maior 1162 

concentração no glicocálice, região muscular, núcleos das células subtegumentares e 1163 

núcleos das células digestivas (Figs. 13C-F). É importante ressaltar que a marcação do 1164 

glicocálice foi observada apenas nos vermes de 45 dias. Em detalhe foi observada 1165 

marcação nas mitocôndrias das células subtegumentares (Figs. 13G). Observamos uma 1166 

maior marcação de partículas eletrodensas nos vermes com 45 dias quando comparado 1167 

aos vermes de 25 e 130 dias. 1168 

Nos vermes com 130 dias a marcação foi encontrada no tegumento, musculatura 1169 

e núcleo das células subtegumentares (Fig.s 13H-I). 1170 

Analisando o grupo controle da prata amoniacal podemos observar ausência de 1171 

partículas eletrodensas na superfície do tegumento do verme, tegumento, musculatura 1172 

circular, musculatura longitudinal e na região subtegumentar (Fig. 13A). 1173 

Os vermes com 25 dias incubados com o ácido fosfotúngstico (PTA) não 1174 

apresentou marcação no tegumento nem na região muscular, as proteínas foram 1175 

marcadas apenas nos núcleos e nucléolos das células subtegumentares (Fig. 14B). Por 1176 

outro lado, os vermes com 45 e 130 dias apresentaram o mesmo perfil de marcação, 1177 

onde podemos visualizar marcações eletrodensas nas espículas do tegumento do verme 1178 



 54 

(Fig. 14C), corpos de inclusões (Fig. 14D) e núcleo e nucléolo das células da região 1179 

subtegumentar (Fig. 14E). No grupo controle do PTA observou-se ausência de 1180 

marcação eletrodensas na superfície tegumento do verme, como também nas 1181 

musculaturas circular e longitudinal e na região subtegumentar (Fig. 14A). 1182 

 1183 

DISCUSSÃO 1184 

Morfologia Geral 1185 

Os vermes de S. mansoni independente da idade apresentaram morfologia 1186 

delgada e longa. O tamanho do macho de S. mansoni medindo cerca de 1,0 cm de 1187 

comprimento e sua coloração branca, além da presença da ventosa oral, ventosa ventral 1188 

e canal ginecóforo já havia sido descritos por Neves (2005) e Rey (2008). 1189 

A superfície do tegumento dos vermes exibiu grande quantidade de pequenos 1190 

tubérculos, que encontravam-se mais abundantes na superfície dorsal. A presença de 1191 

estruturas mais delicadas puderam ser observadas através da microscopia eletrônica de 1192 

transmissão e varredura, consistindo de minúsculas espículas situadas na superfície do 1193 

verme. Logo abaixo do tegumento estão as camadas musculares da parede do corpo do 1194 

helminto, responsáveis pela movimentação e todo espaço interior entre os órgãos 1195 

internos conhecidos como bolsas subtegumentares, ocupado por um tecido denominado 1196 

estroma, formado de células subtegumentares e lacunas cheias de um líquido 1197 

intersticial. Estas mesmas estruturas podem ser observadas em Neves (2005). 1198 

O tegumento de S. mansoni é uma importante interface entre o parasita e seu 1199 

ambiente intravascular no hospedeiro (Araújo et al. 1993). Através deste tegumento 1200 

especializado, os vermes adultos realizam três atividades básicas para sua 1201 

sobrevivência: assimilar nutrientes de sangue do hospedeiro; são capazes de escapar à 1202 

resposta imune do hospedeiro contra a sua presença (Abath and Werkhavser 1996) e 1203 

regenerar a partir de lesões induzidas (Popiel et al.1985). Outros estudos demonstraram 1204 

que o tegumento trematódeo é estruturalmente adaptado para o transporte, evasão 1205 

imunológica e comunicação com o sistema neuromuscular, além disso, numerosos 1206 

poços na superfície do tegumento aumentam significativamente a área de superfície do 1207 

parasita, o que é caracterizado como uma função de transporte (Thompson and Geary 1208 

1995). Na verdade, essas atividades estão intimamente relacionadas com a composição 1209 

bioquímica das estruturas do verme que podem variar em quantidade e localização ao 1210 

longo de sua evolução no interior de seu hospedeiro. 1211 

 1212 
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Localização de Sítios de Cálcio 1213 

Na literatura encontramos alguns estudos sobre a localização do cálcio em S. 1214 

mansoni, porém na fase larval, nenhuma abordagem ultraestrutural. A elucidação da 1215 

localização de depósitos de cálcio no verme através da ultraestrutura é importante para 1216 

tentar correlacionar a localização “in loco” com a função. 1217 

Nossos resultados revelaram a presença de sítios de cálcio em todas as regiões 1218 

dos vermes adultos independente da idade. De acordo com a marcação, o íon está 1219 

distribuído de forma regular nas estruturas tegumentares e subtegumentares, 1220 

principalmente na musculatura e parece demarcar ainda os todos os espaços internos e 1221 

algumas organelas do verme. Esses achados também foram evidenciados por Cavalcanti 1222 

et al. (2009), analisando a presença dos sítios de íons na cercaria de S. mansoni. 1223 

Segundo SOUZA (2005), os íons de cálcio desempenham papel de muita 1224 

relevância em uma série de atividades celulares e estão envolvidos com a contração 1225 

muscular, o movimento de cílios e flagelos, despolarização, secreção, ativação de 1226 

microtúbulos e microfilamentos, endocitose e exocitose. Certamente alguns desses 1227 

processos como a contração da musculatura para locomoção (Cavalcanti et al. 2009), 1228 

secreção ativada pela presença de cálcio nas glândulas pré-acetabulares e ductos de S. 1229 

mansoni (Lewert et al. 1966), endocitose e exocitose (Thompsom and Geary, 1995) já 1230 

foram elucidados no S. mansoni e provavelmente justifique a marcação encontrada em 1231 

nossas amostras. 1232 

Nesse estudo, pela localização do cálcio apresentada podemos sugerir que o 1233 

sucesso no estabelecimento e sobrevivência do parasito no hospedeiro depende da 1234 

presença de íons cálcio nas estruturas do verme. 1235 

 1236 

Localização de Sítios Aniônicos de Carboidratos Ácidos pela Ferritina Cationizada 1237 

Carboidratos estão expostos na superfície do verme na forma de glicolipídios e 1238 

glicoproteínas ligados na membrana do tegumento, a qual também contém as enzimas 1239 

necessárias para a sua biossíntese (Thompsom and Geary, 1995). 1240 

Alguns autores relacionaram a presença de grupamentos carregados 1241 

negativamente na superfície de helmintos com a proteção contra a perda de conteúdos 1242 

internos (Murrel et al. 1983). Por outro lado, é possível que tais grupamentos ativem o 1243 

sistema complemento do hospedeiro via fator de Hageman ou fator VII da coagulação, e 1244 

consequentemente, desencadeando reações inflamatórias (Thompsom and Geary 1995). 1245 
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Através da ligação da ferritina cationizada na camada mais externa do parasito, 1246 

observamos a presença de sítios aniônicos associados com o glicocálice e na superfície 1247 

do tegumento do verme, e em especial nas bolsas tegumentares para os vermes com 130 1248 

dias. Esses resultados também foram observados em estudos citoquímicos com a larva 1249 

cercarial de S. mansoni (Cavalcanti et al 2009), larva L3 de Wuchereria bancrofti (Silva 1250 

et al. 2006) e vermes adultos de Strongyloides ratti e Trichinella spirallis (Murrel et al. 1251 

1983). 1252 

O tratamento das amostras com a neuraminidase, seguido de incubação com 1253 

ferritina cationizada não alterou o padrão de marcação dessas partículas na superfície do 1254 

trematóide. Nossa observação utilizando a neuraminidase de elevada especificidade 1255 

indica que grupamentos carboxílicos não estão envolvidos na carga de superfície do 1256 

verme de S. mansoni. Estes resultados estão de acordo com o que foi observado por 1257 

Cavalcanti et al. (2009) trabalhando com cercaria de S. mansoni e Himmelhoch and 1258 

Zucherman (1978) com o nematoide de vida livre Caenorhabditis briggsae. 1259 

O tratamento com tripsina resultou numa moderada marcação nas cargas 1260 

negativa de superfície do verme, esta observação vai de encontro aos achados de 1261 

Cavalcanti et al. (2009) onde houve eliminação da marcação pela ferritina indicando 1262 

que as glicoproteínas sensíveis a tripsina devem estar contribuindo de forma 1263 

significativa na superfície negativa da cercária. 1264 

Os resultados com o tratamento dos vermes com condroitinase AB que possui 1265 

especificidade para condroitina-4-sulfato e dermatan sulfato (B) teve maior ação sobre 1266 

as cargas de superfície negativa permitindo apenas marcação pontual de partículas de 1267 

ferritina cationizadas. Esta observação sugere que a presença de glicosaminoglicanas no 1268 

tegumento do verme de S. mansoni. Porém, mais estudos bioquímicos são necessários 1269 

para confirmar esta observação citoquímica. 1270 

 1271 

Localização de Lipídios Insaturados pelo Imidazol 1272 

A técnica utilizada para a detecção de lipídios insaturados foi a do tampão 1273 

imidazol que emprega o complexo ósmio-imidazol. Através da utilização desta técnica 1274 

foi possível evidenciar que os vermes de S. mansoni tratados com tampão imidazol 1275 

apresentaram uma marcação mais evidente à medida que a idade do parasita aumentava. 1276 

Obsevando com maior detalhe no verme mais velho ficou claro que o material 1277 

fragmentado presente no glicocálice, superfície do tegumento e nas regiões 1278 

tegumentares e subtegumentares possui na sua composição lipídios insaturados, por 1279 
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apresentarem eletrondensidade similares às encontradas nas inclusões. Cavalcanti et al. 1280 

(2009) evidenciaram a presença de lipídios insaturados em toda superfície de cercarias 1281 

de S. mansoni, e sugeriu que este material lipídico esteja servindo como um agente 1282 

facilitador na aproximação e estabelecimento do parasita no hospedeiro. 1283 

Acredita-se que o S. mansoni utiliza os lipídios em alguns processos que são 1284 

vitais para a sua sobrevivência em longo prazo dentro do hospedeiro mamífero. Os 1285 

lipídios são necessários pelo parasita não só para manter a sua integridade superficial e 1286 

requisitos estruturais, mas também para a produção de ovos e sinalização célula-célula. 1287 

No entanto, S. mansoni é incapaz de sintetizar os próprios lipídios essenciais e devem 1288 

obter estes a partir do seu hospedeiro (Furlong 1991; Fried 1991). 1289 

Uma vez que este componente encontra-se mais evidente a medida que o verme 1290 

vai ficando mais velho, é possível que esses lipídios suprima a resposta imune do 1291 

hospedeiro ou ajude o verme a passar despercebido (Araújo et al. 1993). Outros autores 1292 

acreditam que estes lipídios possam ser sintetizados a partir da gordura absorvida do 1293 

hospedeiro para auxiliar na nutrição dos vermes (Ivanov 1950; Furlong 1991; Araújo et 1294 

al. 1993). 1295 

 Os lipídios insaturados foram evidenciados no tegumento, região tegumentar e 1296 

subtegumentar. Possivelmente alguns órgãos do parasita podem produzir material para 1297 

reparar e reorganizar o tegumento do verme após a penetração e estabelecimento no 1298 

hospedeiro (Hockley and Mclaren 1973). Como observamos a presença de material 1299 

lipídico em várias regiões do verme, é possível que entre os componentes reparadores 1300 

existam lipídios insaturados. Além disso, Cavalcanti et al. 2009 sugeriram, outra 1301 

possível função da presença de inclusões lipídicas no tegumento do verme é que estas 1302 

podem estar relacionadas com a proteção do parasita às adversidades do meio onde se 1303 

encontram. 1304 

 Sabemos que a localização ultraestrutural de lipídios insaturados nos vermes de 1305 

S. mansoni não fornece informações concretas da origem destes compostos, uma vez 1306 

que os nossos resultados não deixou clara a origem deste componente. Porém, com os 1307 

dados encontrados neste estudo podemos afirmar que a quantidade desses lipídios 1308 

aumenta de acordo com a permanência do verme no hospedeiro vertebrado. 1309 

 1310 

Localização de proteínas Básicas: Prata Amoniacal e PTA 1311 

Detectamos as proteínas básicas através da ultraestrutura utilizando duas 1312 

técnicas citoquímicas específicas que foram a prata amoniacal e o ácido fosfotúngstico 1313 
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ou PTA. Estas localizam a presença de proteínas básicas, porém com especificidades 1314 

diferentes, a prata amoniacal, identifica as proteínas ricas em arginina e lisina, enquanto 1315 

o PTA revela proteínas ricas em histidinas (Souza 1998). 1316 

Em um estudo citoquímico realizado com a fase larval do S. mansoni, os 1317 

autores identificaram uma forte marcação com a prata amoniacal sobre toda superfície 1318 

da larva infectante, além do tecido muscular (Cavalcanti et al. 2009). Esta marcação foi 1319 

confirmada em nossos estudos tanto no verme mais jovem como no verme mais velho, 1320 

porém curiosamente nos vermes com 45 dias, além dessas estruturas apresentarem 1321 

proteínas básicas, o glicocálice estava intensamente marcado, provavelmente 1322 

desempenhando alguma função específica. 1323 

Sabe-se que o glicocálice apresenta-se perpendicular à superfície do 1324 

tegumento do verme e é composta por fibras ramificadas e interconectadas formando 1325 

uma rede difusa (Morris 1971; Hockley 1972; Stein; Lumsden 1973). Porém, outros 1326 

trabalhos revelaram que o glicocálice é uma parte integral da membrana externa do 1327 

tegumento e é provavelmente produzido pelo tegumento, pelo fato de que algumas 1328 

fibras que formam o glicocálice estarem firmemente inseridas na membrana externa do 1329 

tegumento (Kemp 1970; Stein and Lumsden 1973). 1330 

Apesar do papel do glicocálice não ter sido completamente elucidado, há uma 1331 

grande variedade de possíveis funções para o mesmo como: adesão e lubrificação 1332 

(Kruidenier 1951), proteção contra adversidades do meio (Kruidenier 1951, 1953A, 1333 

1953B; Stirewalt 1963), controle da permeabilidade (Morris 1971; Stein; Lumsden 1334 

1973) e adaptação fisiológica (Kruidenier 1951; Morris 1971). 1335 

Utilizando a técnica de PTA identificamos a presença de proteínas básicas nos 1336 

corpos de inclusão e espículas no tegumento, núcleo e nucléolo de células 1337 

subtegumentares. 1338 

Dorsey et al. (2002) identificaram que corpos de inclusão, presentes no 1339 

tegumento cercarial originam-se do complexo de golgi e apresentam como função a 1340 

formação da membrana heptalaminar externa. Como esta membrana apresenta em sua 1341 

constituição proteínas, é possível que muitas delas sejam básicas por serem originadas 1342 

dos corpos de inclusão, além das espículas, que foram marcadas no tegumento do verme 1343 

adulto. 1344 

Como o PTA detecta proteínas ricas em histidina e estas estão comprometidas 1345 

numa série de funções celulares tais como a diferenciação celular e a regulação da 1346 
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função gênica de células eucarióticas, a identificação dessas proteínas no núcleo e 1347 

nucléolo de células subtegumentares do verme confirma a especificidade da reação. 1348 

Através da análise da presença de cálcio, grupamentos aniônicos, lipídios e 1349 

proteínas básicas, no verme de S. mansoni concluímos que a localização desses 1350 

compostos está fortemente relacionada às diversas funções desempenhadas pelo verme 1351 

que permite o seu estabelecimento e manutenção no hospedeiro, onde estes compostos 1352 

podem servir como alvo para estudos de controle do parasita. 1353 
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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 

ginecóforo (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), espícula (Es), musculatura circular (mc), 

musculatura longitudinal (ml), bolsas subtegumentares (), inclusões lipídicas (iL), células 

subtegumentares (Cs), células digestivas (cd). F: Detalhe do tegumento com a presença da 

superfície da membrana tegumentar (seta longa), corpos de inclusão (seta curta), corpos 

membranosos ( ), mitocôndria (m), bolsas tegumentares (*). N=núcleo e Lu = lúmen 

intestinal. 
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Fig. 7(A-D): Eletromicrografias de vermes adultos de S. mansoni com 25 dias para localização 

de sítios de cálcio. A: Grupo controle mostrando ausência de marcação em todas as estruturas 

do tegumento (T), musculatura circular (mc) e musculatura longitudinal (ml). B-D: Podemos 

observar a presença de sítios de cálcio através da eletrondensidade das estruturas - na 

superfície da membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusão (seta curta), mitocôndria 

(m), bolsas tegumentares (*), bolsas subtegumentares (), musculatura circular (mc), 

musculatura longitudinal (ml) e membranas (seta aberta) da célula subtegumentare (Cs). T = 

tegumento e N = Núcleo. 
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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 localização de sítios de cálcio. A e B: Grupo controle mostrando 

ausência de marcação em todas estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc), 

musculatura longitudinal (ml)  e células digestivas (cd). C-F: Podemos observar a 

presença de sítios de cálcio através da eletrondensidade das estruturas na superfície da 

membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusão (seta curta), mitocôndria (m), 

bolsas tegumentares (*), bolsas subtegumentares (), musculatura circular (mc), 

musculatura longitudinal (ml) e células digestivas (cd). T = tegumento, N=núcleo e Lu = 

lúmen intestinal. 
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Fig. 9 (A-I): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 25 dias (A e B), 45 dias (D e 

E) e 130 dias(G e H) para identificação de carboidratos ácidos através da ferritina cationizada. 

A, D e G: Grupos controle mostrando ausência de marcação em todas estruturas do tegumento 

(T). B, E e H: Podemos observar marcação na superfície da membrana tegumentar (setas 

longas) e glicocálice (setas abertas) e bolsas tegumentares (seta curta). Note que o perfil de 

marcação varia de acordo com a idade do verme. C, F e I: Vermes de S. mansoni com 45 dias 

submetidos ao tratamento enzimático com condroitinase, tripsina e neuraminidase, antes da 

incubação com a ferritina cationizada, respectivamente. Com marcação na superfície da 

membrana tegumentar (setas longas). T=tegumento, Es=Espícula, mc=musculatura circular, 

ml=musculatura longitudinal. 
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Figs. 10(A-F): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni 25 dias para localização de 

lipídios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando ausência de 

marcação em todas as estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc), musculatura 

longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). B-F: Podemos observar a presença de 

lipídios insaturados através da eletrondensidade das estruturas marcadas pelo imidazol na 

superfície da membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusão (seta curta), 

mitocôndria (m), bolsas tegumentares (*), além das membranas celulares da musculatura 

circular (mc), musculatura longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). T=tegumento, 

N=Núcleo e Es=Espícula. 
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Figs. 11(A-F): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 45 dias para localização de 

lipídios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando ausência de 

marcação em todas as estruturas do tegumento (T), musculatura circular (mc), musculatura 

longitudinal (ml). B-F: Podemos observar a presença de lipídios insaturados através da 

eletrondensidade das estruturas na superfície da membrana tegumentar (setas longas), 

corpos de inclusão (seta curta), mitocôndria (m), bolsas tegumentares (*), musculatura 

circular (mc), musculatura longitudinal (ml) e células subtegumentares (Cs). T= tegumento, 

Tu =Tubérculo, iL = Inclusão lipídica, Cf = Célula flame  e N = Núcleo. 
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Figs. 12(A-E): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni com 130 dias para 

localização de lipídios insaturados através do imidazol. A: Grupo controle mostrando a 

presença de inclusões lipídicas (iL) com menor eletrondensidade no interior do verme. 

B-F: Podemos observar a presença destacada de lipídios insaturados superfície da 

membrana tegumentar (setas longas), corpos de inclusão (seta curta), mitocôndria (m), 

bolsas tegumentares (*), tubérculo (Tu), musculatura circular (mc) e  musculatura 

longitudinal (ml). Note presença de pequenas partículas de lipídios no glicocálice, região 

tegumentar e subtegumentar (setas aberta)s. St =região subtegumentar e iL = Inclusão 

lipídica. 
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Figs. 13(A-I): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni – 25 dias (B), 45 dias (C-G) e 130 

dias (H e I) para identificação de proteínas básicas, através da prata amoniacal. A: Grupo 

controle mostrando ausência de marcação nas estruturas do tegumento (T), musculatura circular 

(mc) e musculatura longitudinal (ml). B: Observamos marcação no tegumento (T), musculatura 

circular (mc) musculatura longitudinal (ml). C-G: Podemos observar a presença de marcação em 

muitas regiões do verme – no glicocálice (seta longa), tegumento (T), musculatura circular (mc), 

musculatura longitudinal (ml), mitocôndria (m), núcleo das células subtegumentares (Cs) e 

células do intestino (). H-I: Observar pouca marcação no tegumento, musculatura circular (mc) 

e musculatura longitudinal (ml) do verme, além do núcleo da célula secretora (*). Cf = Célula 

flame e Lu = Lúmen intestinal. 
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Figs. 14(A-E): Eletromicrografias de vermes de S. mansoni – 25 dias (B), 45 dias (C) 

e 130 dias (D e E) para identificação de proteínas básicas, através do Ácido 

fosfotungstico. A: Grupo controle mostrando ausência de marcação nas estruturas do 

tegumento (T), musculatura circular (mc) e musculatura longitudinal (ml). B: 

Observamos ausência de marcação no tegumento (T), musculatura circular (mc) e 

musculatura longitudinal (ml) e marcação nos núcleos (N) das células 

subtegumentares (Cs). C: presença de espículas (seta aberta) marcadas no tegumento 

(T). D: Marcação nos corpos densos (setas) no tegumento (T). E: Marcação nos 

núcleos (N) e nucléolo (*) das células subtegumentares (Cs). 
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CONCLUSÕES 1504 

1º) A identificação dos sítios de cálcio na região tegumentar e subtegumentar 1505 

dos vermes de S. mansoni, sugerem seu importante papel na contração 1506 

muscular e permeabilidade das membranas. 1507 

 1508 

2º) A observação da ferritina cationizada no glicocálice e na superfície da 1509 

membrana tegumentar dos vermes de S. mansoni, sugere que além da função 1510 

estrutural os carboidratos ácidos tem participação, no reconhecimento e 1511 

adesão celular, e que os grupamentos de sulfeto podem estar conferindo a 1512 

carga aniônica na superfície dos vermes. 1513 

 1514 

3º) A maior quantidade de lipídios insaturados foi observada nos vermes de S. 1515 

mansoni com 130 dias, comparado aos vermes com 25 e 45 dias. 1516 

 1517 

4º) As proteínas básicas ricas em histidina no núcleo e nucléolo de células 1518 

subtegumentares (vermes de todas as idades) e no tegumento em especial 1519 

espinhos e corpos de inclusão, nos vermes de 45 e 130 dias, podem estar 1520 

envolvidas na diferenciação celular. 1521 

1522 
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ANEXO – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA ANIMAL 1523 

 1524 


