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RESUMO

Estudo das celulas da hemolinfa de Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) durante o curso
da infeccdo pelo Schistosma mansoni (Sambon, 1907).

Células da hemolinfa de molusco da espécie Biomphalaria straminea (B. straminea), nao
infectados (controle) e infectados (amostra) com miracidio de Schistosoma mansoni da
linhagem SLM (S&o Lourenco da Mata — Pernambuco, Brasil), foram analisadas pela sua
morfologia e composicdo quimica. Moluscos B. straminea foram submetidos a puncéao céfalo-
podal para coleta da hemolinfa, e 0 nimero de células circulantes foi avaliado. Em
Biomphalaria straminea ndo infectado foram encontrandas 141+56,19 células/mm?®, enquanto
em moluscos submetidos & infecco foi verificado um aumento para 357+170,05 células/mm®
duas horas apds exposicdo aos miracidios, nimero este significativamente superior ao
controle, conforme testes estatisticos realizados. A morfologia celular foi analisada pela
microscopia 6tica e eletrénica de transmissao, e foram encontrados dois tipos celulares: tipo |
— hialindcitos e tipo Il — granuldcitos. A composi¢do quimica da célula para detectar a
presenca de glicogénio foi revelada pela técnica do PAS (Periodic acid-Schiff ) e microscopia
eletronica de transmisséo, apresentando resultado positivo. As substancias secretadas foram
analisadas pela técnica do Alcian Blue, apresentando resultado negativo.

Palavras-chaves: Biomphalaria straminea. Células da hemolinfa. Hialindcitos. Granuldcitos.



ABSTRACT

A Study of Hemolymph Cells of Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) During the Course
of Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) Infection

Hemolymph cells of the mollusk of the Biomphalaria straminea (B. straminea) species,
uninfected (control) and infected (sample) with Schistosoma mansoni miracidium of the SLM
lineage (S&o Lourenco da Mata — Pernambuco, Brazil), were analyzed for their morphology
and chemical composition. B. straminea mollusks were submitted to a cephalopodal puncture
to collect hemolymph, and the number of circulating cells was evaluated. In uninfected
Biomphalaria straminea 141+56,19 cells/ mm?® were found, while in mollusks submitted to
infection an increase to 357+170,05 cellssmm® was observed two hours after exposure to
miracidia, a number significantly higher than the control number, according to statistical tests.
Cell morphology was analyzed by optical and transmission electron microscopy, and two cell
types were found: type | — hyalinocytes, and type Il — granulocytes. The chemical
composition of the cell to detect the presence of glycogen was revealed by the Periodic acid-
Schiff (PAS) method and transmission electron microscopy, presenting a positive result. The
secreted substances were analyzed using the Alcian Blue method, presenting a negative result.

Keywords: Biomphalaria straminea. Hemolymph cells. Hyalinocytes. Granulocytes.
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1INTRODUCAO

Molusco da espécie Biomphalaria straminea, sdo um dos principais hospedeiros
intermediarios do Schistosoma mansoni em algumas regides endémicas do Brasil, apesar de
pouco susceptivel & infeccdo natural ou experimental ao parasito (GONGALVES et al., 1989 e
AMANCIO et al., 1989).

A resisténcia a infeccdo pelo parasito, é determinada por fatores genéticos, e segundo
Santana et al., (1978), constitui carater hereditéario e as variagdes da infectividade sdo devidas
a um unico gene dominante (RICHARD e MERRIT, 1975). Entretanto, existem outros fatores
que influenciam o grau de infeccdo desses moluscos, como: a interacdo fisioldgica entre
molusco e trematodeo, a dieta, sendo esta importante para a manutencdo da infeccédo, pois, o
parasito consome parte dos nutrientes existentes no organismo do hospedeiro, principalmente
glicogénio e a idade, ja que, moluscos mais jovens sd8o mais susceptiveis a infeccéo
(NIEMANN e LEwIs, 1990).

As reacOes de defesa observadas nos moluscos do género Biomphalaria é muito
eficiente e apresentam algumas semelhangas com aquelas observadas nos vertebrados, a
principal diferenca é quanto a presenca de imunoglobulinas, presentes nestes dltimos e
ausentes nos invertebrados. No entanto, mesmo sem a presenca das mesmas, 0 sistema de
defesa desses animais € muito eficiente, desempenhando diversas funcdes, tais como:
reconhecem corpos estranhos, fagocitando e encapsulando os mesmos, através de células
circulantes; promovem reparo tecidual e induzem reagdes citotoxicas. Verificou-se também, a
existéncia de fatores humorais que ampliam essa resposta (GRANATH et al., 1984;
SANTANA etal., 1990; GADELHA et al., 1996).

A infeccdo do molusco pelo S. mansoni, apresenta mecanismos de natureza celular,
ocorrendo formacdo de reacdo granulomatosa, destruicdo e fagocitose dos miracidios por
celulas granulociticas poucas horas apos penetragdo do mesmo (GUARALDO & Cols., 1981).

Pesquisas efetuadas mostram que B. glabrata é o principal hospedeiro intermediério
do S.mansoni no hemisfério oeste e biologicamente mais eficiente, isto €, mais suscetivel e
melhor adaptado ao parasito, maior sobrevida quando infectado e maior nimero de cercarias
eliminadas tanto em condicbes ambientais quanto experimentais (MALTA, 1994;
RICHARD,1985; BARBOSA, 1959). Enquanto B.straminea mostra ser a espécie mais
resistente a infeccdo pelo S.mansoni, tanto em condi¢cBes naturais, quanto experimentais
(GONCALVES & Cols, 1989; AMANCIO & cols, 1989), mas, embora se apresente mais
resistente ao Schistosoms mansoni, ficando dificil explicar a elevada prevaléncia da
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esquistossomose em certas regides, especialmente na Zona da Mata do Estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil, onde B.straminea é o vetor predominante na regido
(GONCALVES et al., 1989; AMANCIO et al., 1989).

Estudos sobre os vetores da Esquistossomose sdo de grande importancia
epidemioldgica, pois, através deles, podemos estudar: a potencialidade de transmissdo pelos
moluscos em determinada &rea (YOSHINO, 1985) assim como o ajuste fisiologico entre
hospedeiro e parasito (PARAENSE & CORREA, 1963), além de obter subsidios para adotar
medidas de controle da doenca.

Com base nestes dados, torna-se importante, estudos que visem avaliar o
comportamento deste planorbideo frente & infec¢do pelo Schistosoma mansoni; os resultados
poderdo fornecer subsidios para uma melhor avaliagdo dos mecanismos de defesa e

capacidade de transmissdo, deste hospedeiro intermediério.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A Esquistossomose é uma doenca crénica provocada pelo Schistosoma mansoni,
gue afeta cerca de 200 milhGes de pessoas no mundo, nimero de casos estimado pela
Organizacdo Mundial de Satude, OMS (REY,1991).

Originaria da Africa, a Esquistossomose chegou as Américas através do trafego de
escravos (Marques, 1990). No Brasil, a doenca teve inicio no Nordeste (Costa, 1978).
Atualmente as areas de importancia compreendem uma faixa continua que se inicia nas
regides orientais do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco (Zona da Mata, Litoral,
Agreste e Sertdo) e quase totalidade dos Estados de Alagoas e Sergipe, grande parte da Bahia,
Minas Geraise Zona Serrana do Espirito Santo (REY, 1991).

A Esquistossomose possui ciclo heteroxénico, onde o hospedeiro definitivo séo
mamiferos, incluindo o homem, e o hospedeiro intermediario € um molusco gastrépoda
do género Biomphalaria. As principais espécies transmissoras da esquistossomose nas
Américas sdo: Biomphalaria glabrata (B.glabrata), Biomphalaria tenagophila
(B.tenagophila) e Biomphalaria straminea (B. straminea) (REY,1991).

No Brasil estas espécies estdo distribuidas, segundo Carvalho (1991), da seguinte
maneira: B. glabrata, delimitada pelos paralelos 13° e 21° Q e pelos meridianos 39° e 45° W,
area onde é mais dominante (Sudoeste da Bahia, metade oriental de Minas Gerais
e Espirito Santo); é também observada ao longo da faixa costeira nos Estados de Sergipe,
Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte; a partir dai € encontrada para o
sudoeste (Rio S&o Francisco e Centro-Sul de Minas Gerais); populac¢des isoladas foram
observadas noutros Estados e sua presenca, esta, provavelmente, associada a transmissédo
da esquistossomose nestas areas. O B. tenagophila estende-se por uma larga faixa
costeira que vai do Sul da Bahia (17° 45' S; 39° 15' W) até o Chui, no Rio Grande do Sul
(33Q 41' S; 53° 27" W). No Estado de Sdo Paulo esta espécie é encontrada principalmente
0 interior, instituindo um importante transmissor da esquistossomose neste Estado.
Populac@es isoladas, também foram observadas no Distrito Federal e Minas Gerais. B.
straminea é a espécie melhor adaptada as variagdes climaticas, com distribuicdo mais
densa no Nordeste (419 e 11° S), Sul da Bahia e Nordeste de Minas Gerais (15° e 18° S; 40°
e 44° W).

Pesquisas efetuadas mostram que B. glabrata é o principal hospedeiro intermediario
do S. mansoni no hemisfério oeste e biologicamente mais eficiente, isto €, mais suscetivel e

melhor adaptado ao parasito, maior sobrevida quando infectado e maior namero de
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cercarias eliminadas tanto em condi¢bes normais quanto experimentais (Malta, 1994;
Richard, 1985; Barbosa, 1959), e enquanto B. straminea e B. tenagophila mostra ser a
espécie mais resistente frente a infeccdo pelo S. mansoni, tanto em condigdes naturais,
quanto experimentais (GONCALVES et al, 1989; AMANCIo et al, 1989).

Estudos sobre os vetores da Esquistossomose sdo de grande importancia
epidemioldgica, pois, através deles, podemos estudar: a potencialidade de transmissédo
pelos moluscosem determinada area (YOSHINO, 1985), assim como, o0 ajuste fisiologico
entre hospedeiro e parasito (PARAENSE e CORREA, 1963), além de obter subsidios para
adotar medidas de controle da doenga.

O molusco hospedeiro desse trematodeo, apresenta maior suscetibilidade as linhagens
simpatricas do parasito, isto €, os moluscos de uma determinada regido geografica
apresentam maior suscetibilidade ao S.mansoni daquela mesma regido (SANTANA et al.,
1978; BASCH, 1976; RICHARD e MERRIT, 1972; PARAENSE e CORREA, 1963;
BARBOSA, 1960; NEWTON, 1953). Mesmo assim a infeccdo alopétrica é possivel, desde
que a carga de miracidios seja elevada; aproximadamente 100 vezes maior (PARAENSE e
CORREA, 1963) ou, quando utiliza-se populacdes de moluscos geneticamente selecionados
(ZANOTI, 1991; SANTANA, 1976).

A resisténcia a infeccdo pelo S. mansoni é determinada por fatores genéticos e
segundo Richard (1973) e Richard e Merrit (1975), constitui caracter hereditario. As
variagoes da infectividade sdo devidas a um Unico gene dominante, podendo, o caracter de a
suscetibilidade estar presentes em moluscos refratarios. Outros fatores também influenciam
no grau de infeccdo pelo S. mansoni, como a fisiologia, a dieta e a idade dos moluscos. A
interacdo fisiologicaentre molusco e trematddeo é necessaria para a sobrevida dos mesmos, a
dieta € importante para a manutencdo da infeccdo, pois o parasita consome boa parte
dos nutrientes existentes no organismo do hospedeiro, principalmente glicogénio a idade é
importante porque moluscos mais jovens sdo mais suscetiveis a infeccdo em relacdo aos mais
velhos (NIEMANN e LEWIS, 1990; RICHARD, 1973).

A presenca de infec¢do concomitante, ou seja, aquela que ocorre quando o molusco €
parasitado por uma ou mais espécies de trematddeo, também altera a relacdo parasito-
hospedeiro: pela competicdo de nutrientes, luta por um espago no corpo do hospedeiro,
alteraces fisiologicas e imunoldgicas. Estas alteracbes poderiam aumentar ou diminuir a
suscetibilidade do molusco quando uma segunda espécie de trematddeo entra em contato
com o mesmo. (NODA e LOKER, 1986). Durante a infeccdo do molusco pelo S. mansoni,
observa-se que o fato, é dependente de ambos: a infectividade do parasito e a
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susceptibilidade do hospedeiro; isto &, a sobrevivéncia do parasito pode ocorrer somente
na auséncia do sucesso da resposta imune e o desenvolvimento continuado é possivel se o
hospedeiro é fisiologicamente apto. Quando miracidios de S. mansoni penetram
ativamente em B. glabrata resistente, a encapsulacdo da larva, ocorre dentro de poucas
horas da invasdo; o que nao acontece com linhagens susceptiveis. Geralmente, se aceita
gue o sucesso do estabelecimento da infeccdo, pode ser induzida pela evasao da resposta
do hospedeiro, atravées de qualquer imitacdo molecular ou a aquisi¢do ativa dos
componentes do hospedeiro, pela larva (FRYER e BAYNE, 1980 ae b).

As reacOes de defesa observadas nestes invertebrados apresentam algumas
semelhangas, com aquelas observadas nos vertebrados, a principal diferenca é a quanto a
presenca de imunoglobulinas, presentes nestes ultimos e ausentes nos invertebrados.
Entretanto, mesmo sem a presenca das mesmas, o0 sistema de defesa desses animais €
muito eficiente. Este sistema desempenha diversas funcgdes: reconhece corpos estranhos
fagocitando-os ou encapsulando-os, através de células circulantes; promove o reparo
tecidual, induz reagdes citotoxicas e possuem fatores humorais que ampliam esta resposta
(LOKER et al., 1982; GRANATH e YOSHINO, 1984; MCKAY e JENKIN, 1969).

Entre as diversas funcdes de defesa encontradas em planorbideos, aquelas desenvolvidas
por celulas, podem ser consideradas a principal linha de defesa dos moluscos. Estas células
estdo presentes na hemolinfa e fluidos do corpo do molusco e atuam como defensoras
fagocitando e encapsulando corpos estranhos que penetram nestes invertebrados. A fagocitose
de corpos estranhos é facilitada pela movimentagdo destas células, que exercem importante
papel na relagéo parasito-hospedeiro (ABDUL SAIAM e MICHELSON, 1980).

Na infecgdo do caramujo pelo S. mansoni, 0 processo de defesa ativado € aparentemente
de carater celular com formacdo de reacdo tipo granulomatosa, ocorrendo destruicdo e
fagoaitose das larvas, por células com funcdo semelhante & macréfagos dos vertebrados,
poucas horas apds a penetracdo do miracidio (GUARALDO et al., 1981; BAYNE et al., 1980
a, b; PAN, 1965).

Estudos realizados por Cheng e Garrabrant (1977), mostraram que 0 encapsulamento
e a fagocitose de esporocistos primarios em B. glabrata refrataria, da linhagem 10-R2,
envolve dois estdgios: alargamento do granuloma ao redor do esporocisto intacto e
desintegracdo do parasito com aumento do tamanho do granuloma, seguindo-se a eliminagao
do mesmo. Sabendo-se que o mecanismo de defesa do molusco é basicamente celular, pois
suas células sdo capazes de reconhecer o que é "self "ou “non self”. Devido a isto, existe um

interesse crescente por parte de pesquisadores em estudar as células desses moluscos vetores
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da Esquistossomose, e 0s mecanismos de defesa dos mesmos.

As células de defesa desses invertebrados sdo conhecidas como amebdcitos,
denominados também por alguns autores de hemdcitos, sdo produzidas pelo "6rgdo produtor
de amebdcitos (APO)”, localizado na regido reno-pericardia do molusco. Este 6rgdo
apresenta diferentes reacdes, dependendo do estimulo a que é submetido. Quando o estimulo é
produzido por substéncia particulada ou solivel, o APO ndo apresenta altera¢des; quando o
molusco é submetido a infeccdo hd um aumento deste 6rgdo devido a maior produgdo de
amebdcitos (SULLIVAN et al., 1984; SANTANA, 1990).

A classificacdo destas células apresenta ainda muita controvérsia. Pan (1958)
classifico-as em um so6 tipo, denominado de amebdcitos; Sminea (1972), também admitiu
tratar-se de um Unico tipo de célula com diferentes fun¢Bes; Cheng (1975) classificou-as em
dois tipos: granuldcitos e hialindcitos. O mesmo Cheng (1980) propds que granulécitos dos
bivalvos, podem ser subcaracterizados com.o: pro-granulécito, granulécito | e Il e "spent”
granuldcito. Pro-granuldcito seriam células jovens que se diferenciam de um granuloblasto
hipotético, enquanto granulécito | e Il seriam outros estagios ontogenéticos.
"spent"granuldcitos seriam células maduras desta linhagem em estagio terminal da
endocitose. Noda e Loker (1989) colocaram estas células em quatro categorias: granuldcitos
com grande espraiamento, granulécitos com pouco espraiamento, células redondas e
hialindcitos.

Os hialinécitos, denominacdo proposta por Cheng (1975), sdo células de pequeno
tamanho, de contorno esférico ou oval, existindo na hemolinfa na concentracéo de 10 a 15%
do total de células; os hialindcitos possuem certa adesdo ao vidro, mas espraiam-se
pobremente sobre a superficie dos mesmos; tem uma alta relacdo nucleocitoplasmatica e séo
especialmente ricos em ribossomos livres, ndo contendo corpos lisossomais. O papel dos
hialindcitos ainda é desconhecido; ha evidéncias que eles representem um tipo primario de
celulas que reagiria contra antigenos sollveis (BARRACCO et al.,, 1993; CHENG e
GARRABRANT, 1977; CHENG, 1975).

Os granuldcitos, denominacdo também proposta por Cheng, ao contrario dos
hialindcitos, sdo células grandes que frequentemente aderem a superficie de vidro,
espraiando-se. Esta célula representa a maior subpopulacdo de células circulantes da
hemolinfa, perfazendo 90%. Os granuldcitos tem grande atividade fagocitaria e enzimética,
sendo responsaveis pelos mecanismos de defesa do molusco. Ultra-estruturalmente é
encontrado um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, dictiossomos e alguns

corpos lisossomais densos. Os granuldcitos exibem aspecto granular caracteristico e 0s
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granulos observados no citoplasma apresentam correspondéncia ao sistema lisossomal
(BARRACCO et al., 1993; CHENG e GARRABRAT, 1977; CHENG, 1975).

Sabe-se atualmente, que a fagocitose tem como principal funcdo, a defesa nos
vertebrados e invertebrados. Nestes Gltimos, a fagocitose, juntamente com fatores humorais, a
concha e 0 muco, sdo responsaveis pelo sistema de defesa desses animais (BAYNE, 1990;
RATCLIFF, 1985). O processo fagocitico, tanto nos vertebrados como nos invertebrados,
reconhece primeiramente o0 corpo estranho que penetrou no organismo e depois hd o
englobamento ou encapsulamento da particula que foi reconhecida como estranha. Este
processo acontece também nos enxertos feitos em moluscos, onde h& reconhecimento de
tecido do seu proprio corpo e daquele que foi implantado (OTTAVIANI e VIRGINI, 1990;
CHENG e JORDANE, 1987; CHERNIN, 1966; MICHELSON, 1963B; TRIPP, 1961).

Estudos morfoldgicosrealizados por Cheng et al.,, (1978), confirmaram através de
microscopia eletrbnica de transmissdo e varredura, os achados de Harris (1975), que
granuldcitos de B. glabrata infectado (neste caso com Angiostrongylus cantonensis)
produzem finos filopddios que espraiam ao longo do substrato de vidro. Em poucos
instantes granulos citoplasmaticos e outras organelas estendem-se para o corpo principal da
célula e formam segmentos dilatados ao longo de certos pseudopodes.

Seta (1990) verificou em B. glabrata e B. tenagophila comportamento amebocitéario
diferente, frente a diversos estimulos. Parece ter havido mobilizacdo dos amebdcitos
(granuldcitos) quando o estimulo foi pela infeccdo por S. mansoni, sugerindo uma resposta
"especifica” ao parasito.

Allegretti (1991) verificou diferencas de comportamento entre as variantes albina e
melénica de B. glabrata em relacdo ao S. mansoni. Foi observado um maior nimero de
moluscos melanicos eliminando cercarias por um periodo mais longo do que nos moluscos
albinos. Houve interrupcdo precoce de eliminacdo de cercarias com cura da infeccdo em
alguns moluscos albinos. A taxa de mortalidade também foi maior nos moluscos melanicos. A
contagem das células da hemolinfa mostrou um maior nimero de granuldcitos para a variante
albina, com existéncia de picos em diferentes horérios para as duas variantes, sendo de 12
horas para a variante albina e 24 horas para a variante melanica. O estudo histolégico mostrou
um maior nimero de esporocistos integros para a variante melanica e um maior nimero de
esporocistos degenerados para a variante albina.

Estudos utilizando microscopia éptica, eletronica e reagdes citoquimicas em moluscos
transmissores da esquistossomose, tem sido realiudos, com o objetivo de elucidar o

mecanismo de defesa desses animais. Jeong e Heyneman (1976), estudando, principalmente,
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granulécitos de B. glabrata, identificaram, utilizando microscopia eletronica e testes
citoquimicos, a presenga de Vvarios tipos de inclusdes no citoplasma destas células,
principalmente, lipidios, proteinas e glicogénio. Foi observado, que estas células s&o
altamente fagociticas, embora parecga ser uma resposta de caracter inespecifico.

Cheng (1979) observou a existéncia de granulos e organelas citoplasmaticas, que ao
entrar emcontato com o material estranho, movimentavam-se em dire¢do aos filopddios, que
se tomavam numerosos na presenca desse material. Os lisossomos eram as organelas que
mais se encontrava ao longo desses filopddios, podendo indicar realmente o caracter
fagocitico dessas células.

Enquanto pesquisas com B tenagophila e B. straminea caminham lentamente, com
B. glabrata, os estudos ja estdo mais adiantados, devido talvez a sua potencialidade em
transmitir a esquistossomose em varias regides do pais. Yoshino e Granath (1984)
relataram que o0s aspectos morfolégicos e citoquimicos ndo sdo suficientes para uma
classificagdo completa dessas células. Estudos de receptores de superficie celular
(lecitinas) e propriedades de formacdo de rosetas (E-rosetting), sugerem que essas
populacbes de células circulantes de B. glabrata, podem ser compostas de
subpopulagbes, molecularmente distintas, potencialmente capazes de algum grau de
compartimentalizagdo funcional. A aplicacdo de anticorpos monoclonais como sonda
molecular de antigenos de superficie de amebdcitos de caramujo, tem entretanto
revelado que as células aderentes da circulacdo de B.glabrata, constitui populagdes
heterogenéticas, que confirma a existéncia de algumas subpopulacdes celulares
baseada na expressao de epitopos de superficie distintos.

Embora estudos relatem que ndo exista formacdo de imunoglobulinas; isso néo
significa que outra forma de expressao imune, humoral, possa existir, desta forma numerosas
substancias tém sido apresentadas com atividade antibidtica (TRIPP, 1970). Tyler (1946),
catalogou a ocorréncia de varias hemaglutininas encontradas no corpo e fluidos de numerosos
invertebrados, incluindo os moluscos. Michelson (1964) encontrou, no extrato tecidual de B.
glabrta infectado com S. mansoni substancias imobilizadoras de miracidios. Substéncias com
atividade similar foram, também, encontradas em extrato tecidual de Bulinos truncatus e em
Helisoma caribaeum.

Achava-se que a imunidade nos moluscos era produto de interagdes ndo especificas
das células fagociticas com parasitos invasores, juntamente com um numero de fatores
humorais nédo relatados, mas, sabe-se hoje, que os moluscos tém reacOes celulares imunes
especificas com um curto periodo de memoria (RATCLIFFE, 1985; TRIPP, 1970).



18

Outras pesquisas relatam a existéncia de varios fatores humorais que estdo presentes
na hemoliofa de moluscos como lecitinas, aglutininas, linfoquinas (KNAAP e LOKER, 1990;
LIE et al., 1980; MULLAINNADHAN e RENWRANTZ, 1986; RENWRANTZ e STAMER,
1983). Foi observado que, lecitinas podem atuar como moléculas opsdnicas, analogamente as
imunoglobulinas dos vertebrados (KOCH e NIELSEN, 1984).

Couch et al., (1990), demonstraram a nivel molecular, que a hemolinfa de
Echinostoma paraensei contém polipeptideos de 80 - 120 K.Da, envolvidos no aumento da
capacidade aglutinante da hemolinfa destes moluscos.

Experimentos realizados por Yoshino (1981,1977), utilizando B. glabrata,
demonstram que a Concanavalina A (ConA), liga amebdcitos de moluscos e esporocistos de
S. mansoni. Com base nestes resultados, Boswell e Bayne (1986) mostraram que amebdcitos
destroem esporocistos tratados com ConA e que esta resposta é dose dependente, com valores
maximos aproximados daqueles registrados para hemadcitos de caramujos resistentes.

Avaliando ainda a capacidade citotoxica mediada por granuldcitos, foram realizados
experimentos "in vitro" para demonstrar que a destruicdo das larvas de Schistosoma em
molusco resistente da cépa 10-R2, deveria estar associada a mecanismos citotoxicos. Para
isto, utilizaram-se esporocistos de cultura, verificando encapsulamento e destruicdo destas
larvas quando incubados com hemolinfa total de 10-R2 (hemolinfa livre de células, hemolinfa
total ou apenas amebdcitos). A viabilidade dos esporocistos ndo se alterava na presencga
apenas de soro (BAYNE e COLS, 1980 b).

Por outro lado, tem sido relatado que amebdcitos de moluscos suscetiveis PR- albino,
quando incubados com hemolinfa livre de células de 10-R2, adquirem a capacidade de
encapsular e destruir esporocistos de S. mansoni (BAYNE e COLS, 1980 a e b).

Esporocistos de S. mansoni pré-incubados durante seis horas com hemolinfa livre de
células de molusco suscetivel, eram destruidos quando posteriormente incubados com
granuldcitos de moluscos resistentes em plasma de molusco suscetivel. Quando a pré-
incubacéo era feita com plasma de molusco resistente, 0s esporocistos se mantinham intatos,
mesmo quando a incubacdo posterior era realizada com plasma e amebdcitos de moluscos
suscetiveis (BAYNE et al., 1980 a e b).Tendo em vista estes experimentos foi sugerido que 0s
esporocistos incorporam em sua superficie, substancias do plasma do hospedeiro (LOKER el
al., 1982), com isto, haveria um mascaramento do parasito, ndo sendo este reconhecido pelo
mecanismo de defesa do hospedeiro (STEIN e BASCH, 1979).

Inimeras pesquisas ao apresentar dados sobre a relagdo parasito-hospedeiro, na

esquistossomose, utilizaram- na maioria das vezes, o0 modelo B.glabrata- parasito. Isto se
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prende ao fato dos moluscos desta espécie, serem hospedeiros mais difundidos e mais
adaptados as cépas do S. mansoni (RICHARD, 1985; BARBOSA, 1959).

No Brasil, existem outros vetores da esquistossomose mansonica; no sul e sudeste o
caramujo B. tenagophila tem uma grande importancia epidemioldgica (PARAENSE, 1975),
entretanto ele € pouco suscetivel para a infecgdo pelo S. mansoni em relagdo a B.glabrata
(DIAS et al.,, 1987). Em Santa Catarina o B. tenagophila é o Gnico caramujo que mantém o0s
focos de transmisséo da doenca (BERNADINI e MACHADO, 1981), embora B. straminea
seja, também, encontrado nesta regido (FERRARI e HOFTNANN,1992).

No Nordeste a importéncia epidemioldgica de B. straminea é bem conhecida
(FIGUEREDO et al., 1978; BARBOSA e FIGUEREDO, 1970; ALENCAR, 1940); em
particular, a Zona da Mata do Estado de Pernambuco, area endémica, onde a prevaléncia da
doenca é alta na populacdo humana e os focos de transmissdo sdo mantidos por esta espécie.
Também B. glabrata € encontrado neste Estado, ocorrendo mais frequentemente no litoral,
(GONCALVES et al., 1989; AMANCIO et al., 1989). Focos de B. straminea, foram também,
detectados nos Estados do Para (MAJORA, 1953); Goias (CUNHA NETO et al., 1981) e
Minas Gerais (SOMA et al., 1981), embora haja presenca, também, de B. glabrata nestas
regioes.

Sabe-se, que B. straminea apresenta-se mais resistente ao S. mansoni, ficando dificil
explicar a elevada prevaléncia da esquistossomose em certas regides, especialmente na Zona
da Mata do estado de Pernambuco, (GONCALVES et al., 1989; AMANCIO et al., 1989).
Com base nestes dados, tornam-se importantes estudos que visem avaliar o comportamento
deste planorbideo frente & infeccdo pelo S. mansoni. Os resultados poderdo fornecer subsidios
para uma melhor avaliacdo dos mecanismos de defesa e capacidade de transmissdo, deste
hospedeiro intermediario.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar os tipos celulares da hemolinfa de Biomphalaria straminea normal (livres de
infeccdo) e infectados pelo Schistosoma mansoni.

3.2 Especificos

e Auvaliar o numero de células da hemolinfa de B.straminea, através da microscopia
de contraste de fase (MCF)

e Auvaliar a morfologia celular através da microscopia Optica.

e Estudar ultra-estruturalmente as células da hemolinfa de B. straminea a nivel da
microscopia eletrénica de transmissédo (MET).

e Verificar a presenca de carboidratos e granulos de secrecdo, nas células da

hemolinfa, através de analises citoquimicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo de Miracidios e Infecgdo de Biomphalaria Straminea

Fezes de camundongo, previamente infectados com Schistosoma mansoni, cepa SLM
(Séo Lourenco da Mata) foram coletadas em bandejas revestidas com papel absorvente. Em
seguida, as fezes eram maceradas em borrel, diluidas em agua destilada e filtradas em gaze,
deixadas em repouso por 24 horas a temperatura de 8°C na auséncia de luz; apés este
procedimento, o sedimento era colocado em placas de petri sob a luz artificial, para eclosdo
dos miracidios. Cada molusco era colocado individualmente, na presenca de 5 a 6 miracidios
e deixados por duas horas sob luminosidade e temperatura para que ocorra a infeccao.

4.2 Selegdo e Manutengédo de Moluscos

Os moluscos foram selecionados ao acaso, entre aqueles criados no moluscario do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE). Estes animais eram
descendentes de planorbideos oriundos do municipio de Sdo Lourenco da Mata, Estado de
Pernambuco, Brasil. Nesta localidade esta € a Unica espécie existente. Os animais foram
mantidos em aquarios, com agua declorada e alimentados com alface “ad libitum”.

Foram estudados oitos grupos de 10 moluscos cada, distribuidos de acordo com o
tempo de infeccdo, agrupados conforme esquema a seguir, para todas as avaliacOes
citoquimicas e morfoldgicas e contagens, exceto para observagGes morfologicas através da

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET).

* Grupo 1 - Caramujos normais;

* Grupo 2 - Caramujos 2 horas ap0s infec¢do
* Grupo 3 - Caramujos 24 horas ap0s infeccao
* Grupo 4 - Caramujos 48 horas ap0s infeccao
* Grupo 5 - Caramujos 72 horas ap0s infeccao
* Grupo 6 - Caramujos 7 dias ap06s infeccdo

* Grupo 7 - Caramujos 15 dias apos infeccéao

* Grupo 8 - Caramujos 30 dias ap0s infeccao
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4.3 Obtencdo da Hemolinfa

A hemolinfa dos caramujos foi obtida atraves da puncdo céfalo-podal e coletada com
pipeta Pasteur, conforme técnica padronizada por Chernnin (1963). Os moluscos antes de
serem puncionados, foram deixados por 30 minutos em agua destilada, apds a lavagem, eram
secos em papel absorvente e a abertura da concha, limpa com algoddo, em seguida, foi
realizada a pungdo. O volume de hemolinfa coletada variou de 5ul a 10ul, por animal.

A hemolinfa coletada, de cada um dos moluscos, foi colocada em laminas demarcadas,
contendo cada uma 10 pocos para facilitar a concetracdo e fixagdo das células. Com este
procedimento, foi possivel analisar um grupo de moluscos em uma Unica lamina.

A hemolinfa colocada nos pocos foi incubada em cémara Umida a 25°C, por 30
minutos, para adesdo das células. Apos este periodo o excesso de hemolinfa foi retirado com
papel absorvente e fixada ( se necessario), logo em seguida. A fixacdo foi realizada com
formol-célcio 10%, pH 7,2 por 30 minutos a temperatura ambiente. O excesso de fixador foi
retirado apds este periodo, através de lavagem com agua correte durante 1 hora.

4.4 Contagem das Células da Hemolinfa e Anélises Estatisticas dos Dados

A contagem das células foi realizada utilizando microscopia de contraste de fase
(MCF), com os grupos separados para estudo em diferentes periodos de infec¢do conforme
dito anteriomente, a contagem foi realizada individualmente atraves de cadmara de contagem
de leucdcitos (camara de Newbauer) nos quatros quadrados externos, segundo Santana
(1976); foi levada em consideracdo a morfologia de cada tipo celular.

O namero final de células foi realizado segundo a expressao abaixo:

céls/mm? de hemolinfa = céls. Contadas x 10/4
A anélises estatisticas dos dados foi realizada, empregando-se a analise de variancia

(ANOVA), com um critério de classificacio e teste do .
4.5 Observagdes Morfologicas
4.5.1 Microscopia 6ptica:

As laminas com hemolinfa em diferentes periodos de infeccdo, apds fixagdo, foram
coradas com Leishman, segundo técnica descrita por Carvalho (1986). Apos a coloragdo as
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laminas foram observadas ao microscopio Optico com a objetiva de imersdo (100X), para

analise das células.

4.5.2 Microscopia eletronica:

Células da hemolinfa de B.straminea normais (grupo 1) e infectados (grupo 2), foram
observados a luz da microscopia eletronica O grupo 2 foi escolhido para analise a nivel de
microscopia eletrénica de transmissdo, por apresentar uma concentragcdo maior de células na
hemolinfa de B.straminea.

Um “pool” de hemolinfa, de cada grupo foi colocado em tubos “eppendorf”
siliconizados, contendo glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 e incubado a
temperatura de 4°C; ap6s este periodo, o material foi centrifugado a 1500 r..p.m, por 5
minutos, com 3 lavagens em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2; pds-fixado em tretoxido de
6smio 1% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,2; deixando incubar por agitacdo, durante 1 hora
e 30 minutos, a temperatura ambiente, protegido da luminosidade; decorrido este tempo, foi
centrifugado a 1500 r.p.m, durante 10 minutos, e lavado 3 vezes em tampdo cacodilato; em
seguida procedemos a desidratacdo em banhos de acetona de 10 minutos cada, em ordem
crescente de 50%, 70%, 90% e absoluta; posteriormente, 0 material foi embebido em resina
pura, por um periodo de 18 horas a temperatura ambiente, logo apds, foi emblocado em
resina pura e deixado na estufa a 70°C por 72 horas.

Para escolha da &rea apropriada para estudo, cortes de 0,5 um foram feitos com
navalha de vidro em ultramicrotomo ULTRACUTE (Reichert), montadas em laminas de
vidro e coradas com azul de metileno a 1%, diluido em tampao fosfato a 0,1M.

Cortes ultra-finos foram efetuados com navalha de diamante e posteriormente,
contrastadas com citrato de Chumbo (Reynolds, 1963), por 30 a 40 minutos,em acetato de
Uranila a 5% (Watson,1958), por 30 minutos.

Exame das preparacOes e a obtencdo das eletromicrografias foram realizados ao
microscopio eletrénico - JOEL 100CX-11, operando de 60 a 80 KV. Aproximadamente 50

celulas foram analisadas por cada grupo.
4.6 Testes Citoquimicos
4.6.1 Detecgéo de carboidratos:

As laminas contendo hemolinfa foram fixadas e coradas pelo PAS (&cido periédico de
Schiff) a 0,5% por 15 minutos, conforme VACCA, 1985.
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4.6.2 Produtos de secrecdo (glicosaminoglicanas sulfatadas e sulfomucinas, residuos
de &cido sialico e glicosaminoglicanas acidas):

A deteccdo foi realizada pela técnica do Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5 respectivamente.
As laminas contendo hemolinfa em diferentes periodos de infeccdo e fixadas, foram coradas
com 1% de Alcian Blue em acido acético 3% a pH 1,0 e pH 2,5 por 18 horas a temperatura

ambiente e contracoradas com vermelho de Kernechtrot, conforme Vacca (1985).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo Morfoldgica das Ceélulas da Hemolinfa através da Coloracdo pelo

Leishman.

Foi caracterizado um primeiro tipo celular, que apresentou contorno esférico ou oval,
nacleo grande e baséfilo ocupando quase totalmente o volume celular, acompanhando o
formato da célula, e possuindo uma alta relagdo nucleo-citoplasmética (Fig. 1). O citoplasma
mostrou-se claro e hialino sem a presenca de granulagdes; estas células sdo aparentemente
pouco aderentes ao vidro e ao entrar em contato com superficie vitrea elas ndo se espraiam ou
emitem raros e curtos filopodios. Estas células possuem a mesma morfologia encontrada por
Cheng (1975) e denominada de hialindcitos e presentes, tanto em caramujos normais, quanto

em infectados.

FIGURA 1: Fotomicrografia de hialinécitos de B.straminea normal. Observa-se um nucleo grande esférico (N),
circundado por um delgado halo citoplasmatico. Leishman, 1200X.

Fonte: O Autor (1995).
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O segundo tipo celular apresentou caracteristicas amebdides, com presenca de finos e
longos filopodios. Estas células parecem apresentar uma forte aderéncia a superficie de vidro
e ao entrar em contato com esta, espraiavam, emitindo numerosos e longos filopodios. O
nacleo basofilo apresentou-se polimorfo, com a relagcdo nicleo-citoplasmatica baixa; no seu
interior, observou-se a presenca de granulos de cromatina dispersos no nucleoplasma, o
citoplasma acidéfilo, mostra-se pouco granuloso. Morfologicamente, estas células possuem as
mesmas caracteristicas encontradas por Cheng (1975) em B. glabrata e foram denominadas
de granuldcitos. Em nivel de microscopia Optica ndo apresentam alteracdes, tanto em

caramujos normais, quanto em infectados ( Fig. 2).

Figura 2: Fomicrografia de granuldcitos de B.straminea, normal. Nela visualizamos nucleo (N), citoplasma (*) e
filopédios (—). Leishman, 900 X.

Fonte: O Autor (1995).

5.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Ao nivel de microscopia eletronica de transmisséo, foi evidenciada na hemolinfa de
B.straminea, a presenca dos dois tipos celulares encontrados na microscopia oOtica e descritos

a seqguir, alem de varias massas celulares desprovidas de nucleo, livres na hemolinfa.
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Células tipo | (hialindcitos): Estas células apresentaram um contorno esférico ou
oval, conformacgdo que permaneceu regular tanto em moluscos normais quanto em moluscos
infectados. O nucleo acompanhou o contorno celular, apresentando uma alta relagdo nucleo-
citoplasmatica; a cromatina apresentou grumos bastantes eletrondensos, acolados a face
interna da membrana nuclear; como também dispersos no nucleoplasma. Estas células
mostraram raros e curtos filopodios, raramente foram observados vactolos citoplasmaticos.
As mitocOndrias visualizadas apresentaram-se mais eletrondensas que o citoplasma. Grande
quantidade de ribossomos livres também foi observado no citoplasma. Nos moluscos normais,
o reticulo endoplasmatico rugoso, apresentou-se pouco desenvolvido e o conteldo de suas
cisternas mais eletrondensos que o do citoplasma; ja nos moluscos infectados o contetdo das
cisternas apresentou-se menos eletrondensos que o do citoplasma (Fig.3 a, b e ¢).
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Figura 3: Eletromicrografia de hialindcitos de B. straminea, normal a, b e ¢: a: Mitocondria (M), Citoplasma
(*), Vacuolo (V); b: Nucleo (N), Cromatina (C); ¢: Nucleo (N), Cromatina (C), Citoplasma (*).

Fonte: O Autor (1995).

Célula tipo Il (granulécitos): Neste tipo celular observa-se aspecto polimoérfico,
mostrando frequentemente, longos e finos filopddios, que em moluscos normais, sao poucos
e em infectados, numerosos. Na superficie desses filopodios, detectou-se a presenca de um
glicocalice, constituido por diversos corpos puntiformes, mostrando agregados mais
intensos,em algumas regifes. O nucleo tambem apresentou-se polimorfo, com indmeras

invaginagdes, tanto em células de moluscos normais, quanto nos infectados. A
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heterocromatina encontra-se acolada a face interna da membrana nuclear e também dispersa
em grumos no nucleoplasma. O nlcleo apresenta uma baixa relagdo nucleo-citoplasmaética
(Fig.4a e b).

O citoplasma apresentou vactolos no seu interior, que em caramujos normais
representam cerca de 30% do volume celular e em caramujos infectados estes vacuolos
chegam a, aproximadamente, 60%. Os vactolos foram visualizados na zona ectoplasmaética e
também proximos ao ndcleo; sendo que, 0s maiores observam-se principalmente na periferia,
podendo ainda ser encontrados, em menor quantidade perto do nucleo (Fig. 5a).

As mitocondrias foram analisadas diretamente no microscopio eletronico de
transmissdo, devido a grande eletrondensidade celular. O reticulo endoplasmatico rugoso,
vizualizado apresentou o contetdo de suas cisternas menos eletrondensos que o do
citoplasma. A presencga de fagolisossomos, verificada, apresentou-se em maior nimero nos

moluscos infectados que nos normais.
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Figura 4: Eletrmicrografia de granuldcitos de B. straminea, normal a e b: a: Nicleo polimorfo (N), Nucledlo
(—), Vacuolo (V), Filopddios (F), Citoplasma (*). b: Filopddios (F), Glicocélice () Citoplasma ().

Fonte: O Autor (1995).

5.3 Avaliacdo do Numero de Células da Hemolinfa, pela Microscopia de Contraste de

Fase durante o Curso da Infeccdo pelo Schistosoma mansoni.

A avaliagdo do nimero de células da hemolinfa, de moluscos normais e infectados, foi
realizada através da moicroscopia de contraste de fase, tendo-se utilizado o teste estatistico
das andlises de variancia com um critério de classificacdo (ANOVA), para proceder ao estudo
comparativo entre 0s grupos.

Observa-se pelo teste de TUKEY, que houve diferenca significativa (p<0,01), quanto
ao numero de células em relacdo ao curso da infecgdo. Estes dados podem ser observados na

Fig. 5 e Tab. 1, onde se verifica um aumento significativo na producdo de células da
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hemolinfa, 2 horas apds infeccao, passando de 141 + 56,19 para 357 + 170,05 células/mm® de
hemolinfa. Esta alta producdo de células, ndo foi significativa, tornando-se praticamente
estacionaria. No 30° dia ap6s infeccdo, o nimero de células diminuem significativamente,

aproximando-se do grupo controle (ndo infectado).

Figura 5: Contagem de células da hemolinfa de B. straminea infectadas com S. mansoni.
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300 +
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Fonte: O Autor (1995).

TABELA 1: Numero de célulassmm?, da hemolinfa de B.straminea, durante o curso da
infeccédo pelo S.mansoni.

PERIODO DE CELULAS TIPO 1 TIPO II
INFECCAO TOTAIS nd/mm n?/mm
n?/mm
0 (normal) 141 £ 56,19 42 +1391 99 + 46,45
2 horas 357 + 170,05 123+52,28 234 +126,01
24 horas 153 + 48,16 91 + 39,8 62 +16,77
48 horas 248 + 118,26 149 + 54,08 119 + 66,18
72 horas 198 + 113,60 87 + 34,40 110 + 89,53
7 dias 237 + 134,00 94 + 35,03 143 + 116,90
15 dias 232 + 88,18 75 + 28,51 157 + 69,68
30 dias 163 £+ 49,52 71 + 31,38 92 + 28,51

Fonte: O Autor (1995).
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A proporcdo entre os dois tipos celulares, detectado neste trabalho, também foi
analisada, através do teste do y?; os dados sdo apresentados na Tab. 2, onde se observa que

este aumento torna-se significativo, 24 horas apds infec¢do, mantendo-se assim 72 horas ap0s
infeccdo.

TABELA 2: Percentagem de Células Tipo: | (hialindcitos) e Tipo: Il (granuldcitos)
encontradas na hemolinfa de B.straminea durante o curso da infec¢do pelo S.mansoni.

PERIODO DE HIALINOCITOS ~ GRANULOCITOS

INFECCAO n%mm n?mm

0 (normal) 32 £8,64 68 £ 8,64

2 horas 36 +9,00 64 £9,01

24 horas 58 + 8,40 42 + 8,40

48 horas 58 + 13,52 42 +£13,52

72 horas 51 + 18,50 49 +£18,51

7 dias 47+ 18,10 53+ 18,10

15 dias 34+11,50 66 + 11,51

30 dias 42 +10,44 58 +£ 10,43

Fonte: O Autor (1995).

5.4 Avaliagdes Citoquimicas

5.4.1 Deteccao de carboidratos

A presenga de carboidratos no interior celular foi evidenciada pela técnica de
coloracdo do PAS e também, demonstrada por meio da microscopia eletrbnica de
transmissédo, pelo seu aspecto morfoldgico e pela sua distribuicdo citoplasmatica.

A analise revelou que estes granulos estavam presentes em maior quantidade, nos
granulécitos (tipo 1) com aproximadamente 90% dessas células, apresentando-se positivas
ao PAS. Nos hialindcitos (tipo 1) a percentagem de células reativas ao PAS, foi
aproximadamente 1%.

Quantitativamente, observou-se que nos granuldcitos ha um decréscimo de 50% entre
moluscos normais e infectados. Este fendbmeno foi observado na microscopia dptica e
eletronica de transmissao (Fig. 6, 7,8 e 9).
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Figura 6: Fotomicrografia de hialindcitos e granulécitos de B. straminea, normal corados com PAS. Observa-se
grande quantidade de glicogénio (—) nos granuldcitos e auséncia nos hialindcitos.

Fonte: O Autor (1995).

Figura 7: Fotomicrografia de granuldcitos de B. straminea, infectados com S. mansoni corados com PAS.
Observa-se nesta rea¢do uma pequena quantidade de granulos de glicogénio(—).

Fonte: O Autor (1995).
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Figura 8 a e b: Eletromicrografia de granuldcitos de B. straminea ndo infectado apresentando varios granulos de
glicogénio (G).

Fonte: O Autor (1995).

Figura 9: Eletromicrografia de granulécito de B. straminea, infectados pelo S. mansoni apresentando pequena
quantidade dos granulos de glicogénio (G).

|

Fonte: O Autor (1995).
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5.4.2 Deteccdo de substancias secretadas

A deteccdo de substéncias secretadas (glicosaminoglicanas sulfatadas, sulfomucinas,
residuos de &cido sialico e glicosaminoglicanas &cidas) nas células circulantes da hemolinfa
de B.straminea foi testada, pela técnica do Alcian Blue pH 1,0 e pH 2,5; tanto em caramujos
ndo infectados quanto em infectados e mostraram-se ndo reativas frente a coloragdo (Fig. 10).

Figura 10: Fotomicrografia de granulécito de B.straminea corado pelo Alcian Blue pH 1,0. Observa-se a ndo
reatividade dessas células a coloracéo.

Fonte: O Autor (1995).
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6 DISCUSSAO

O numero limitado de publicagdes, que tentam explicar os mecanismos de defesa de
moluscos da espécie B. straminea, bem como, sua importancia na manutencdo do ciclo do S.
mansoni, na regido Nordeste do Brasil, levaram a realizacdo do presente estudo. Neste
trabalho, procurou-se correlacionar aspectos morfolégicos e citoquimicos das células
circulantes da hemolinfa destes planorbideos, com dados obtidos por outros pesquisadores
que utilizaram moluscos das espécies B. glabrata e B. tenagophila.

Nos moluscos sem infeccdo, o numero relativo de hialindcitos e granuldcitos na
hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila € aproximadamente 10% e 90% respectivamente
(BARRACO, 1993; NODA e LOKER, 1989; SCHOENBERG e CHENG, 1980, 1981). Esta
propor¢do para B. straminea é de 32% para hialinocitos, é de 68% nos granuldcitos de
caramujos normais.

Acompanhando a infeccdo a percentagem de granulécitos tende a cair por certo
periodo, enquanto a de hialindcitos tende a crescer a nivel de significancia de 1%, segundo
teste de TUKEY. Observa-se um aumento consideravel ap6s 2 horas de infeccdo de toda
populacdo celular, que apds 24 horas decresce, principalmente nos granuldcitos, para 24
adiante repetir este ciclo de aumento. Hipdtese sobre tal comportamento, talvez possa ser
explicada, comparando ao que ocorre em B. tenagophila e B. glabrata de linhagem resistente
10-R2, onde, o nimero de granuldcitos diminui na circulagdo periférica, devido a migracdo
dos mesmos, da hemolinfa para o local onde houve a penetracdo do miracidio, para entdo,
exercer sua atividade fagocitica (MOUKASSA e JOURDANE, 1990; LOKER et al., 1982).

Outra hipdtese que se pode levar em consideracdo, é a de que os hialindcitos de B.
straminea, possuam um papel de apoio, auxiliar, na defesa do caramujo, frente a infeccéo pelo
S. mansoni ou defendendo o molusco contra ataques estranhos, aumentando sua quantidade na
hemolinfa, ja que os granuldcitos se deslocam da circulagdo periférica, para o tecido, na
tentativa de controlar a infeccéo.

Caracteristicas morfoldgicas através da microscopia otica e eletrénica: As céluas
da hemolinfa de B. straminea sdo morfologicamente idénticas as células encontradas por
Cheng (1975), em B.glabrata e Barraco (1993), em B.tenagophila. Em seus trabalhos com B.
glabrata, Cheng (1975), classificou as células da hemolinfa desse molusco em dois tipos:
hialindcitos e granulécitos, classificacdo que continua sendo, ainda, a mais aceita. O presente
estudo, também, identificou os mesmos tipos celulares na hemolinfa de B. straminea, ao nivel

de microscopia Optica e eletrdnica de transmissdo. Os hialindcitos possuem um contorno
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esférico ou oval, uma alta relacdo nucleo-citoplasmética, citoplasma pouco granuloso e
ribossomos livres. A presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso pouco desenvolvido
indica uma baixa atividade protéica. Sua quantidade na hemolinfa é baixa, em relacdo aos
granulécitos, mas comparados com dados da literatura, observa-se que a concentragdo deste
tipo, na hemolinfa de B. straminea é maior que na hemolinfa de B. glabrata e B. tenagophila,
aumentando significativamente frente a infeccdo pelo S. mansoni.

Fazendo uma analogia com os vertebrados, observa-se que esta célula, possui grande
semelhanga, morfoldgica, com os linfécitos humanos. Embora seu papel de defesa ainda néo
tenha sido elucidado, a presenca de raros filopodios parece indicar que este tipo, ndo
apresenta grande atividade fagocitica, apesar de seu aumento na hemolinfa frente a infeccéo
pelo S. mansoni. Estes estudos ndo foram suficientes para demonstrar uma atividade,
funcional, desta célula, o que devera ser mais investigado futuramente.

Os granulécitos de B. straminea possuem caracteristicas de células com grande
atividade fagocitaria com um ndcleo altamente polimérfico, facilitando a movimentacéao
celular, seu citoplasma abundante produz movimentos ameboides, com emissdo de longos e
finos filopddios. No citoplasma, verificam-se numerosos ribossomos e reticulo
endoplasmatico rugosso desenvolvido, mostrando que esta célula possue uma grande
atividade protéica. Numerosas mitocéndrias, granulos de glicogénio, vactolo fagocitario e
corpos lisossomais e 0 aumento imediato, desta célula, logo apds infeccdo pelo S. mansoni,
aumentam a idéia de uma grande atividade fagocitica.

A atividade fagocitica dessa célula, ja foi demonstrada na literatura. Tripp (1961),
injetando leveduras e bactérias em B. glabrata, relatou que estas particulas eram fagocitadas e
removidas do tecido do molusco por migracdo de células atraves do epitélio ou por digestéo
intracelular.

Com os dados obtidos, observa-se por analogia a semelhanca existente entre o0s
granuldcitos de B. straminea e o0s macréfagos humanos, principalmente, no aspecto
morfolégico. Embora a atividade fagocitica desta célula, ndo foi realizada, neste trabalho, ndo
significa que a idéia de “célula fagocitaria”, seja rejeitada.

Aspectos citoquimicos: As reacdes citoquimicas empregadas nesse trabalho, foram
realizadas devido a sua importancia, na elucidacdo da atividade funcional das células da
hemolinfa de B. straminea.

Glicogénio: Sabe-se que a célula, para exercer suas atividades, necessita de energia.
As mitocondrias sdo as organelas responsaveis por esta producdo, que estd na dependéncia de

certas substancias no interior celular para que possam ser metabolizadas pelas mitocondrias,
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na producéo de energia. As substéncias utilizadas para tal finalidade sdo em primeiro lugar, os
carboidratos, depois os lipidios e em ultimo as proteinas. O glicogénio, é o carboidrato mais
abundante no interior celular e a célula fagociticas, sdo as que mais possuem granulos de
glicogénio, devido a necessidade energética para realizar suas fun¢bes (HOLTZMAN e
NOVIKOFF, 1985).

Os granulécitos de B. straminea, parecem possuir uma grande atividade fagocitica,
isto, talvez seja devido a presenca de uma grande quantidade de grénulos de glicogénio no seu
citoplasma, detectados através da reagdo do PAS e microscopia eletrénica de transmissao.
Observa-se também que estes granulos sdo mais abundantes em células de caramujos normais,
que em caramujos infectados, isso pode ser explicado, devido ao esforco que as células
imprimem na tentativa de defesa do organismo. Pesquisas realizadas por Cheng (1962), nas
células do hepatopéancrea de Helisoma trivolvis, observou que havia um decréscimo de
glicogénio no citoplasma celular, quando infectado com esporocistos de Glypthelmins
pennsylvaniensis, mostrando a utilizagdo do glicogénio.

Em comparagdo com estudos realizados por Barraco (1993), em B. tenagophila,
mostrou-se que B. straminea se comporta de maneira semelhante, isto €, reage fortemente ao
PAS, embora 0 aspecto quantitativo ndo tenha sido verificado. Os hialindcitos de B.
straminea, se comportaram de maneira semelhante aos de B. tenagophila, estudados por
Barraco (1993), isto é, possuem pouca quantidade de granulos de glicogénio, respondendo
fracamente a reacdo de PAS, o que parece reforcar a sua pouca “atividade fagocitica”.

Produtos de secrecdo (glicosaminoglicanas sulfatadas, sulfomucinas, residuos de
acido siélico e glicosaminoglicanas acidas): A identificacdo de células produtoras de
grénulos de secrecéo, sdo de interesse, devido a importéncia dessas substancias no mecanismo
de defesa dos animais de uma maneira geral. Em moluscos foi observado que, 0 muco
produzido, também € responsdvel pela eficiéncia do sistema de defesa dos mesmos
(RATCLIFFE, 1985; BAYNE, 1990).

A técnica do Alcian Blue (pH 1,0 e pH 2,5) empregada para detecgdo das substancias
secretadas (glicosaminoglicanas sulfatadas, sulfomucinas, residuos de acido sialico e
glicosaminoglicanas &cidas), neste trabalho, nas células da hemolinfa de B. straminea, durante
0 curso da infecgé@o pelo S. mansoni, foram negativas frente a reagdo, o que foi contrariamente
0 encontrado por Barraco (1993), utilizando a mesma técnica com B. tenagophila, onde
identificou uma atividade moderada a pH 2,5 nos granuldcitos dessa espécie. Os hialindcitos
de B. straminea, mostraram 0 mesmo comportamento, quando comparados com hialinécitos

de B. tenagophila, isto é, ndo apresentaram reatividade.



39

Outra técnica utilizada para deteccdo de substancias secretadas, na hemolinfa de B.
glabrata e B. tenagophila, foi realizada por Jeraldo (1993, dados ndo publicados), utilizando a
coloracdo de Mann, ndo obtendo, também, sucesso, apesar desse mesmo teste ser valido para
células do tecido do molusco.

Estudos mais profundos, com relacdo a estas substancias, devem ser realizados, ja que
existe tantas controvérsias em relacéo as técnicas empregadas, para detecgdo das mesmas.

Lipidios: Devido a sua importancia em diversos aspectos da fisiologia celular,
formacdo das membranas, transporte de substancias através das mesmas, atuando como
receptores e também como reservatorio energético; a deteccdo de lipidios se torna necessaria
para o entendimento do metabolismo celular ( HOLTZMAN e NOVIKOFF, 1985; DE
ROBERTIS et al., 1970).

Em células de B. tenagophila, Barraco (1993), demonstrou que elas apresentavam-se
negativas para a reagdo citoquimica do Sudam Black B, usada na detec¢do de lipidios. Esta
demonstracdo deixa uma duvida quanto a especificidade da reacdo para células da hemolinfa,

pois, células de B. straminea, também se mostraram negativas para esta técnica.
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7 CONCLUSOES:

Pelas observagdes realizadas no presente estudo, pode-se concluir que:

o Os moluscos ndo infectados apresentaram em média 141 + 56,19 células/mm?
de hemolinfa.
. Os moluscos infectados apresentaram um numero crescente de células que

varia de 153 + 48,16 — 357 + 170,05 células/mm?® de hemolinfa entre 2 horas até o 15° dia de
infeccdo.

o Através da microscopia Otica e eletrdnica de transmissdo foram identificados
dois tipos celulares de B. straminea idénticas aquelas encontradas em B. glabrata e B.
tenagophila: Hialindcitos e Granuldcitos.

° O numero de hialindcitos de B. stramineaé maior aos encontrados na literatura

em B. glabrata e B. tenagophila.

o Através de testes citoquimicos observou-se a presenca de glicogénio,
identificados pela técnica do PAS, em 90% dos granuldcitos de moluscos ndo infectados,
decaindo para 50% dos granulécitos em moluscos infectados e presenca de glicogénio em
apenas 1% dos hialindcitos de moluscos normais e infectados. Ndo foram detectdas
substancias secretadas (glicosaminoglicanas sulfatadas, sulfomucinas, residuos de acido
sialico e glicosaminoglicanas acidas) através da técnica do Alcian blue pH 1,0 e pH 2,5
empregada neste trabalho.
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