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CAVALCANTI, Marilia Gabriela dos Santos. Caracterizacdo dos hemdcitos de
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea sadios e infectados por Schistosoma
mansoni. 2011. Tese (Doutorado em Medicina Tropical) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2011.

RESUMO

O ciclo do Schistosoma mansoni depende da existéncia de hospedeiros intermediarios que no
Brasil sdo caramujos do género Biomphalaria. Em muitas espécies de invertebrados sabe-se
gue os hemdcitos e fatores humorais da hemolinfa sdo responsaveis pela defesa imunoldgica
contra patdgenos, que efetivamente podem impedir ou limitar uma espécie de funcionar como
vetor competente. Sabendo-se que o B. glabrata demonstra maior suscetibilidade ao S.
mansoni em relacdo ao B. straminea, o presente estudo teve como objetivo elucidar as bases
celulares do sistema de defesa dos caramujos das espécies B. glabrata e B. straminea. Para a
avaliacdo morfolégica dos hemacitos nas condicdes sadios e infectados pelos miracidios de S.
mansoni, foi utilizada a microscopia Optica, de interferéncia diferencial e microscopia eletrénica
de transmisséo. Na caracterizacao dos hemacitos através de lectinas (UEA-1, DBA, LCA, BS-l e
WGA) conjugadas a FITC, foi utilizado o microscopio confocal a laser. Foi realizado também a
avaliacdo cinética diferencial das células nas condi¢6es sadios e infectados pelos miracidios de
S. mansoni, utilizando hemocitdmetro nos tempos de 2h, 15 e 30d. Neste trabalho foi
identificado cinco tipos celulares na hemolinfa das duas espécies: células blasticas, granulécitos
e hialindcitos do tipo I, Il e lll. As células blasticas se mostram esféricas com nudcleo grande
localizado centralmente, em B. straminea infectados estas células ndo apresentaram muitas
modificagcbes morfolégicas, porém em B. glabrata este tipo celular passou a apresentar
alteracdes no formato da célula. Os granulécitos apresentaram-se com Vvarios granulos
eletrodensos. Em B. glabrata infectados estas células ndo se mostraram com alteracdes
morfoldgicas, porém, em B. straminea foi possivel identificar liberacdo de granulos. O hialinécito
do tipo | foi o tipo celular mais encontrado na hemolinfa de ambas as espécies, tais células sdo
polimoérficas e apresentam muitas projecdes citoplasmaticas. Estas células em caramujos
infectados apresentaram-se com maior adesdo celular e maior quantidade de granulos de
glicogénio. Nos hialinécitos do tipo | em B. straminea, néo identificamos adesao celular, e assim
como B. glabrata, passaram a apresentar mais projecdes citoplasmaticas apds infeccdo. Os
hialinécitos do tipo Il e Il sdo células ovais e geralmente apresentam coloragdo homogénea.
Estes tipos celulares apresentaram poucas alterac6es morfolégicas apés a infeccdo nas duas
espécies estudadas. Em relacdo a marcacdo com lectinas foi evidenciado um aumento na
marcacdo apoés a infeccdo em quase todos os hemocitos de B. glabrata e B. straminea. Na
avaliacdo da dindmica hemocitaria em B. glabrata foram identificadas variacdes significantes
em trés dos cinco tipos celulares: células blasticas, granulécito e hialin6cito 1. Os mesmos
resultados foram encontrados em B. straminea. Neste trabalho foi realizada a caracterizagéo e
padronizacdo dos hemdcitos de B. glabrata e B. straminea, sadios e infectados com miracidios
de S. mansoni. Desta forma, o presente estudo possibilitou um melhor entendimento sobre o
papel dessas células no processo de defesa contra o S. mansoni e sugere uma relacdo da
resposta imune celular na suscetibilidade ou nédo ao Trematoéide.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea,
hemdécitos, morfologia.



CAVALCANTI, Marilia Gabriela dos Santos. Characterization of hemocytes of Biomphalaria
glabrata and Biomphalaria straminea uninfected and infected to Schistosoma mansoni. 2011.
Tese (Doutorado em Medicina Tropical) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2011.

ABSTRACT

The cycle of Schistosoma mansoni depends on the existence of intermediate hosts that in the
Brazil are snails of the genus Biomphalaria. In many species of invertebrates the knowledge
about hemocytes and humoral factors of hemolymph are responsible for immune defense
against pathogens, which can effectively prevent or limit a specie of to work as a competent
vector. Knowing that the B. glabrata demonstrates increased susceptibility to S. mansoni in
relation to B. straminea, this study aimed to elucidate the cellular basis of the defense system of
shails of the species B. glabrata and B. straminea. For the morphological evaluation of
hemocytes in uninfected conditions and infected by miracidia of S. mansoni, we used optical
microscopy, differential interference and transmission electron microscopy. To characterization
of hemocytes by lectins (UEA-1, DBA, LCA, WGA and BS-I) conjugated to FITC was used
confocal laser microscope. Was also performed to evaluate differential cell kinetics in uninfected
conditions and infected by miracidia of S. mansoni a hemocytometer in the times of 2 hours, 15
and 30d. This work identified five cell types in the hemolymph of two species: blast cells,
granulocytes and hyalinocytes type |, Il and Ill. The blast cells showed spherical with nucleus
centrally located, in B. straminea infected these cells did not show many morphological changes,
but in B. glabrata this cell type began to show changes in the format of the cell. The
granulocytes showed electrodense granules, in B. glabrata infected these cells not showed
morphological changes; however, in B. straminea were identified granule release. The
hyalinocytes type | was the cell type most commonly found in the hemolymph of both species,
these cells are polymorphic, and have many cytoplasmic projections. These cells in infected
snails presented with increased cell adhesion and an increased amount of glycogen granules. In
hyalinocytes type | in B. straminea, not was identified cell adhesion, and as B. glabrata, began to
show more cytoplasmic after infection. The hyalinocytes type Il and Il are oval cells and usually
show homogeneous staining. These cell types showed few morphological changes after
infection in the two species. Regarding the marking with lectins was identified an increase in the
markup after infection in nearly all hemocytes of B. glabrata and B. straminea. In assessing the
dynamics hemocytes in B. glabrata significant variations were identified in three of five cell
types: blast cells, granulocytes and hyalinocytes |. The same results were found in B. straminea.
In this study was performed the characterization and standardization of hemocytes of B. glabrata
and B. straminea, uninfected and infected with miracidia of S. mansoni. Thus, this study has
enabled a better understanding of the role of these cells in the defense against S. mansoni and
suggests a relationship between cellular immune response in susceptibility or not to trematode.

Keywords : Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea, hemocytes,
morphology.
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1 INTRODUCAO

Moluscos do género Biomphalaria apresentam diferencas na susceptibilidade a
infeccdo pelo Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907) e existem varios fatores que
podem estar associados a essa variacdo, entre eles, o estado imunolégico dos
caramujos (VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001).

Alguns trabalhos tém mostrado variagcbes na suscetibilidade a infeccdo ao
trematodeo. Populacdes de B. glabrata (SAY, 1818) de diferentes localidades brasileiras
mostraram indices de infec¢do que variam de 0 a 100% quando foram desafiados com
uma Unica cepa de S. mansoni (Belo Horizonte) (PARAENSE; CORREA, 1963). Da
mesma forma, as taxas de infectividade variando entre 0 e 91,5% em amostras de B.
tenagophila (ORBIGNY, 1835) (PARAENSE; CORREA, 1978) e de 0,6 a 24% em B.
straminea (DUNKER, 1848) (SOUZA, 1986).

Os moluscos, assim como outros invertebrados ndo possuem resposta imune
adquirida capaz de realizar selecdo clonal e produzir anticorpos, no entanto, o sistema
imune desses invertebrados sdo capazes de remover de forma rapida e eficaz qualquer
corpo estranho presente dentro do seu organismo (COUSTAU, 2009)

Os caramujos tém uma resposta inata bem desenvolvida, subdividida em defesa
humoral e celular. A defesa imunolégica dos moluscos, durante uma infeccdo é ativado
por fatores da hemolinfa e mediadas por células imunes conhecidas por hemdacitos.
Estas células podem realizar o encapsulamento, fagocitose e liberacdo de substancias
citotoxicos sendo essenciais na morte e eliminacdo dos patdgenos invasores
(BEZERRA et al. 1999; VARGAS-ALBORES; BARRACO, 2001).

As primeiras classificacdes das células do sistema imune em Biomphalaria se
basearam na capacidade que esses hemdcitos tém em se aderirem a diferentes
substratos. Os primeiros dados na literatura sobre estas células reportam a existéncia
de dois tipos celulares, sdo eles os: granuldcitos e hialinocitos (CHENG, 1975; CHENG,;
AULD 1977). Atualmente, com a evolucdo de varias ferramentas no estudo das células
outros parametros tém sido empregados para melhor descrever e classificar os tipos
celulares e incluem: granularidade (MARTINS-SOUZA et al 2009), tamanho da célula
(MATRICON-GONDRAN; LETOCART 1999; MARTINS-SOUZA et al. 2009),
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marcadores bioquimicos e de superficie celular (GRANATH; YOSHINO 1983;
MARTINS-SOUZA et al. 2006; YOSHINO E GRANATH 1985) e caracteristicas ultra-
estruturais (JEONG et al 1983; MATRICON-GONDRAN E LETOCART, 1999).

Mesmo com empenho de muitos pesquisadores e instituicbes de pesquisa de
varias partes do mundo na busca de um possivel controle, esta parasitose continua em
franca expanséo. Apesar de haver alguns trabalhos relacionados ao estudo dos
hemacitos da espécie de B. glabrata, pouquissima atencdo vem sendo dada ao B.
straminea. Além disso, a caracterizacdo comparativa da hemolinfa das duas espécies

tem sido pobremente estudada.




| REVISAO DA LITERATURA |
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esquistossomose

A esquistossomose é uma endemia parasitaria, causada por vermes trematédeos
do género Schistosoma tendo como principais agentes etiologicos as espécies: S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi (NEVES et al.,
2002).

A humanidade convive com a esquistossomose desde a antiguidade, fato este
comprovado por estudos que verificaram a presenca de ovos de Schistosoma em
mumias egipcias de 3.500 a.C (COURA; AMARAL, 2004).

No Brasil, apesar da esquistossomose ter se estabelecido durante o periodo
colonial, através do trafico de escravos africanos parasitados (MORGAN et al. 2001),
seu primeiro relato so6 foi descrito entre os anos de 1907 e 1908, por Piraja da Silva, no
estado da Bahia, que esclareceu as incertezas taxondémicas quanto ao parasita,
surgindo a partir de entdo, as investigacfes sobre a distribuicdo geogréfica e dados
parasitolégicos da doenca (ANDRADE, 2002). Todavia, sua importancia sé6 foi
evidenciada na década de 50, por Pellon e Teixeira (1950), com a realizacdo do grande
inquérito coproscopico nacional de prevaléncia, que teve inicio na regido Nordeste do
pais e, posteriormente, em areas supostamente ndo endémicas do Sul e Sudeste.
Desde entdo, houve um crescimento exponencial nas pesquisas sobre 0 S. mansoni e a
doenca por ele provocada (ANDRADE, 2002; KATZ; PEIXOTO, 2000).

A gravidade e o déficit organico produzido por esses parasitas fazem da
esquistossomose, depois da maléria, a mais importante doenca tropical nos paises em
desenvolvimento. Estima-se que a doenca atinja 200 milhdes de pessoas no mundo
(STEINMANN et al. 2006) (Fig. 1).

No Brasil, a esquistossomose apresenta ampla distribuicdo com areas endémicas
importantes no Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, além de
grande parte da Bahia, Minas Gerais e na zona serrana do Espirito Santo. Estima-se
gue no pais mais de 8 milhdes de pessoas estejam infectadas sendo 30 milhdes de
individuos vivendo em areas endémicas (KATZ; PEIXOTO, 2000).
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O Nordeste brasileiro apresenta uma alta endemicidade, sobretudo nos estados
de Pernambuco e Alagoas, onde a esquistossomose destaca-se como a terceira causa
de morte entre as doencas classificadas como grandes endemias rurais (SILVA et al.,
2002).

Figura 1 - Mapa da distribuicdo da esquistossomose
Fonte: Adaptagédo de World Health Organization (2011).
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O controle da esquistossomose deve ser considerado sob dois aspectos:
morbidade e transmissdo. O controle da morbidade visa diminuir o aparecimento de
casos da forma grave, sendo o diagndstico e o tratamento suficientes, apesar de que, o
sucesso da quimioterapia no tratamento desta parasitose em areas de alta prevaléncia
ndo tem sido duradouro, havendo a rapida re-infeccdo. Um outro fator limitante no
controle da doenca € o dificil acesso ao farmaco (Praziquantel) em determinadas
localidades como no continente Africano (HOTEZ et al., 2010). Em relacdo a
transmissdo, apenas o tratamento das populagdes infectadas ndo € suficiente sendo

necessario também interromper o ciclo evolutivo do parasita (KATZ et al., 1980).
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2.2 Ciclodo S. mansoni

O ciclo bioldgico do S. mansoni (Fig. 2) é compreendido por uma série de
mudancas adaptativas. A transmissao do Trematoide depende da presenca do portador
humano, eliminando ovos do parasita juntamente com as fezes; da existéncia de
hospedeiro intermediario, do caramujo, e do contato do homem com agua contendo
cercarias (REY, 2001).

Neste ciclo de vida, no hospedeiro intermediario ocorre o ciclo assexuado. Nos
seus tecidos o S. mansoni multiplica-se originando os esporocistos, dando mais tarde
origem a cercaria (SCHNEIDER; ZELCK, 2001).

Figura 2 - Ciclo de vida do Schistosoma spp.
Fonte: Adaptacédo de CENTERS FOR DISEASE CONTROL (2010).
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A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre quando o homem entra em contato
com a agua onde existem caramujos infectados liberando cercérias. Se estas larvas

encontrarem o hospedeiro definitivo, penetram pela pele ou pelas mucosas. O parasita
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invade os tecidos até encontrar 0s vasos sanguineos, seguindo pelas veias, passa pelo
coracdo, atinge os pulmdes, retornam para o coracdo, onde ganham a circulacdo até
chegarem ao figado. L4 ocorre o amadurecimento das larvas em formas sexuais
adultas: macho e fémea (REY, 2001).

Apés o acasalamento, os parasitas migram juntos, contra o fluxo sanguineo
(migracdo retrograda), atingindo as veias mesentéricas e do plexo hemorroidario
superior. Nessas veias, 0s parasitas pdéem os ovos durante anos. Os ovos ao chegarem
a luz do intestino sdo eliminados junto com as fezes e em contato com a agua, liberam
os miracidios que nadam livres até encontrar o caramujo completando o ciclo (REY,
2001) (Fig. 2).

No ciclo de vida do Schistosoma, o hospedeiro intermediario (caramujo) exerce um
papel fundamental na manutencdo da parasitose, sendo a distribuicdo da doenca
diretamente proporcional a prevaléncia do vetor (SCHNEIDER; ZELCK, 2001).

2.3 Vetor

Evidéncias moleculares utilizando achados fosseis apoiam a hipotese de que
caramujos do género Biomphalaria originaram-se nas Américas. Estes estudos indicam
gue o antepassado de B. glabrata esteve presente nas Ameéricas no periodo Plioceno-
Pleistoceno (CAMPBELL et al. 2000, DEJONG et al. 2001) e, provavelmente foram
transportados por aves migratorias, atravessando o Atlantico e chegando até a Africa,
neste continente, deu origem as espécies africanas (LOKER et al. 2004).

As espécies que se comportam como vetores biologicos pertencem a ordem
Pulmonata, subordem Basommatophora, familia Planorbidae compreendendo apenas
moluscos terrestres ou de agua doce, sem opérculo que feche a concha quando o
animal se retrai (REY, 2001).

Os planorbideos habitam desde grandes lagos até pequenos corregos, brejos e
pocos rasos. Ainda que a presenca desses moluscos possa ser frequente em colecdes
naturais, sua densidade populacional costuma ser maior em criadouros artificiais como:

canais, vala de drenagem pluvial, entre outros (REY, 2001).
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Apesar de evidéncias experimentais que demonstram a suscetibilidade de outras
espécies de Biomphalaria, no Brasil das dez espécies de moluscos do género descritas,
a transmissdo de S. mansoni acontece em ambientes hidricos de agua doce
colonizados por B. glabrata (Fig. 3A), B. tenagophila (Fig. 3B) e B. straminea (Fig. 3C)
(BRASIL, 2007; PARAENSE, 2001).

2.3.1 Caramujo da espécie B. tenagophila

Esta espécie esta distribuida de forma quase continua no litoral do Brasil (a partir
do sul do estado da Bahia até o estado do Rio Grande do Sul). Foi notificada em 603
municipios de 10 estados brasileiros, além de no Distrito Federal, mas sdo nos estados
do Espirito Santo, Rio de Janeiro e de Santa Catarina onde esses moluscos se
encontram em maior distribuicdo (BRASIL, 2007)

Nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Paranad e Rio Grande do Sul o B.
tenagophila avanca em direcdo ao oeste. Além disso, esta espécie pode ser encontrada
nas divisas do Brasil com a Argentina (BRASIL 2007)

Figura 3: Caramujos transmissores da esquistossomose no Brasil.
Fonte: BRASIL (2008).
Nota: (A) B. glabrata. (B) B. tenagophila. (C) B. straminea. Escalas= 5mm
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2.3.2 Caramujo da espécie B. glabrata

Esta espécie € um molusco de &gua doce considerado o principal hospedeiro
intermediario do S. mansoni no Brasil. Das espécies transmissoras esta € a mais
suscetivel infectando-se com todas as linhagens geogréficas do S. mansoni (CARVALHO
et al. 2007; DIAS et al. 1987).

Os caramujos adultos apresentam um diametro de concha que varia de: 20mm a
40mm; de 5mm a 8mm de largura e cerca de 6 a 7 giros, as paredes laterais do giros séo
arredondadas (BRASIL, 2007).

A espécie B. glabrata é encontrada, preferencialmente, em pocas de agua,
ocorrendo também em &reas de clima seco. Estes caramujos sdo capazes de ajustar-se
a variagdes nas condi¢bes ambientais e climaticas quando estas se tornam inadequadas
a seu desenvolvimento (PIERI; JUBERG, 1981). Os moluscos da espécie B. glabrata
podem colonizar também habitats sujeitos a secas periddicas, desenvolvendo niveis de
resisténcia a dessecacdo (BARBOSA; DOBBIN, 1952).

No Brasil, B. glabrata é o vetor mais importante de S. mansoni, nas varias areas

endémicas do pais, mostrando altas taxas de infec¢des (DIAS et al. 1987).

2.3.3 Caramujo da espécie B. straminea

De todas as espécies transmissoras do S. mansoni, 0 B. straminea € a que
apresenta a maior distribuicdo geografica, sendo encontrado em todo o territério
brasileiro (Fig. 4B). Preferem cole¢cbes de aguas rasas de poucas correntezas se
adaptam bem a dessecacdo e habitam corpos de dgua permanentes e temporarios,
desenvolvendo-se em uma grande variedade de clima (PARAENSE, 1972).

Estruturalmente, os exemplares adultos apresentam uma concha de 10mm a
16mm de diametro, com 3mm a 4mm de largura e cerca de cinco giros (BRASIL, 2007).

O B. straminea é indicado como uma espécie em plena expansado geografica
estando presente desde o norte ao sul do pais, tornando-se um importante vetor na
regido Nordeste, apesar de expressar taxas muitos baixas de infec¢cdo (menos de 1%)
(LUCENA, 1963; NEVES et al., 2005).
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2.4 Biologia e Ecologia de Biomphalaria

Apesar da simplicidade dos sistemas responsaveis pela respiracdo, digestéo,
circulacdo, excrecao e reproducdo, a realizacdo de atividades vitais pelas espécies do
género € muito eficiente, o que garante a sobrevivéncia e proliferagcdo sob diversos
panoramas ambientais, condi¢bes climaticas ou ecologicas (KAWAZOE, 1977,
KAWAZOE et al. 1980).

A excepcional biologia destes vetores é essencial para a superacdo das
adversidades ambientais. Esta caracteristica, certamente garante o estabelecimento e
colonizacdo de ecotopos distribuidos por grandes amplitudes geograficas e a
manutencdo de elevadas densidades populacionais pela maioria das espécies de
Biomphalaria. Nao existem relatos de que a densidade populacional do género
Biomphalaria diminua na presenca de ectoparasitos ou de parasitas que possuem fases
de desenvolvimento intramolusco, provavelmente, porque a manutencdo de
funcionamento pleno ou parcial dos sistemas vitais durante as infec¢cdes garante a
sobrevivéncia dos moluscos infectados (TELES; CARVALHO 2008).

Se considerarmos o parasitismo uma relagdo que viabiliza a selecédo natural de
linhagens mais adaptadas dos hospedeiros intermediarios e definitivos, a co-evolugéo
ou evolugdo concomitante de Schistosoma e Biomphalaria € um fenémeno que favorece
a sucessao de geracdes suscetiveis dos caramujos nos focos da esquistossomose e 0
aprimoramento permanente da interacdo parasita/hospedeiro (TELES; CARVALHO
2008).

A extensa distribuicdo dos hospedeiros intermediarios de S. mansoni no Brasil
confere a esquistossomose carater expansivo, ocorrendo uma maior frequéncia no
nimero de casos mesmo em areas indenes. Nas areas endémicas, grandes
concentragcdes desses moluscos, aliados a outros fatores de risco, favorecem a
existéncia de localidades com alta prevaléncia de esquistossomose (KATZ;
CARVALHO, 1983).

Apesar dos esforcos de pesquisadores e centros de saude, os estudos que
denotam a distribuicdo vetorial de caramujos sdo bastante lentos e precarios, sendo a

real distribuicdo dos hospedeiros intermedidarios no Brasil bastante limitada,
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principalmente devido a dificuldades de acesso a grandes areas do pais. Outro fator é o
pequeno namero de pesquisadores envolvidos na epidemiologia vetorial, cuja pesquisa
se faz sentir, especialmente, nas areas de atuacdo de suas instituicdes (PARAENSE,
1972; CARVALHO et al. 2008). Apesar disso, a distribuicdo geografica dos moluscos do
género Biomphalaria vem sendo lenta, mas progressivamente acrescida de novas
localidades (CARVALHO et al. 2007).

No Brasil as areas consideradas endémicas para a esquistossomose sao
heterogéneas quanto ao clima, a topografia e a vegetacéo, inviabilizando que se faca
gualquer generalizacdo sobre a caracterizacdo ecoldgica dos criadouros dos moluscos
hospedeiros intermediarios nessas diferentes areas (PIERI, 1985).

Os hospedeiros intermediarios podem colonizar uma grande variedade de
ambientes tanto I6ticos (desde rios até pequenas valas) quanto Iénticos (de lagoas a
pequenas pocas). Porém, os focos de transmissdo da doenca geralmente tém
caracteristicas ecolégicas parecidas, sendo localizados nos peridomicilios de
comunidades urbanas ou rurais desprovidas de saneamento ou 4gua encanada. Mesmo
nas areas sujeitas a secas sazonais, esses criadouros podem albergar populagdes
permanentes de moluscos hospedeiros, alimentados por nascedouros ou agua
doméstica (SILVA et al., 2006).

Os habitats onde vivem os moluscos mostram-se, em sua maioria, pH entre 6,0-
8,0. Em &guas com pH acido, os moluscos séo incapazes de promover a deposicado de
cdalcio para a constituicdo da concha, o que impede a sua colonizacédo (SILVA et al.,
2006). As caracteristicas fisico-quimicas da maioria das cole¢des de agua encontradas
no peridomicilio estdo dentro dos limites de tolerancia dos planorbideos.

Comumente, no habitat desses caramujos podemos encontrar uma vegetacao
tipica. Plantas aquéaticas interferem diretamente na distribuicdo dos caramujos. Esses
moluscos hospedeiros tendem a se estabelecer, preferencialmente, em locais cujos
micro-habitats s&o ricos em substrato organico. Essa matéria organica pode servir como
fonte para a alimentacdo, além de que esses sedimentos podem proporcionar um
substrato denso e macio sob o qual os moluscos podem se abrigar da luz solar e
locomover-se (HARRISON;MCKILLOP, 1980; HARRY et al. 1957; KADER, 2001,
UTZINGER; TANNER, 2000).
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Um aspecto biologico relevante € a capacidade que os planorbideos possuem de
sobreviver fora da agua por longos periodos. Na auséncia de agua, a primeira resposta
dos moluscos € a retragcdo do corpo para o interior da concha. As estratégias de
sobrevivéncia a seca diminuem os efeitos diretos da dessecacéo; por outro lado, induz o
molusco a sobreviver de suas proprias reservas alimentares, com um suprimento
limitado de oxigénio e acumulacdo de excretas potencialmente tdéxicas. Assim, a
sobrevivéncia fora da agua vai depender de sua capacidade de conservar recursos e
eliminar ou neutralizar os produtos toxicos do metabolismo. As trés espécies de
moluscos hospedeiros no Brasil possuem em maior (B. straminea) ou menor (B.
tenagophila) grau, a capacidade de resistir a dessecagdo. O processo de diapausa
(estimulos antecipados a degradacdo sazonal do habitat) ou anidrobiose (estimulos
adversos resultantes da deteriorizacdo do habitat) aumenta o tempo de vida de
caramujos se comparado a aqueles que ndo se adaptam ao periodo de seca (PIERI,
FAVRE, 2008; WHITE et al. 2007).

Uma outra forma de adaptacdo, durante o periodo de seca, seria alteracfes na
sua morfologia na fase juvenil. Essas modificagdes incluem: o espessamento da concha,
a diminuicdo da area de abertura da concha e a formacédo de lamelas e epifragmas
proximos a abertura. A capacidade desses caramujos de sobreviver a estacdo seca,
repovoar as colecbes de agua sazonais, inclusive albergando formas larvares de S.
mansoni, torna seu controle ainda mais dificil (PIERI; FAVRE, 2008; RICHARDS, 1967).

2.5 Distribuicdo de B. glabrata e B. straminea

Foi notificada, pelo menos, uma das trés espécies vetoras do S. mansoni em 24
dos 26 estados brasileiros. Apenas em Ronddnia e Amap4a, até o momento, ndo foram
verificadas a presenca desses planorbideos (CARVALHO et al., 2008).

A espécie B. glabrata apresenta uma ampla distribuicdo e ela esta quase sempre
associada a esquistossomose. Esta espécie ja foi notificada em 16 estados brasileiros,
além do Distrito Federal. Em Pernambuco, a B. glabrata pode ser encontrada em 21
municipios (CARVALHO et al., 2008) (Fig. 4A).
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A presenca de B. straminea foi registrada em 1.327 municipios, distribuidos por
24 estados brasileiros, além do Distrito Federal (Fig. 4B). Os Unicos estados onde este
vetor ainda ndo foi encontrado foi no Amapa e Rondbnia. Esta espécie € mais
prevalente no Nordeste, principalmente nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Esses moluscos sdo habitantes
de cole¢des hidricas permanentes e temporarias, estando mais adaptados ao clima
seco do Nordeste. Em Pernambuco, esta espécie apresenta uma maior distribuicdo do
que a B. glabrata, sendo encontrado em 130 municipios (CARVALHO et al., 2008).

Figura 4: Distribuicdo geogréafica de Biomphalaria glabra e B. straminea no Brasil
Fonte: Adaptado de Carvalho e Caldeira (2004).
Nota: Figura A= B. glabrata e Figura B= B. straminea.
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2.6 Interacdo do S. mansoni com o Biomphalaria

O S. mansoni pertence a subclasse Digenea, Trematddeo com complexo ciclo
evolutivo. Sao nos hospedeiros intermediarios, caramujos do género Biomphalaria, onde
ocorre a multiplicacdo do parasita, resultando de uma sofisticada sintonia entre o
metabolismo do hospedeiro e do parasita (NEGRAO-CORREA et al. 2008).
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O sucesso do desenvolvimento do S. mansoni em seus hospedeiros dependera
da capacidade do parasita em: a) encontrar e penetrar em hospedeiros compativeis; b)
adaptar-se as condicbes de estresse, com variacbes de fatores fisioldgicos
(osmolaridade, pH, concentracdo de oxigénio e de gas carbbnico e concentracao de
glicose), os quais os diferentes estagios de desenvolvimento do parasita sdo expostos
durante a passagem do hospedeiro definitivo para o meio aquético e dai para o
hospedeiro intermediario; c) obter nutrientes adequados para 0 seu crescimento e
reproducéo; d) evadir de possiveis mecanismos de destruicdo do sistema de defesa dos
hospedeiros (MONE et al. 2010; NEGRAO-CORREA et al. 2008).

Devido a relevancia da esquistossomose para a saude humana e pelo grande
namero de grupos de pesquisadores que atuam nesta area, muitos progressos foram
obtidos no conhecimento da associagédo entre S. mansoni e seu hospedeiro definitivo,
entretanto, a interagdo entre o parasita e seu hospedeiro intermediario ainda apresenta
muitos aspectos desconhecidos (NEGRAO-CORREA et al. 2008).

Comparando com a enorme variedade de espécies de hospedeiros vertebrados
gue pertencem a diversas ordens, fica evidente que a interacdo de S. mansoni com seus
hospedeiros invertebrados reflete exigéncias adaptativas muito mais complexas. Assim,
0 sucesso evolutivo do S. mansoni em seus hospedeiros intermediarios dependem dos
fatores ambientais, da compatibilidade fisiol6gica/bioquimica entre parasita/hospedeiro
intermediario, dos mecanismos intrinsecos de defesa dos moluscos transmissores e dos
mecanismos adaptativos do parasita ao organismo do molusco (MONE et al. 2010;
NEGRAO-CORREA et al. 2008).

2.7 Infeccdo e Desenvolvimento do  S. mansoni no Hospedeiro Intermediario

O miracidio apés sair do ovo possui um tempo de vida de cerca de 8 horas;
porém, ap0s 5 horas, poucos conseguem penetrar nos tecidos dos moluscos
hospedeiros. Logo, existem aspectos quimicos e comportamentais que favorecem o
encontro da larva com seu hospedeiro-alvo. O mecanismo quimiotatico que leva ao
encontro do miracidio com seus hospedeiros intermediarios ainda é um tema
controverso na literatura (NEGRAO-CORREA et al. 2008).




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 30

Deve-se considerar que, na maioria dos locais onde ocorre a transmissao, as
aguas sdo correntes e isto dificulta 0 mecanismo de quimiotaxia, pois poderia ocorrer
diluicdo e dispersdo das moléculas de atracdo. O que ocorre € uma estimulacdo dos
movimentos do miracidio pela presenca de moléculas do caramujo nha agua
(quimiocinesis) e, dessa forma, ha um acumulo de miracidios nas proximidades do
caramujo, formando assim um espaco ativo que sem duvida, favorece o processo de
infeccao (BRASIO et al. 1985; CHERNIN, 1974).

Quanto ao comportamento similar que favoreceria 0 encontro entre parasita e
hospedeiro, deve-se destacar a fototaxia positiva presente em ambos. A atracdo do
miracidio a uma fonte luminosa foi bem estabelecida por diversos autores (CHAIA
1956). No entanto, Williams e Coelho (1975) mostraram a ocorréncia de fototaxia
positiva também em B. glabrata, fenbmeno este confirmado por outros autores
(PIMENTEL-SOUZA et al. 1984). A fototaxia positiva que ocorre entre miracidios e B.
glabrata vai, sem duvida, favorecer o encontro dos dois organismos no ambiente
aquatico. Pimentel-Souza et al. (1976) mostraram que a luminosidade também estimula
a exposicdo da massa cefalopodal do molusco no meio aquatico, o que favoreceria o
processo de penetracdo, j& que sdo estas as partes preferidas para a invasdo
miracidiana (COELHO, 1957).

A temperatura também é um fator importante para a penetracdo do miracidio no
molusco. Maldonato e Acosta-Maltienzo (1947) mostram que a reducdo de 1°C na
temperatura (de 26°C para 25°C) levaria a uma reducdo na taxa de infeccdo dos
moluscos de 80 para 40%.

O miracidio, ao entrar em contato com o tegumento do molusco, modifica o
terebratorium que logo assume a forma de ventosa ocorrendo, quase que
simultaneamente a descarga do contetudo das glandulas de adesdo. O miracidio agita-
se com movimentos contrateis e rotatérios comandados pela vibragéo ciliar e pela
musculatura sub-epitelial. O epitélio do molusco é ultrapassado e a larva se estabelece
no tecido subcutaneo. O local de penetracdo pode ser representado por qualquer ponto
das partes expostas do caramujo, sendo, porém, a massa cefalopodal, principalmente a
base das antenas e o pé os pontos preferidos (COELHO, 1957). O processo de

penetracdo dura entre 10 e 15 min e, neste processo, cerca de apenas 30% dos
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miracidios sdo capazes de penetrar e evoluir em B. glabrata, 30% penetram, mas nao
evoluem; e 40% sdo incapazes até mesmo de penetrar no molusco (CHERNIN;
ANTOLICS, 1975).

Os miracidios, em contato com os hemdcitos, perdem sua camada ciliada
externa, mas nao ha nenhuma evidéncia de altera¢cdes no que diz respeito a arquitetura
interna da larva. Esse fato pode ser explicado pelo pouco tempo de atuacdo dos
hemdcitos (COELHO, 1995). Tem sido demonstrado que a eficacia do processo de
infeccdo parasitaria € baseado em dois fatores. Em primeiro lugar, a capacidade do
parasita para sintetizar determinantes antigénicos semelhantes aos do molusco, um
processo conhecido como mimetismo molecular e, em segundo lugar, a absorcdo e
incorporacdo de aglutininas do molusco, processo conhecido como “mascaramento
antigénico” (COELHO, 1995).

A larva, ap6s a perda das glandulas de adeséo e penetracdo continua a perder
outras estruturas. Desta forma, 0 passo seguinte seria a perda do epitélio ciliado e a
perda do terebratorium. Em seguida, dar-se-ia 0 desaparecimento da musculatura sub-
epitelial e, por ultimo, do sistema nervoso, que pode persistir por mais alguns dias. Com
excecdo do sistema nervoso, todas as alteracdes citadas ocorrem num periodo de 48
horas. Assim sendo, o miracidio transforma-se em um saco com paredes cuticulares,
contendo a geracao de células germinativas e reprodutivas (REY, 2001).

A infeccdo por S. mansoni nos moluscos leva a uma série de problemas no
hospedeiro intermediario. A localizacdo do parasitismo na glandula reprodutiva
(ovoteste) (Fig. 5) ocasiona uma inibicdo da reproducado, a qual ndo resulta em uma
esterilizacdo definitiva, pois aqueles que se autocuram voltam a oviposi¢cdo (COELHO,
1954).

Esta extraordinaria capacidade de regeneracdo é comum para varios tecidos do
caramujo. Apés a irradiacao, tanto os parasitas como as estruturas do ovoteste (Fig. 5)
praticamente desaparecem, mas tudo volta ao normal apds semanas de suspensédo da
irradiacdo (AZEVEDO et al. 2004). A Infeccdo no periodo pré-patente leva a uma grande
mortalidade de moluscos. Apds a emergéncia cercariana, muitos caramujos morrem
também pela perda de hemolinfa no processo de saida das cercéarias. Embora ja se

tenha observado a sobrevivéncia de caramujos infectados por mais de 150 dias em
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condicdes de laboratorio, a média de sobrevida no laboratério foi de 39 dias (BARBOSA,
COELHO et al., 1954). Na natureza, a sobrevida meédia de caramujos B. glabrata
infectados néo parece ser longa, apesar de um exemplar ter sobrevivido por um periodo
de quatro meses (BARBOSA, 1963).

Figura 5: Anatomia do Biomphalaria

Fonte: Paraense (1975).

Nota: Animal retirado da concha com o manto levemente rebatido, para visualizagdo dos érgaos
internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentaculo (te), colo (c),
abertura genital masculina (om), colar ou borda do manto (cm), pseudobranquia (ps), pneuméstoma
(pn), abertura anal (an), musculo columelar (mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr),
veia pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glandula de albimen (ga), intestino anterior (ia), intestino

médio (im), intestino posterior (ip), estdmago (et), glandula digestiva (gd), pé (p), ovoteste (ot).

A idade dos caramujos também €& um aspecto importante no processo de
infeccdo. Caramujos juvenis (3 a 5mm) sdo mais suscetiveis a infeccdo (RICHARDS,
1977). Théron et al. (1998) utilizando juvenis (3 a 5 mm), sub-adultos (7 a 9 mm) e




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 33

adultos (11 a 13mm) de B. glabrata expostos a infeccao por miracidios de S. mansoni
demonstraram a preferéncia destes em penetrarem em caramujos de tamanho
intermediario (sub-adultos). Os autores sugerem varios fatores para justificar esta
preferéncia, e especulam sobre possiveis mecanismos de atracdo derivados do
processo de amadurecimento sexual dos caramujos sub-adultos (hormdénios), maior
disponibilidade de nutrientes para desenvolvimento dos esporocistos e uma menor
mortalidade em relacdo aos juvenis. Acrescenta-se ainda que o adulto teria menor

expectativa de vida e seu sistema inato de defesa seria mais eficiente.

2.8 Sistema Circulatorio

Os moluscos apresentam um sistema circulatorio aberto em que a hemolinfa
deixa os vasos circulatérios e banha os tecidos. Posteriormente, a hemolinfa sera

drenada pelos vasos e ira retornar ao coracédo (WOLFE et al. 2007).

2.9 Mecanismo de Defesa dos Caramujos

A interacdo Biomphalaria-S. mansoni depende da compatibilidade fisiolégica e
bioguimica entre hospedeiro e parasita, onde o sucesso ou o fracasso da infeccéo sera
fortemente determinado pela eficacia do sistema interno de defesa do caramujo. A
capacidade do sistema de defesa desses hospedeiros intermediarios em destruir o
parasita € o fator que mais determina a susceptibilidade do Biomphalaria a infeccdo ao
S. mansoni (SOUZA et al., 1997).

As espécies de moluscos tém apresentado variado grau de susceptibilidade e das
trés espécies vetoras, B. glabrata € considerada a mais suscetivel e a B. straminea é
indicada como a mais resistente, embora apresente diferencas em determinados locais
na infeccao (LIE, 1982).

Quando em contato com o agente infeccioso, 0 mecanismo de defesa interno do
molusco é imediatamente ativado, estes mecanismos sdo mediados por células
circulantes efetoras (hemdacitos) e por fatores solliveis que estédo presentes na hemolinfa

(lectinas) (BEZERRA et al. 1999). Essas lectinas se ligam a carboidratos especificos e
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desempenham um papel importante como a aglutinacédo de particulas estranhas, auxilia
a fagocitose e atua como receptores para células citotéxicas (VAN DER KNAAP;
LOKER 1990).

A atividade dos hemacitos em B. glabrata é estimulada por diversos fatores, tais
como a liberagdo de produtos secretorio/excretério de miracidios de S. mansoni. O
hospedeiro invertebrado desenvolve varias respostas que inclui: migracdo de células,
liberacdo de superodxido, encapsulamento e citotoxicidade celular (ADEMA et al. 1994;
DIKKEBOOM et al. 1988; LOVERDE, 1998). Todas estas respostas podem ocorrer da
mesma forma em caramujos resistentes e suscetiveis. Alguns trabalhos tém
demonstrado que a diferenca fundamental entre a susceptibilidade ou resisténcia é a
capacidade do parasita em através de algumas substancias produzidas, interromper ou
dificultar a migracdo dos hemacitos em direcdo aos miracidios (HAHN et al. 2001; VAN
DER KNAAP; LOKER, 1990).

2.9.1 Hemolinfa

O sangue ou hemolinfa dos moluscos € composto por células (os hemacitos) e
uma parte liguida (o plasma). O plasma é rico em agua, cloreto de sodio e bicarbonato.
Neste plasma, encontra-se dissolvido um pigmento vermelho, a eritrocruorina também
conhecida como hemoglobina (MUTHUKRISHNAN et al. 2007).

Entre as substancias integrantes da hemolinfa do B. glabrata, a hemoglobina
constitui 97% das proteinas totais presentes. Esta hemoglobina, que se apresenta de
forma extracelular, parece desempenhar um importante papel no transporte de O,
(BUGEE; WEBER, 1999).

Em contraste com a atividade coagulante da hemolinfa de vérios grupos de
invertebrados, a hemolinfa dos moluscos nédo apresenta uma elevada capacidade de
coagulacdo (IWANAGA, 1993).
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2.9.2 Hemaocitos

Os moluscos mais resistentes, aqueles que quando infectados eliminam poucas
cercarias, exibem nos seus tecidos uma grande reacdo celular em torno dos
esporocistos e cercarias em desenvolvimento. Os hemdcitos apresentam agéo
fundamental nas funcdes de defesa, tais como fagocitose, encapsulacao, liberacao de
substancias citotdxicas, transporte de calcio nas situagfes de reparo tecidual e na
producéo de fator coagulante da hemolinfa (ABDUL-SALAM; MICHELSON, 1980; AMEN
et al.,, 1992; BAYNE et al., 1980; CHENG; BUTTLER, 1979; SMINIA; VAN DER KNAAP,
1987; WEGGE, 1951). Estas células de defesa lembram na sua forma e funcdo, os
macrofagos dos vertebrados.

Os hemdcitos sao células que circulam livremente na hemolinfa dos caramujos e
outros invertebrados. No molusco estas células s&o produzidas no Orgdo Produtor de
Amebdcitos localizando-se na regido renopericardica. Os hemdcitos podem se
apresentar dentro ou fora dos tecidos, visto que o caramujo tem um sistema vascular
aberto (JEONG et al. 1983).

Segundo Cheng e Auld (1977) existem duas categorias de hemdcitos na
hemolinfa de B. glabrata: os granulécitos e os hialindcitos, chamados, respectivamente,
de ‘“estrelados” e “ndo estrelados”, devido a sua aparéncia de célula estrelada,
semelhante as células nervosas, ou sem prolongamentos citoplasmaticos observaveis
ao microscopio optico.

Nao existem evidéncias concretas de que ocorram apenas duas ou mais
populagdes de amebdcitos circulantes ou que uma delas se transforme na outra. No
entanto, sabe-se que os amebdcitos denominados granulécitos sdo 0s responsaveis
pela fagocitose de particulas estranhas. O numero destas células bem como a taxa de
fagocitose aumentam consideravelmente apos a infeccdo pelo S. mansoni. A avaliagdo
da taxa de fagocitose indicou o processo de fagocitose em 43% nos moluscos ndo
submetidos a infec¢édo e de 57 a 75% nos moluscos infectados (SERRANO et al., 2002).

Amen et al. (1992), ao estudarem a modulacéo da atividade do sistema de defesa
de Lymnaea stagnalis pelo Trichobilharzia ocellata, observaram, nas primeiras horas

apos a infeccdo, uma ativacdo da resposta imune celular e humoral, neste trabalho
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discute-se a possibilidade de que as respostas encontradas sejam direcionadas as
placas ciliadas perdidas pelos miracidios imediatamente apds a penetra¢cdo no molusco,
do que propriamente ao parasita em desenvolvimento no esporocisto mae.

Reis et al. (1995) observaram uma relagéo direta entre a resisténcia da infeccao
pelo S. mansoni e a morte dos esporocistos no interior do B. tenagophila, estas
observacdes permitiram sugerir que 0os hemacitos tém um papel importante no combate
a infeccdo. Guaraldo et al. (1981) confirmaram que o desenvolvimento do esporocisto
em moluscos suscetiveis era lento, visto que em moluscos ndo suscetiveis o0s
esporocistos eram cercados por células de defesa e rapidamente mortos. A reacao
granulomatosa que ocorre logo apos a penetracdo do parasita, €, de acordo com esses

autores, mediada pelos granulécitos que tém uma grande capacidade fagocitéaria.

2.9.2.1 Origem dos Hemdcitos

Os hemacitos podem ser encontrados no interior dos tecidos e circulando na
hemolinfa, mas o seu local de origem ainda € controverso. Ha duas idéias em curso
entre os pesquisadores. Alguns autores admitem que os hemadcitos tenham uma origem
multicéntrica, a partir de células que compdem o tecido conjuntivo do molusco (SOUZA,;
ANDRADE, 2006); outros propde que os hemdcitos tenham origem em um 6rgao
especial, localizado na parede da porcdo sacular do 6rgao renal, a qual forma parte do
saco pericardico, e que foi denominado APO (uma sigla do inglés “Amebocyte Producing
Organ”) (SALAMAT; SULLIVAN, 2009).

O APO funcionaria como um analogo da medula 6ssea dos vertebrados. A
principal razdo para considerar o APO como 6rgdo hematopoiético foi & ocorréncia de
hiperplasia e mitose nas células do érgdo durante a infeccdo pelo S. mansoni além da
suspeita da existéncia de células blasticas entre as células do o6rgdo (SALAMAT;
SULLIVAN, 2009; SULLIVAN et al 1984; SULLIVAN et al. 2004).

Alguns trabalhos demonstraram que a resisténcia as larvas do trematdédeo S.
mansoni digenéticos pode ser transferida passivamente entre caramujos da espécie B.
glabrata ndo suscetiveis para os caramujos suscetiveis através da inoculacéo de plasma
(GRANATH; YOSHINO, 1984) e adotivamente, por transplantes do APO (SULLIVAN;




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 37

SPENCE, 1994). Esta resisténcia € especifica para a transferéncia do APO, néo
ocorrendo com transplantes de tecidos ndo hematopoiéticos como: manto, coracao,
cérebro, glandula digestiva e ovoteste (SULLIVAN; SPENCE, 1999). Esses achados

corroboram a hipoétese do papel do APO como 6rgdo hematopoiético desses moluscos.

2.9.2.2 Classificacdo dos Hemacitos

Para a classificagdo morfolégica dos hemocitos de invertebrados séo
considerados varios aspectos como: a) o tamanho, a forma, o nimero, afinidade tintorial
de suas inclusdes e coloragdo do citoplasma; b) diferencas comportamentais, na sua
habilidade de divisdo, rapidez de degranulacdo ou vacuolizacdo de suas inclusdes, na
sua fragilidade, no desenvolvimento de proje¢cOes citoplasmaticas e sua adesdo a
superficies (JONES, 1979).

Muitos autores tém indicado a existéncia de subpopulacbes de hemdcitos
dependendo da idade do caramujo, conteldo enzimatico, ou determinantes de
superficie (GRANATH; YOSHINO, 1983; YOSHINO; GRANATH, 1985).

Cheng (1975) e Yoshino (1976) trabalhando com B. glabrata e Barraco et al.
(1993) com B. tenagophila descreveram dois tipos de hemdcitos na hemolinfa desses
caramujos, sao eles: os hialindcitos e granulécitos. Estas células diferem no tamanho,
caracteristica morfotintorial desenvolvimento das suas organelas além de possuirem
comportamento diferente (BARRACCO et al. 1993).

Os granulocitos de B. glabrata apresentam as mesmas caracteristicas de B.
tenagophila. O citoplasma dessa célula apresenta granulos, ela é a maior célula
encontrada na hemolinfa e é também a mais prevalente. Diferente dos hialinécitos, este
tipo celular apresenta aderéncia formando pseuddpodes. Os hialindcitos apresentam
uma elevada relacdo nucleo-citoplasma e no seu citoplasma existem muitos ribossomos
livres. Este tipo celular ndo apresenta granulos e sua prevaléncia na hemolinfa € menor
gue a do granuldcito (BARRACO et al. 1993; CHENG, 1975; YOSHINO, 1976;).

Apesar dos trabalhos mais antigos discutirem apenas dois tipos celulares, h&a

alguns autores que ja sinalizam a possibilidade da existéncia de outras células, mas néo
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h& nenhuma classificagdo padronizada sobre as mesmas (BORGES; ANDRADE, 2003;
MARTINS-SOUZA et al. 2009; MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999).

2.9.3 Resposta Humoral

A resposta humoral de Biomphalaria ainda ndo é totalmente compreendida, mas
€ sabido que os componentes da resposta humoral podem atuar diretamente nas larvas,
agindo sobre o reconhecimento do parasita e favorecendo a ativacdo dos hemacitos
(MARTINS-SOQUZA et al, 2006).

Os fatores envolvidos na resposta humoral sdo capazes de causar a lise na
célula-alvo além de desempenhar varios papeis na defesa interna do molusco (LEIPPE;
RENWRANTZ,1988). Além disso, alguns componentes da resposta humoral séo
capazes de modular a atividade dos hemocitos (CONNORS et al., 1995; GRANATH et
al., 1994). Apesar de ja comprovado a presenca da via de fenoloxidase em moluscos ha
poucas evidéncias de que estes invertebrados utilizem essa forma de defesa contra
parasitas (SMITH; SODERHALL, 1991).

Estudos desenvolvidos por Granath e Yoshino (1984) em B. glabrata e de Pereira
(2005) em B. tenagophila indicaram que o mecanismo de destruicdo do esporocisto de
S. mansoni através da resposta imune humoral nessas espécies é tdo importante
guanto a resposta desenvolvida pelas células.

A presenca de substancias na hemolinfa de B. glabrata que promovem a
aglutinacdo de hemdcitos em torno dos esporocistos de S. mansoni foi relatado por
Loker et al. (1984). Posteriormente, Fryer e Bayne (1996) demonstraram que particulas
de poliestireno tratadas com fatores solUveis na hemolinfa de cepas resistentes de B.
glabrata resultaram em um aumento na capacidade fagocitica. Esses dados sugerem
gue tais fatores humorais participariam no mecanismo de reconhecimento e
opsonizacgao das particulas, favorecendo o processo de fagocitose.

Na busca de possiveis mediadores relacionados aos mecanismos de
reconhecimento do parasita, foi demonstrado que algumas lectinas tais como: Conavalia
ensiformis (Cona), Erythrina corallodendrom (ECA), Glycine max (SBA), Tetragonolobus

purpurea (TPA) e Triticum vulgaris (WGA) foram capazes de se ligar a carboidratos
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presentes na superficie do esporocistos de S. mansoni (JOHNSTON; YOSHINO, 1996;
UCHIKAWA,; LOKER, 1991). Esses dados sugeriram que tais lectinas poderiam
intermediar o reconhecimento de larvas de trematddeos pelos hemdcitos (VAN DER
KNAAP; LOKER 1990) e a ligagao: lectina-carboidratos, possivelmente, poderia induzir
ativacdo dos hemdcitos favorecendo a fagocitose (BAYNE, 1990), além da producédo de
superoxidos (HAHN, et al. 2000).

Em moluscos, as lectinas séo sintetizadas pelo hemdécitos e podem ser liberadas
na hemolinfa ou serem expressas na superficie das células circulantes, onde estes
carboidratos sao capazes de agir como receptores (RICHARDS; RENWRANTZ, 1991).
Deste modo, outra possibilidade, que tem sido pouco explorado na literatura, € que as
diferencas no reconhecimento do parasita poderiam estar relacionadas com a variagcao

na expressao dessas lectinas em diferentes linhagens (MARTINS-SOUZA et al, 2006).

2.9.4 Resposta Celular

Os hemdcitos sdo os principais mediadores do sistema de defesa celular de
moluscos. Estas células podem desempenhar varias fungdes, tais como: fagocitose de
particulas (por exemplo, bactérias e protozoarios), encapsulamento de parasitas
maiores como, por exemplo, larvas de helmintos (VAN DER KNAAP; LOKER 1990),
liberacdo de substancias citotoxicas que atuam sobre as larvas e que sado liberadas
pelos hemdcitos apds o encapsulamento (COUSTAU; YOSHINO, 1998), além de

produzirem carboidratos, proteinas e peptideos que vao atuar na resposta humoral.

2.9.4.1 Sinalizacéo Celular:

Até recentemente acreditava-se que invertebrados desenvolviam uma resposta
inata que era limitada no reconhecimento de patdgenos. Atualmente, esse conceito
mudou e em alguns invertebrados ja foram identificados uma extensa diversidade de
proteinas que podem reconhecer uma gama de diferentes patdogenos. Essa capacidade

de discriminar o proprio do ndo proprio e de reconhecer uma ampla classe de patdogenos




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 40

contribui para o desenvolvimento de uma apropriada resposta imune (NEGRAO-
CORREA et al. 2008).

Essa distincdo, possivelmente estd relacionada a receptores associados a
membrana. Os sinais gerados pelo ligante atravessam a membrana desencadeando
uma cascata de reacOes quimicas direcionadas para organelas-alvo resultando na
inducédo de resposta celular adequada (HELDIN; PURTON, 1996).

Diferente dos vertebrados, pouco se sabe sobre o processo de sinalizacéo celular
em invertebrados. Essa caréncia de informacgdes inclui: quais os tipos de moléculas que
podem estar envolvidos, quais 0s percursos e como as funcdes celulares séo reguladas.
Em moluscos, os mecanismos de transducao de sinais tém sido obtidos principalmente
através de estudos neurobiolégicos (TENSEN et al., 1998; TIERNEY, 2001) que
comecaram a estabelecer a presenca de vias sinalizadoras intracelulares, muitos dos
guais parecem ter homologia com os de mamiferos.

Em células do sistema imune de vertebrados, a interagdo do receptor com seu
ligante resulta em ativacdo ou desativacdo de numerosas funcdes celulares, por
exemplo: adesé&o celular, motilidade, citotoxidade, endocitose e inducédo de morte celular
(TORGERSEN et al., 2002).

A transducdo de sinais envolve uma diversidade de proteinas celulares e, alguns
receptores, presentes em hemocitos de moluscos gastropodes envolvidos nesse
processo de sinalizagdo foram identificados com base na utilizacdo de anticorpos
especificos para receptores ou através de ensaios funcionais. Esses receptores podem
ser agrupados em varias categorias: lectinas (ou lectin-like receptors), integrinas e
fatores de crescimento (horménio e receptores “citocina-like”) (GREENBERG, 2001;
TORGERSEN et al., 2002).

Alguns trabalhos utilizando a Drosophila melanogaster identificaram a presenca
de receptores tipo Toll (TLR), semelhantes aos encontrados em mamiferos. Esses
receptores sdo capazes de reconhecer padrbes de moléculas expressas em alguns
patogenos. Apesar de reconhecer uma gama de padrbes de moléculas, os receptores
Toll apresentam uma limitada especificidade quando comparados com 0s receptores

envolvidos na resposta adaptativa (ZAMBO et al., 2005).
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Os receptores Toll e a via de sinalizagdo celular representam o mecanismo de
defesa mais antigo encontrado em insetos, mamiferos e plantas (AKIRA, 2004). Estudos
na mosca da fruta tém demonstrado que a familia de receptores Toll € um dos mais
cruciais receptores na resposta imune inata. Esses receptores reconhecem
componentes especificos de organismos incluindo fungos, protozoarios e virus
induzindo a resposta imune inata. O alvo de reconhecimento sao padroes moleculares
conservados em microrganismos (PAMPs). Existem muitos receptores celulares que
guando ativados podem desencadear processos de opsonizacao, fagocitose, processo

inflamatorio, apoptose entre outros (VALANNE et al. 2011).

2.9.4.2 Processo de Fagocitose

O processo de fagocitose em invertebrados é considerado uma resposta celular
primaria de defesa sendo similar ao que ocorre com as células fagociticas de
mamiferos. Este processo de defesa ocorre contra materiais inertes ou organismos
como: virus, bactérias, protozoarios, fungos ou helmintos (LAVINE; STRAND, 2002).

Da mesma forma que em vertebrados, os hemdcitos de caramujos contém
estruturas semelhantes aos lisossomos e sdo reativos a uma seérie de marcadores
enzimaticos. Estas estruturas se fundem com vesiculas endosémicas (formacdo do
fagolisossomo), 14 ocorre a degradacdo do material fagocitado (MITTA et al. 2000;
VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001) (Fig. 6).

Os fagdcitos circulantes sdo importantes para a captura e destruicdo de
patdgenos invasores, remoc¢ado de células mortas e limpeza de detritos. Apesar desse
mecanismo de defesa ser relativamente muito estudado, em varias espécies de
invertebrados, ainda persiste varias dulvidas quanto ao mecanismo envolvido no
reconhecimento inicial de particulas pelos fagocitos. Estudos utilizando bactérias,
leveduras e eritrocitos como alvos experimentais tém demonstrado a existéncia de
opsoninas em muitos filos (BAYNE, 1990). No entanto, estes fagocitos ainda séo
capazes de reconhecer particulas estranhas “in vitro” na auséncia de componentes

humorais.
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Como os invertebrados ndo possuem anticorpos nem sistema complemento, a
interacdo: lectina/carboidrato sdo os mediadores mais provaveis de reconhecimento de
células fagociticas (HANINGTON et al. 2010). Esse sistema de reconhecimento foi
observado também em caramujos da espécie B. glabrata (MARTINS-SOUZA et al.
2006).

Figura 6: Processo de fagocitose de microrganismos.

Fonte: Adaptacdo de Mitta et al. (2000).
Nota: Observar os mecanismos antimicrobianos: enzimas lisossomais, peptidios antimicrobianos e
mecanismos oxidativos (ERO).

NADPH oxidase
Peptideo antimicrobiano
Enzimas

Bactéria

Durante o estimulo que induz a fagocitose ocorre ativacdo dos hemacitos através
de modificacbes da superficie da célula. Essas alteracbes celulares incluem:
modificagdo do citoesqueleto, extensdo de pseuddpodes e filopdides e frequentemente
alteracbes nas mitocdndrias. Este processo de ativacao celular ocorre de forma rapida
e depende da intensidade do estimulo (MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999).
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2.9.4.3 Encapsulacao

Quando o corpo estranho é muito grande para ser fagocitado por elementos
isolados da hemolinfa (ex. larvas de helmintos), ocorre o processo de encapsulagao, isto
€, a aglomeracdo de um conjunto de células culminando com a formacdo de uma
capsula ao redor do agente invasor. Caramujos da espécie B. glabrata comumente
encapsulam estagios larvais de S. mansoni em uma estrutura que morfologicamente
lembra um granuloma primitivo (JEONG; HEYNEMAN, 1984; LIE; HEYNEMAN, 1980;
PAN, 1965).

Borges e Andrade (2003) indicaram que o granuloma pode ocorrer tanto no
isolamento do esporocisto como em cercérias e através da histologia puderam relatar
que estas estruturas parasitarias apresentaram varios graus de desintegracdo e
usualmente estavam cercados por fibras e hemdécitos cuja frequéncia esta diretamente
relacionada a suscetibilidade ou resisténcia do caramujo.

Fibras com coloracdo caracteristica de colageno ou elastina tém sido
demonstradas em tecidos normais do caramujo (LEMOS, 1999). No entanto, a presenca
desses elementos na matriz extracelular durante a lesdo granulomatosa em B. glabrata

infectado com S. mansoni tem sido um assunto controverso.

Figura 7. Inicio do encapsulamento do esporocisto de B. glabrata.
Fonte: BOEMHLER et al. (1996).
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Um trabalho realizado por Sapp e Loker (2000) utilizando microscopio oOptico
indicou que os hemdcitos, apos a migracdo em direcdo aos miracidios, desenvolvem
finas extensbes citoplasméticas que envolvem os miracidios até seu completo
isolamento. Esta etapa corresponde as primeiras fases do encapsulamento. Estagios
iniciais desse processo também foram reportados por Boemhler et al. (1996) que
trabalhando com B. glabrata relataram a migracdo de células e formacdo do
encapsulamento em esporocistos de S. mansoni (Fig. 7).

Borges e Andrade (2003), utilizando a ultra-estrutura, indicaram a presenca de
dois tipos de célula na hemolinfa de B. glabrata: hemdcitos pequenos com um nucleo
grande e pouco citoplasma e hemdcitos com muitas projecdes. Porém, no granuloma
esses autores indicaram apenas a presenca de “spreding cells” que formavam uma rede

de prolongamentos citoplasmaticos.

2.9.4.4 Ferramentas para o estudo morfologico dos hemacitos

Com a aplicagdo de gendmica, biologia celular e molecular e protedmica
diferentes visdes tem sido dadas no estudo da imunidade de Biomphalaria frente ao
Schistosoma e outras espécies de trematodeos. Tais técnicas permitiram um acumulo
de informacdes e auxiliam no estudo da complexa associacdo do parasita com seu
hospedeiro (YOSHINO; COUSTAU, 2011).

Os materiais bioldgicos revelam na sua ultra-estrutura um complexo, variavel e
dindmicos processos e seus entendimentos podem ajudar no conhecimento de vérias
funcbes celulares. Entre as técnicas utilizadas no estudo da célula a microscopia
eletrbnica de transmissao destaca-se por permitir o0 conhecimento da morfologia de
diferentes estruturas celulares. Esta ferramenta utiliza elétrons para formacdo da
imagem. Tais elétrons sdo projetados através de finos tecidos (espécime) para produzir
uma imagem dimensional em um écran fluorescente (BOZZOLA; RUSSEL, 1991).

O microscoépio eletronico possibilitou a observacéo direta de varios aspectos ultra-
estruturais das células até entdo desconhecidos. Como resultado dessas novas

observacdes, a compreensdo sobre a organizacdo dos tecidos vegetais e animais foi
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enormemente ampliada, e muitas das idéias a respeito da construcéo e fungéo celulares
foram radicalmente alteradas (GALLET, 2003).

Neste trabalho, utilizando diversas ferramentas para o estudo da célula,
pretendemos elucidar as bases celulares do sistema de defesa dos dois principais
vetores da esquistossomose no Brasil, B. glabrata e B. straminea, tendo em vista que
ambas apresentam resposta imune distinta contra 0 mesmo patdégeno. Este estudo
devera ajudar no esclarecimento da relacdo parasita-vetor bem como fornecer
conhecimentos para o0 desenvolvimento de novas estratégias para interromper a

sobrevivéncia do S. mansoni no molusco.




OBJETIVOS ]
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Identificar e caracterizar os hemacitos de B. glabrata e B. straminea e avaliar as

alterac6es morfologicas das células apos a infeccdo ao S. mansoni.

3.2 Objetivos Especificos:

- Identificar os tipos celulares presentes na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea e
descrever morfologicamente suas caracteristicas através da microscopia de campo

claro, contraste de interferéncia diferencial e eletrbnica de transmissao;

- Avaliar as alteragbes morfolégicas dos hemocitos de B. glabrata e B. straminea

infectados com S. mansoni;

- Diferenciar as populagfes celulares na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea, na
condicdo de infectado ou ndo a miracidios de S. mansoni, utilizando lectinas com

diferentes especificidades;

- Avaliar a cinética populacional de hemdcitos presentes na hemolinfa de B. glabrata e

B. straminea sadios e infectados por miracidios de S. mansoni.




| MATERIAIS E METODOS |
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Para o presente estudo foi utilizado o desenho experimental com caracteristicas
de um estudo de intervencédo, onde um grupo de caramujos sofreu a intervencéao
(infeccdo pelos miracidios de S. mansoni) e o outro grupo, ndo expostos ao miracidio,
mas submetidos ao estresse da infeccdo, serviram para termos de comparacado dos
resultados.

4.2 Operacionalizacdo da Pesquisa

4.2.1 Definicdo das Variaveis

Variaveis Independente

NOME DA DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
VARIAVEL
Os caramujos foram considerados
infectados apds a exposicdo a 10
Infeccao miracidios. Para garantir que houve a
dos penetracao, foi analisada a 4gua em que
caramujos | 0os caramujos ficaram durante a
B. glabrata | exposicdo. A auséncia de miracidios Infectado ou néo
e B. indicou que 0s mesmos penetraram no infectado
straminea | molusco e no 30° dia de
pelo S. acompanhamento a liberacdo de cercarias
mansoni | certificou que a infeccéo precedeu-se com
sucesso.
Os caramujos das duas
espécies foram separa-
Tempo de dos em 02 grupos
Infeccéo divididos conforme o
esquema abaixo:
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Tempo de
Infeccéo

GRUPO 1 — caramujos

ndo infectados, mas
submetidos ao estresse
das condicbes de
infeccdo, porém sem
miracidios. Avaliados
nos intervalos de 2h,
15d e 30 dias.

GRUPO 2 — Caramujos
infectados com
miradidios de S.
mansoni. Avaliados nos
intervalos de 2h, 15d e
30 dias.

Variaveis Dependente

NOME DA DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
VARIAVEL
Foi considerada alteracdo morfoldgica
gquando foi observado: presenca de
Morfologia | vacuolos e projecdes celulares além de | Existe ou ndo diferenca
dos variacdo no formato da célula e de morfolégica entre os
hemdécitos | organelas e aumento ou diminuicdo de grupos
granulos
Aumenta a populacéo de células Existe alteracdo ou néo
Cinética Diminui a populagéo celular da cinética populacional
hemocitaria | N&o ha variacdo na populacdo de células

4.2.2 Obtencédo dos moluscos

Os moluscos das espécies B. glabrata e B. straminea sdo descendentes de

planorbideos oriundos do municipio de S&o Lourenco da Mata/PE (-08° 00" 08"S -35°

01' 06"W). Para o estudo foram escolhidos caramujos subadultos através do diametro

da concha: B. glabrata (9 mm) e B. straminea (4mm), entre aqueles existentes nos

aquarios do moluscario, do Laboratério de Esquistossomose do Departamento de
Parasitologia do CPgAM/FIOCRUZ (Fig. 8, A-D)
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Figura 8 - Criadouro do moluscério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes.
Nota: (A) tanques de criacdo de B. glabrata. (B) Aquario de criagdo de B. staminea. (C) Caramujo B.
glabrata. (D) caramujos B. straminea.

4.2.3 Obtencao de miracidios

Para ndo ocorrer ressecamento, as fezes dos camundongos, previamente
infectados, com a cepa BH (Belo Horizonte/Brasil) de S. mansoni foram coletadas em
bandejas, revestidas com papel absorvente Umido. Ap6s a coleta, as fezes foram
maceradas em borrel, diluidas em agua destilada e filtradas em gaze para um célice de
sedimentacédo (Fig. 9A) e colocadas em repouso por 24 horas, a temperatura de 8C, na
auséncia de luz. No decorrer desse periodo, apés 3 a 4 lavagens, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento, colocado em placas de petri (Fig. 9B), sob luz artificial, para

eclosdo dos miracidios (Fig. 9C).
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4.2.4 Infeccdo dos moluscos

Cada molusco foi colocado individualmente na presenca de 10 miracidios e
deixados expostos a luz artificial por um periodo de aproximadamente duas horas (Fig. 9
C-D).

Figura 9 - Obtencéo de miracidios de S. mansoni e infeccao de caramujos.

Nota: (A) Calice de sedimentagdo contendo fezes de caramujos infectados por S. mansoni. (B)
Placa de Petri contendo concentrado de ovos. (C) Exposicao dos ovos a luz para eclosdo dos
miracidios. (D) caramujo B. glabrata durante o processo de infecc¢ao.

4.2.5 Formacéo dos grupos

Para efeito dos estudos realizados neste trabalho, os moluscos de cada espécie
foram agrupados conforme o seguinte esquema:

GRUPO 1 - Caramujos nao infectados (submetidos ao estresse da infeccdo sem
miracidios e coletados no periodo de 2h, 15d e 30d).
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GRUPO 2 - Caramujos infectados (submetidos ao estresse da infeccado com miracidios

e coletados no periodo de 2h, 15d e 30d).

4.2.6 Obtencédo da hemolinfa

A hemolinfa dos caramujos foi obtida através da puncéo céfalopodal e coletada
com capilar de vidro (Fig. 10). A forma de coleta foi adaptada da técnica de Chernin
(1966), Os caramujos, antes de serem puncionados, foram deixados por 30 minutos em
agua destilada. Apés a lavagem, a carapaca foi secada em papel absorvente e a
abertura da concha, limpa com algoddo, em seguida, foi realizada a puncéo. O volume
de hemolinfa coletada corresponde ao diametro da carapaca, apresentando uma
variagcdo aproximada de 5 a 7ul em B. straminea e 20 a 40uL em B. glabrata.

Figura 10 - Coleta da hemolinfa de B. straminea utilizando microcapilar de vidro
siliconizado.
Fonte: foto gentilmente cedida por Dr. F4bio Brayner.
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4.2.7 Microscopia

4.2.7.1 Preparacdo de Laminas- Microscopia de Campo Claro:

A hemolinfa das duas espécies foi colhida e colocada individualmente em lamina
(10 pocos/cada poco com 5uL de hemolinfa), fixada (metanol a 10%), corada (Giemsa)
e caracterizada utilizando como parametros a morfologia, tamanho e caracteristicas
tintoriais através da visualizacdo de todos os campos no microscopio optico de campo

claro.

4.2.7.2 Contagem total e diferencial dos hemdcitos - Microscopia de Campo Claro:

Um volume total de 10pL de hemolinfa diluida fresca em meio GRACE (1:1)
coletados através de um microcapilar de vidro siliconizado. A amostra foi imediatamente
colocada em um hemocitdmetro estéril e descartavel (Neubauer INCYTO C-Chip DHC-
NO1, www.incyto.com) (10ul de capacidade). O numero de células em quatro quadrados
foi contado através de um microscépio de luz (objetiva 40 x), e 0 numero total de
hemdcitos por caramujo foi determinado. A contagem dos tipos de células individuais foi
realizada simultaneamente, e as propor¢cdes em percentagens foram determinadas por
caramuijos individuais. A contagem dos hemdcitos foi confirmada em trés experimentos
independentes. Para cada experimento, grupos de seis caramujos foram analisados
individualmente e o namero total de células ou a proporcdo de cada populacdo de

células foram expressos através de média aritmética.

4.2.7.3 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET):

Esta técnica foi utilizada para o reconhecimento da ultra-estrutura dos hemacitos,
definir os tipos de células e comparar os hemocitos das espeécies suscetiveis e
resistentes, desafiados com miracidios de S. mansoni. Um "pool" de hemolinfa, de cada
grupo, foi coletado através de perfusdo com fixador (2,5% de glutaraldeido em tampéao

cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7.2). Os hemdcitos, presentes na hemolinfa foram
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processados como de rotina de acordo com o tipo de experimento. Todo esse
procedimento foi realizado a baixa temperatura (4C). O pool obtido, apés a fixacao, foi
lavado com tampéo cacodilato de sddio 0,1M, pH 7.2 e pés-fixado com 1% tetréxido de
O6smio por 1 hora na auséncia de luz. Em seguida lavado, contrastado em bloco com
acetato de uranila a 5%. A desidratacao foi feita em séries crescentes de acetona para
posterior infiltragdo e emblocamento em resina Epon 812 (Electron Microscopy
Sciences). Depois de cortado e contrastado, o material foi analisado no microscopio
eletrénico de transmissdo 100CXIl JEOL.

4.2.7.4 Microscopia confocal a laser (MCL)

Para visualizacdo dos hemacitos vivos, um pool de hemolinfa foi coletada de 5
caramujos, de cada molusco foi obtido cerca de 5ul. A amostra coletada foi diluida em
meio GRACE (1:10). A solugédo de células foi depositada diretamente em placas de
cultura de células (MatTEK) e deixada em repouso por 30 minutos em temperatura
ambiente. Depois disso, 0 hemdcitos foram examinados utilizando microscopia de
contraste de interferéncia diferencial (Leica microscépio confocal SP2).

A MCL foi utilizada para avaliacdo morfologica das células (de caramujos sadios
e infectados) e para o reconhecimento de possiveis marcadores da superficie dos
hemdcitos utilizando lectinas conjugadas a FITC:

4.2.7.5 Marcacgao com lectinas conjugadas a FITC

Os hemdcitos foram caracterizados através de cinco lectinas conjugadas a
fluoresceina (FITC) com distintas especificidades (Tabela 1). As lectinas utilizadas
foram: UEA (Ulex europaeus), DBA (Dolichos biflorus), LCA (Lens culinaris), BS-I
(Bandeirea simplicifolia) e WGA (Triticum vulgaris). A hemolinfa coletada foi diluidas em
meio GRACE (1:50), a amostra foi colocada em laminas e deixadas em camara umida
por aproximadamente 30 a 40 minutos para aderéncia dos hemadcitos. Posteriormente

as laminas foram retiradas da camera Umida e processadas a temperatura ambiente. Os
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hemacitos foram fixados com metanol 70%, 30 pl por pogo, durante 15 minutos. Apos a
fixacdo, os hemaocitos foram lavados em PBS 7.2/BSA 1%/TRITON X-100 0,1% por 30
minutos. As amostras foram incubadas em camara Umida escura com as lectinas
(diluidas em PBS/TRITON X-100 na concentracdo de 1:100), 20ul por poco durante 1
hora. Posteriormente, os hemécitos foram lavados trés vezes em PBS, pH 7.2 e depois
foi utilizado ProLong® Gold antifade reagente com DAPI (marcador nuclear, Invitrogen) ,

para montagem entre lamina e laminula e posterior analise no microscoépio confocal.

Tabela 1 — Painel de lectinas conjugadas a FITC com suas siglas e respectivas especificidades.

Sigla Especificidade

Lectinas conjugadas a FITC

Ulex europaeus UEA-1 L-fucose
Dolichos biflorus agglutinin DBA N-acetyl-a-D-galactosaminyl
Lens culinaris agglutinin LCA a-D-mannosyl e a-D-glucosyl
Bandeirea simplicifolia agglutinin BS-I a-D-galactosyl e N-acetyl-a-D-
galactosaminyl
Wheat germ agglutinin WGA N-acetyl-B-D-glucosaminyl e N-
acetyl-B-D-glucosamine oligomers

4.2.8 Andlise Estatistica

A contagem total e diferencial dos hemacitos foi avaliada e comparada pelo teste

t de Student com nivel de confianca de P<0,05.
4.2.9 Aspectos Eticos
Apesar do trabalho ndo envolver seres humanos, o mesmo so foi iniciado apés a

aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies
(Anexo A).




'RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discusséao do presente trabalho encontram-se no formato de

artigos.
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ARTIGO 1
e
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5.1 ARTIGO 1

Caracterizacdo morfologica dos hemacitos de Biomphalaria glabrata (Say, 1818) e

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848): uma nova classificacao
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RESUMO

Biomphalaria glabrata e B. straminea sdo reconhecidos como um dos mais importantes
hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni. Alguns estudos tém identificado a
existéncia de dois tipos de células na hemolinfa de B. glabrata (hialindcitos e
granuldcitos). Entretanto, existem poucas informacfes sobre os hemdcitos de B.
straminea. Com o objetivo de descrever as subpopulagdes celulares presentes na
hemolinfa de Biomphalaria glabrata e B. straminea realizamos um estudo detalhado
utilizando a microscopia de campo claro, microscopia de contraste de interferéncia
diferencial e microscopia eletronica de transmissdo. Com base nas caracteristicas
morfologicas das células foram identificados os mesmos tipos de hemaocitos nas duas
espécies de caramujos, sdo eles: células blasticas, granulécitos, hialindcitos tipo |,
hialinocitos tipo Il e hialindcitos tipo Ill. As células blasticas apresentam um formato
esférico com nucleo central que ocupa quase toda a célula. Os granulocitos séo
caracterizados por apresentarem um namero variado de granulos. Hialinécitos do tipo | €
o0 tipo celular mais abundante, e se caracteriza por possuir varias projecoes
citoplasméticas. Hialinocitos Il e 11l nunca foram relatados anteriormente. Estes tipos
celulares se apresentam em numero reduzido e se caracterizam por ter um nudcleo
grande e excéntrico. Estes resultados permitem concluir que existem cinco tipos de
células na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea. Porém, mais estudos s&o
necessarios para identificar o papel desses hemdcitos na resposta imune destes
caramujos.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea, hemdécitos, morfologia.




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 62

INTRODUCAO

Biomphalaria glabrata e B. straminea sédo Planorbideos de agua doce e possuem
grande importancia médica no Brasil por serem hospedeiros intermediarios para 0s
estagios larvais do Schistosoma mansoni (Paraense, 2001). Esses caramujos podem
reagir de diferentes maneiras a exposicao de miracidios de S. mansoni.

A capacidade do sistema de defesa interno do hospedeiro em destruir o parasita
€ um dos fatores que podem determinar a suscetibilidade de Biomphalaria a infeccao
por S. mansoni (Souza et al. 1995; Yoshino et al. 2001; Martins-Souza et al. 2003,
Donaghy et al. 2010). O sistema de defesa interno é composto por componentes
soluveis da hemolinfa e células circulantes, denominado hemacitos.

Os hemdcitos sdo células com morfologia e conteudo enzimatico variavel, com
subpopulagdes exibindo diferentes capacidades para a adesdo e fagocitose (Van der
Knaap and Loker,1990; Matricon-Gondrano and Letocart, 1999). A maioria dos estudos,
baseados principalmente em aspectos morfolégicos e funcionais, tem relatado que os
hemdcitos circulantes de Biomphalaria sdo compostos por, pelo menos, duas
populagdes celulares: os hialindcitos e os granuldcitos (Lo Verde et al. 1982; Lie et al.
1987; Barracco et al. 1993).

Os hemdcitos circulantes desempenham um papel central na imunidade inata.
Eles estdo envolvidos no reconhecimento de agentes externos, encapsulamento,
resposta fagocitaria e reacgbes citotoxicas (Matricon-Gondrano and Letocart, 1999;
Johnston and Yoshino, 2001). Portanto, a caracterizagdo destas células é fundamental
para o entendimento da resposta celular do Biomphalaria contra o S. mansoni.

Estudos sobre a resposta imune celular de caramujos dependem, em grande
parte, da caracterizacdo destas células. Assim, este trabalho se prop0e realizar uma
avaliagcdo morfologica comparativa dos hemacitos de B. straminea e B. glabrata além de
padronizar a classificacdo dessas células utilizando microscopia Optica e microscopia

eletronica.
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MATERIAIS E METODOS

Manutencao dos Caramujos

Caramujos das espécies B. glabrata e B. straminea, provenientes de S&o
Lourenco da Mata, Pernambuco, Brasil (-08°00' 08" S -35°01' 06"W) foram utilizados ao
longo deste estudo. Esses caramujos foram criados e mantidos no moluscario do
Laboratorio de Esquistossomose, Departamento de Parasitologia, Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ), Recife, Pernambuco, Brasil.

Os caramujos foram mantidos em aquarios contendo agua desclorada a 26T e
foram alimentados com folhas de alface ad libitum. O tamanho dos caramujos utilizados
no experimento foi padronizado, tanto em B. glabrata (9mm = 1mm) como em B.

straminea (4mm = 1mm).

Coleta de Hemolinfa

A hemolinfa foi coletada por meio de uma puncéo na regido cefalopodal utilizando
uma micropipeta de vidro siliconizada. Antes da retirada da hemolinfa, a concha dos

caramuijos foi limpa com alcool a 70% e posteriormente seca em papel absorvente.

Caracterizacdo dos Hemacitos

Microscopia optica: Cerca de 5ul de hemolinfa de cada caramujo foi coletada
diretamente sobre uma lamina de vidro e deixada secar em temperatura ambiente por
um periodo de 20 a 30 minutos. Em cada Iamina foi realizada a formacé&o de 10 pogos o
gue representa dez diferentes moluscos. Posteriormente, as células foram fixadas em
metanol por 10 min. Apés a fixacdo, os hemdcitos foram corados com Giemsa (1:9)
diluidos em agua destilada tamponada por 10-15 minutos e lavados com agua destilada
tamponada (Brayner et al. 2005). Depois disso, as laminas foram montadas em Entellan

e observadas ao microscopio de campo claro.
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Microscopia optica de células vivas: Para visualizacdo dos hemdécitos vivos, um
pool de hemolinfa foi coletada de 5 caramujos, de cada molusco foi obtido cerca de 5pl.
A amostra coletada foi diluida em meio GRACE (1:10). A solucdo de células foi
depositada diretamente em placas de cultura de células (MatTEK) e deixada em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. Depois disso, o hemdcitos foram
examinados utilizando microscopia de contraste de interferéncia diferencial (Leica
microscopio confocal SP2).

Microscopia eletronica de transmissao (MET): a hemolinfa de pelo menos 50
caramujos foi fixada em uma solucdo de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em
tampéo cacodilato 0,1 M em pH 7,2. A amostra foi lavada em tampéao cacodilato 0,1 M,
pH 7,2 e pos-fixada com tetréxido de ésmio (1%) em tampao cacodilato por uma hora.
Apoés a desidratacdo em uma série crescente de acetona, as amostras foram incluidas e
emblocadas em resina Epon. Posteriormente, cortes ultrafinos foram obtidos com
navalha de diamente e depois contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo

e observados usando um microscopio eletrénico Jeol JEM 100CX.

Contagem total dos hemdécitos
O numero de hemdcitos de B. glabrata e B. straminea foi determinado a partir
10ul de amostra fresca em meio GRACE diluida (1:1), por meio de uma camara de

Neubauer. A contagem foi realizada utilizando 10 caramujos.

Contagem diferencial dos hemdcitos

A porcentagem da populagdo total de hemdcitos foi calculada a partir da
contagem diferencial de subpopulagdes celulares em dez caramujos. Esta avaliagao foi
realizada através da contagem dos tipos de hemdcitos diferentes através de esfregagos
corados pelo Giemsa, utilizando as mesmas amostras que foram utilizadas para a
contagem total dos hemacitos (amostra fresca diluida em meio GRACE). Pelo menos
200 células foram contadas em cada caramujo e examinadas em microscopia de campo
claro em um aumento de 100x. Tanto a contagem total como a diferencial foram

realizadas em triplicata.




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 65

RESULTADOS

Classificacdo dos hemacitos e morfologia

A avaliacdo através da microscopia éptica e eletrbnica sugere a existéncia de
cinco tipos celulares presentes na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea. S&o eles:
células blasticas, granuldcitos, hialindcitos do tipo I, hialindcitos do tipo Il e hialindcitos

do tipo Il

Células Blasticas:

Hemocitos de B. glabrata e B. straminea apresentaram as mesmas
caracteristicas celulares. Estas células exibiram um perfil esférico com um nudcleo
grande localizado centralmente que quase ocupa toda a célula, o citoplasma se

restringe a uma pequena area ao redor do nucleo (Figs. 1A, 2A, 3A e 5A).

Figura 1 (A-E): microscopia de luz e microscopia de contraste d e interferéncia diferencial de
hemdcitos de B. glabrata. (A) Célula blastica: o nucleo grande e central (N) preenche quase toda a
célula, de modo que o citoplasma ocupa apenas uma area restrita ao redor do ndcleo. (B)
Granulécitos: possui um numero variavel de granulos (setas). (C) Hialinécitos do tipo I: o formato
dessas células variam de fusiformes a esféricas. A membrana plasmatica apresentaram projecdes
citoplasméticas (filopodios e pseuddpodes) (cabeca de seta). (D) Hialin6citos do tipo Il e (E)
Hialindcitos do tipo Ill: apresentaram formato oval e geralmente apresentam citoplasma homogéneo.
Barras = 10um.

A B
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Em B. glabrata nas células blasticas foi identificado: mitocondrias, granulos de
glicogénio, reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos livres e filopodios pequenos
(Fig. 3A). Em B. straminea, além de mitocondrias e reticulo endoplasméatico rugoso,
algumas vesiculas também puderam ser vistas (Fig.5A).

As células blasticas apresentam caracteristicas de células jovens ou de células
precursoras de outros hemacitos. Este tipo celular representa 45% da populacgéo total de
hemacitos em B. glabrata e 44% em B. straminea. O tamanho dessas células varia de 3-

5um em B. glabrata e 4-5um em B. straminea.

Granuldcitos:

Essas células sdo polimérficas e medem aproximadamente 7-8um de diametro
(B. glabrata) e 6-7um (B. straminea). Este tipo de célula representa 4% da populacéo
total de hemécitos em B. glabrata e 5% em B. straminea.

Os granuldcitos de ambas as espécies mostraram um formato que variou de
esférico a fusiforme e séo preenchidos com um numero varidvel de granulos basofilos
(Figs. 1B e 2B).

Utilizando a microscopia eletronica de transmissdo foi possivel identificar a
presenca de varios granulos eletrodensos distribuidos no citoplasma. Estes granulos
podem se apresentar em diferentes quantidades e podem ser localizados na periferia
(Fig. 3B) ou no centro da célula (Fig. 5B).

Em ambas as espécies foram encontradas a presenca de mitocondrias e
projecdes citoplasmaticas. Os granulocitos de B. glabrata também apresentaram
vacuolos e granulos de glicogénio (Figs. 3B e 5B).

Nos granulocitos de B. straminea identificou-se a presenca de nucléolo evidente e
granulos em diferentes estagios de formacéo. As fotomicrografias mostraram uma série

de granulos que se apresentavam vazios a parcialmente cheios (Fig.5B).

Hialinocitos do tipo |
Este tipo celular foi a célula mais abundante na hemolinfa, representando 47% da
populacao total de hemdcitos na hemolinfa de B. glabrata e 45% em B. straminea. Seu

tamanho variou de 7-12 ym em B. glabrata e 5-8 ym em B. straminea.
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Figura 2: Hemdécitos de B. straminea visualizados através da microscopia de luz (corados com
Giemsa) e de contraste de interferéncia diferencial . (A) Células blasticas: possui nucleo grande,
esférico (N) e apresenta uma posi¢do central. (B) Granulécitos: células polimérficas possuem um
formato que varia de arredondados a fusiformes. A principal caracteristica desta célula é a presenca
de granulos (setas) em seu citoplasma. (C) Hialinécitos do tipo I: células polimérficas com projecdes
citoplasmaticas, filopddio (seta). (D) Hialinécitos do tipo II: apresenta citoplasma homogéneo e nucleo
excéntrico (N). (E) Hialinécitos do tipo Ill: apresenta um nucleo (N) geralmente na periferia . Barra =

10um
A B

No que diz respeito as caracteristicas tintoriais, os hialinécitos tipo | foram mais
acidofilos em B. glabrata (Figura 1C) e mais basofilos em B. straminea (Fig.2C).

Hialindcitos do tipo | de ambos os caramujos apresentaram um perfil polimérfico,
com o nucleo localizado em uma posicao central ou deslocado (Figs. 1C, 2C, 3C, 4A, 4B
e 5C). A heterocromatina foi observada aderida ao envelope nuclear em B. glabrata
(Figs. 3C, 4A e 4B) e em B. straminea (Fig. 5C).

Este tipo de célula foi muito semelhante nas duas espécies de caramujos e
frequentemente foram identificados em processo de divisdo celular atipica, tanto em B.

glabrata (Fig. 6A) como em B. straminea (Fig. 6B).
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Figura 3 (A -E): microscopia eletrbnica de transmissdo, hemacito s de B. glabrata. (A) Células
blasticas: possui um nicleo esférico e alta relagdo nucleo/citoplasma, apresenta no citoplasma ilhas de
glicogénio (G), ribossomos livres (cabeca de seta) e mitocdndrias (m). (B) Granuldcitos: apresentam perfil
de circular a fusiformes, estas células séo polimérficas e apresentam granulos (g) citoplasmaticos. A
membrana plasmatica é irregular e exibe pseudédpodes e filopddios (seta aberta), também podemos
observar nesta célula : nucléolo proeminente (Nu), vactolos (V), mitocdndrias (m), ilhas de glicogénio (G)
e reticulo endoplasmaético rugoso (setas). (C) Hialindcitos do tipo | hialindcitos: possui membrana irregular
que apresenta filopddios (seta aberta) e da mesma forma que a célula, o niucleo também é polimorfico
(N). No citplasma observamos: vesiculas (ve), vacuolos (V), ilhas de glicogénio (G) e reticulo
endoplasmético rugoso (seta). (D) Hialindcito do tipo Il: caracterizado por possuir um nucleo excéntrico
(N), sem nucléolo proeminente, citoplasma com varias vesiculas (ve), ribossomos dispersos (cabeca de
seta) e presenca de mitocondrias (m). (E) Hialindcitos do tipo Il apresenta perfil oval mostrando ndcleo
grande (N). Observar citoplasma com muitas mitocdndrias eletrodensas (m). Barras = 1um.

Além de granulos de glicogénio foi identificado no citoplasma mitocondria e
vactolos. A membrana plasmatica  apresentou processos  irregulares
(filopddios/pseudopodes) (Figs. 1C, 2C, 3C, 4A, 4B e 5C). A cromatina foi finamente

distribuida, mas alguns pacotes de heterocromatina estavam presentes.
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Figura 4 (A -B): Eletromicrografias de hialindcitos do tipo | ( B. glabrata). Estas células se encontram
em maior frequéncia na hemolinfa. Os hialin6citos do tipo | sd&o muito polimérficos, variando de fusiformes
a oval. A membrana plasmatica apresentaram processos irregulares, filopddios e pseuddpodes (seta
aberta). O nucleo (N), com eucromatina lobada, esta localizado em uma posi¢do central ou periférica.
Encontrados no citoplasma: vacuolos (V), ilhas de glicogénio (G), reticulo (seta) e vesiculas (ve). Barras=
1um.

A B

Hialindcitos do tipo l:

Este tipo de célula representou uma prevaléncia de 2,5% em B. glabrata, com o
tamanho variando de 9 a 10um; e 4% em B. straminea, variando entre 9-10um de
didametro. Os hialinécitos do tipo Il sdo células ovais e geralmente apresentam coloracdo
homogénea (Fig. 1D e 2D). Este tipo celular caracteriza-se por apresentar um nudcleo
excéntrico sem nucléolo proeminente e citoplasma homogéneo, com vesiculas e

presenca de ribossomos livres espalhados por todo o citoplasma (Figs. 3D e 5D).

Hialindcitos do tipo Ill:
Os hialinécitos do tipo Il sdo encontrados em pequeno numero na hemolinfa das

duas espécies: 1,5% em B. glabrata e 2% em B. straminea. Este tipo celular é a maior
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célula encontrada na hemolinfa, possuindo um didametro que varia de 10-12um em B.
glabrata e 9-11uym em B. straminea (Fig. 1E, 2E, 3E e 5E).

Figura 5 (A -E): microscopia eletrénica de transmisséo, hemdcito s de B. straminea. (A) Célula
blastica: observar o ndcleo grande e central (N), apresenta citoplasma escasso com vesiculas (ve),
mitocdndrias (m), reticulo (seta) e ribossomos dispersos. (B) Granuldcitos: s&o polimérficos e
apresentaram um perfil circular & fusiforme, essas células apresentam granulos (g) em diferentes
estadios de desenvolvimento: grénulos vazio (eg), parcialmente cheio (pg) e podemos ver granulos
guase completamente cheios (asterisco). A membrana plasmética € irregular e apresenta pseudépodes e
filopoides (seta aberta). Também demonstramos na micrografia o nadcleo (N) e mitocdndria (m). (C)
Hialin6citos do tipo I apresenta filopdides (seta aberta) com nucleo polimérfico (N). Observadas no
citoplasma as ilhas de glicogénio (G), reticulo endoplasmatico rugoso (seta) e mitocdndrias (m). (D)
Hialindcitos do tipo Il: caracterizado por possuir um nicleo excéntrico (N), sem nucléolo proeminente,
citoplasma com vesiculas (ve) e reticulo endoplasmatico rugoso (seta). (E) Hialindcitos do tipo Il
apresenta perfil oval mostrando um nucleo grande (N). Observar citoplasma, mitocondrias (m), reticulo
endoplasmatico rugoso (seta) e projecdes citoplasmaticas (seta aberta). Bares = 1um

Estas células séo frageis, pois se romperam com facilidade no processamento
para microscopia eletrdnica de transmissdo. Os hialindcitos tipo Il possuem um formato
de esférico a oval, e se caracterizam por um nucleo grande e esférico que pode estar

disposto de forma central ou excéntrica (Fig. 1E, 2E 3E e 5E).
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Figura 6 (A -B): hialindcitos do tipo | de  B. glabrata (A) e B. straminea (B). Note que este tipo de
célula tem caracteristicas muito semelhantes nas duas espécies. Normalmente essas células se
encontram em processo de divisdo atipica. Barras = 1um.

A cromatina foi organizadamente distribuida em pacotes aderidos ao envelope
nuclear. Esta caracteristica foi observada em ambas as espécies (Fig. 3E e 5E). Em B.
glabrata, a analise ultra-estrutural revelou citoplasma homogéneo com pequenas
mitocondrias eletrodensas. Em B. straminea foi possivel identificar no citoplasma a
presenca de complexo de Golgi e mitocbndrias em menor quantidade do que em B.
glabrata. As projecdes citoplasmaticas foram vistas neste tipo de célula em ambas as

espécies de caramujos (Figuras 3E e 5E).
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DISCUSSAO

O presente estudo associou diferentes ferramentas para a avaliacdo morfolégica
como a microscopia Optica e eletrbnica de transmissdo para investigar hemacitos
circulantes em B. glabrata e B. straminea. Com a finalidade de caracterizar hemacitos
circulantes foram avaliadas caracteristicas ultra-estruturais dos hemacitos por meio de
andlise de imagens e medigdes.

Alguns autores tém caracterizado os hemdécitos do género Biomphalaria
concentrando-se em caracteristicas morfolégicas e bioquimicas destas células (Bezerra
et al. 1997; Johnston and Yoshino,2001).

A maioria dos estudos tem se concentrado em B. glabrata (Cheng and Auld,
1977; Matricon-Gondran and Letocart, 1999) e B. tenagophila (Barracco et al. 1993;
Oliveira et al. 2010), e poucos trabalhos na literatura tem como foco hemdécitos da
espécie B. straminea. A caréncia de trabalhos com esta espécie esta relacionada ao
pequeno tamanho destes caramujos além das dificuldades em manter esta espécie em
laboratorio.

Grande parte dos trabalhos tém diferenciado dois tipos de células circulantes na
hemolinfa de Biomphalaria sp. Tais células foram nomeadas de hialindcitos (células de
menor tamanho sem a presenca de granulos) e granulécitos (células de maior tamanho
com presenca de granulos) (Harris, 1975; Lo Verde et al. 1982; Lie et al. 1987; Barracco
et al. 1993).

Alguns estudos ja comecaram a sinalizar a existéncia de outros subgrupos ou
tipos de células na hemolinfa de Biomphalaria. Martins-Souza et al. (2009)
demonstraram que em uma cepa de B. glabrata (BG-BH, altamente suscetivel ao S.
mansoni) e em duas cepas de B. tenagophila (BT-CF, moderadamente suscetiveis e BT-
Taim, resistente de S. mansoni) ocorrem a existéncia de trés subgrupos de hemacitos
circulantes, que tém sido referidos como hemdcitos pequenos, médios e grandes. A
mesma classificacdo foi utilizada por Matricon-Gondran e Letocart (1999) em um estudo
prévio com B. glabrata.

Neste trabalho foi descrito pela primeira vez cinco tipos de células na hemolinfa

de B. glabrata e em B. straminea, sdo elas: células blasticas, granuldcitos, hialindcitos
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tipo 1, hialinocitos tipo Il e hialindcitos tipo Ill. A diferenca no numero de células
encontradas neste estudo pode estar relacionada a metodologia utilizada durante a
coleta da hemolinfa, pois para evitar a adesdo celular em superficies, foi utilizado
material siliconizado.

Além de células blasticas, outros trés tipos celulares ndo possuem granulos
citoplasmaticos e, portanto, foram classificados como hialindcitos. Uma vez que estes
hemdcitos apresentaram diferencas morfolégica bem evidentes, estas células foram
subdividida em hialinécitos do tipo I, 11 e 1.

As células blasticas foram encontradas em alguns estudos envolvendo outros
invertebrados. As caracteristicas destas células sdo as mesmas descritas por alguns
autores como Brayner et al. (2005) trabalhando com o diptera Culex quinquefasciatus
descreveram que os prohemdcitos (células semelhantes as blasticas) exibiram perfil
esférico com nucleo grande e central que ocupa quase toda a célula. Travers et al.
(2008) descreveram as mesmas caracteristicas ao trabalharem com Haliotis tuberculata.
A célula blastica corresponde ao menor tipo celular encontrado na hemolinfa das duas
espécies de caramujos. Este tipo de célula também foi encontrado na hemolinfa de B.
tenagophila (Barracco et al.1993), B. glabrata (Matricon-Godrano and Letocart, 1999) e
em moluscos bivalves Haliotis tuberculata (Travers et al. 2008).

O granuldcito € um tipo celular que ja foi descrito na hemolinfa de B. glabrata
(Cheng and Auld, 1977) e B. tenagophila (Barracco et al. 1993). Este tipo de célula
também tem sido referenciado em outros gastropodes como Turbo cornutus (Donaghy
et al 2010) e em Lymnaea stagnalis (Russo and Lagadic, 2004).

Foi identificado que estas células apresentaram um perfil polimorfico variando de
circular a fusiforme. Os granulécitos também possuem projecdes citoplasmaticas, alguns
trabalhos tém inferido que os granuldcitos apresentam maior nimero de projecoes
citoplasmaticas do que os hialindcitos (células com similaridade ao hialinécito do tipo |
deste estudo) (Cheng and Auld, 1977; Barracco et al, 1993). No entanto, no nosso
estudo pode ser demonstrado, a partir da microscopia otica e eletrénica de transmisséo,
gue o maior numero de projecdes citoplasmaticas foi identificado em hialinécitos do tipo
l.
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Cheng e Auld (1977) relataram que em B. glabrata, granulécitos compreendem
93,32% da populacéo total de hemdcitos na hemolinfa desses caramujos e hialindcitos
compde 6,68%. Estes resultados diferem dos encontrados neste trabalho, pois o tipo
celular mais frequente foi o hialindcitos do tipo | (47%), seguido por células blasticas
(45%), granuldcitos (4%), hialindcitos do tipo Il (2,5%) e hialindcitos do tipo Il (1,5%).
Propor¢cbes semelhantes foram encontradas em B. straminea: hialinocitos do tipo |
(45%), seguido por células blasticas (44%), granulécitos (5%), hialindcitos do tipo 1l (4%)
e hialindcitos do tipo 111 (2%).

No presente estudo foi observado que o hialinécito tipo | foi o segundo menor tipo
celular encontrado na hemolinfa e o tipo de célula mais prevalente em B. glabrata e B.
straminea. Cheng e Auld (1977) foram os primeiros a relatarem esse tipo de célula na
hemolinfa de B. glabrata. Barracco et al. (1993) trabalhando com B. tenagophila também
indicou o pequeno tamanho desta célula. Martins-Souza et al. (2009) conduzindo uma
andlise detalhada da hemolinfa de B. glabrata através de citometria de fluxo demonstrou
que houve uma elevada frequéncia em hemacitos de pequeno tamanho em B. glabrata.
Apesar dos autores nédo identificarem quem séo os hemacitos pequenos, supde-se que
se tratam dos hialindcitos do tipo | e de células blasticas.

Cheng e Auld (1977) e Barracco et al (1993) observaram que hialinécitos de B.
glabrata e B. tenagophila, respectivamente, possuem uma pequena aderéncia além de
emitirem poucas projecbes citoplasmaticas. Por outro lado, os autores também
descreveram que os granuldcitos possuiam uma maior aderéncia a superficies de vidro.
Diferente dos dados encontrados por esses estudos, apesar dos dois tipos de célula
possuem a capacidade de se aderir as superficies, os hialinécitos possuem uma maior
aderéncia por emitirem uma maior quantidade de projecfes citoplasméticas, este dado
foi visualizado em todas as microscopias trabalhadas neste estudo. Foi identificado
também que esta capacidade de emitir projecBes citoplasmaticas foi maior em B.
glabrata do que em B. straminea.

Barracco et al. (1993) trabalhando com B. tenagophila utilizando microscopia
eletrénica de transmiss&o sugeriu que os hialindcitos sdo células imaturas. Neste estudo

foi identificado que as células blasticas possuem caracteristicas de células jovens, mas
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os hialindcitos do tipo | é que possuem uma grande capacidade de se dividir, pois
comumente foi encontrado estas células em divisao.

Os hialinécitos do tipo Il e do tipo Il sédo os novos tipos celulares encontrados na
hemolinfa de B. glabrata e B. straminea. Estas células foram identificadas por
microscopia Optica e microscopia eletrénica de transmissdo e ndo haviam sido descritas
anteriormente em caramujos. Os hialindcitos do tipo Il e do tipo Ill foram encontrados em
pequenas propor¢cdes na hemolinfa representando 2,5% (hialinécitos tipo II) e 1,5%
(hialindcitos tipo Ill) de todos os hemacitos de B. glabrata e 4% (hialindcitos tipo Il) e 2%
(hialindcitos tipo 1ll) em B. straminea. Este pequeno numero na quantidade dessas
células na hemolinfa de ambos os caramujos podem explicar a auséncia de dados na
literatura sobre estes tipos celulares.

Em estudos destinados a elucidar os mecanismos que possam influenciar na
suscetibilidade ou ndo de moluscos a organismos invasores, € essencial que seja dada
atencdo a compreensdo dos hemdcitos e de como estas células podem atuar na
resposta imune.

Estes resultados sugerem a existéncia de cinco tipos de hemacitos circulantes em
B. glabrata e B. straminea. A morfologia dos tipos celulares encontrados € bem
semelhante nas duas espécies trabalhadas, porém existe a necessidade de uma
avaliacdo funcional para que as funcdes destas células possam ser definidas. Estes
resultados servem para gerar conhecimento para estudos futuros sobre os hemacitos e
sua participacdo na resposta imunologica frente a infeccdo pelo S. mansoni.
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RESUMO

O estudo dos hemdcitos de Biomphalaria é de grande importancia para a compreenséo
dos mecanismos de defesa contra o Schistosoma mansoni, bem como contribui para um
melhor entendimento sobre os processos que podem interferir na suscetibilidade ou ndo
a infeccdo pelo parasita. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes morfologicas,
a dindmica hemocitéria e a presenca de residuos de carboidratos em hemacitos de B.
glabrata e B. straminea infectados pelo S. mansoni. Para o presente estudo foram
utilizados caramujos infectados com 10 miracidios. A hemolinfa dos mesmos foi
adquirida por puncéo cefalopodal. Para a avaliacdo morfologica as células coletadas
foram analisadas utilizando o microscopio de campo claro, contraste de interferéncia
diferencial e eletronico de transmissdo. A analise de residuos de carboidratos foi
realizada utilizando cinco lectinas (UEA, DBA, LCA, BS-l e WGA). A avaliacao cinética
das células foi realizada através de hemocitdmetro. Na hemolinfa das duas espécies
trabalhadas, identificamos cinco tipos celulares: células blasticas, granuldcitos,
hialindcito do tipo I, hialindcitos do tipo Il e hialindcitos do tipo 1ll. Desses tipos celulares
observamos diferencas morfologicas relacionados a infeccdo em células blasticas (B.
glabrata), granulocitos (B. straminea) e hialinécitos do tipo | (B. glabrata e B. straminea).
Estas modificacbes resumem-se a alteracdo no formato da célula, aumento na
quantidade de proje¢des citoplasmaticas, tendéncia a formacéo de agregados celulares,
liberacdo de granulos e aumento na reserva de glicogénio. Em relacdo a marcacdo com
lectinas, nos hemaocitos de ambas as espécies, foram observadas uma maior marcacao
nos residuos de carboidratos apds a infeccdo. Na avaliacdo cinética identificamos
variagbes nos mesmos tipos celulares em B. glabrata e B. straminea. As células que
apresentaram sua cinética alterada apés a infeccdo foram: células blasticas,
granuldcitos e hialindcitos do tipo I. Neste trabalho identificamos alteracbes morfologicas
e cinéticas nos mesmos tipos celulares das duas espécies de caramujos 0 que indica
gue tais células podem estar relacionadas no processo de defesa e provavelmente
podem interferir numa maior ou menor suscetibilidade dos caramujos a infec¢éo pelo S.
mansoni.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata. Biomphalaria straminea. Contagem de Células.
Morfologia. Lectinas. Schistosoma mansoni.
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INTRODUCAO

Apesar da disponibilidade de evidéncias experimentais que demonstram a
suscetibilidade de muitas espécies de Biomphalaria, no Brasil a transmissdo pelo
Schistosoma mansoni ocorre em ambientes colonizados por caramujos da espécie B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea (Carvalho et al. 2007).

O B. glabrata e B. straminea apresentam diferentes niveis de susceptibilidade a
infeccdo pelo S. mansoni. Das espécies de vetores no Brasil, B. glabrata é mais
suscetivel a infeccdo por diferentes cepas geografica de S. mansoni (Dias et al. 1987).
B. straminea é indicado como uma espécie em expansdo do norte ao sul do Brasil,
tornando-se um importante vetor biolégico no Nordeste, embora muitos expressam
baixas taxas de infeccdo em diferentes cepas (Machado-Silva et al 1995, 2000;
Fernandez and Thiengo 2002).

O sucesso evolutivo do S. mansoni no caramujo depende de fatores como:
condicbes ambientais, compatibilidade bioquimica e fisioloégica entre parasita e
hospedeiro intermediario, mecanismos de adaptacdo do parasita ao corpo do caramujo
e a defesa imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro (Van Der Knaap and Loker 1990;
Hahn et al, 2001a, 2001b;. Negréo-Corréa et al 2008).

Quando em contato com o agente infeccioso, 0 mecanismo de defesa interno do
molusco é ativado imediatamente. Participam deste processo de defesa a resposta
humoral (fatores sollveis) e células circulantes (hemdcitos) que estdo presentes na
hemolinfa (Vargas-Albores and Barracco 2001).

Sabendo-se que B. glabrata e B. straminea possuem respostas imunoldgicas
distintas contra 0 mesmo patdgeno e que a resposta celular € um importante mediador
de defesa, o presente estudo descreve a comparacao morfoldgica, dindmica hemocitaria
e especificidade a lectinas em hemdcitos das espécies B. glabrata e B. straminea apos a

infeccdo pelo S. mansoni.
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MATERIAIS E METODOS

Criacdo e Manutencéo de Caramujos

Caramujos das espécies B. straminea e B. glabrata (provenientes de Sé&o
Lorenco da Mata, Pernambuco, Brasil) (-08°00' 08" S -35°01' 06"W) foram utilizados ao
longo deste estudo. Esses caramujos foram criados e mantidos no moluscario do
Laboratério de Esquistossomose, Departamento de Parasitologia, Centro de Pesquisas
Aggeu Magalh&es, Recife, Pernambuco, Brasil.

Os caramujos foram mantidos em aquarios contendo agua desclorada a 26 C e
foram alimentados com folhas de alface ad libitum. O tamanho dos caramujos utilizados
no experimento foi padronizado, tanto em B. glabrata (9mm = 1mm) como em B.

straminea (4mm = 1mm).

Infeccdo de Caramujos
Cada molusco foi colocado individualmente na presenca de 10 miracidios (cepa

Belo Horizonte, Brasil) e ficaram expostos a luz artificial por um periodo de

aproximadamente duas horas.

Organizacédo dos Grupos

Para fins comparativos, caramujos de cada espécie foram distribuidos em dois
grupos: grupo 1 - caramujos nao infectados (submetidos ao estresse da infeccdo sem
miracidios) e grupo 2- caramujos infectados (submetidos ao estresse da infeccdo com
miracidios). Todos os grupos foram acompanhados durante 2 horas, 15 e 30 dias. Esses
periodos representam a penetracdo de miracidios, desenvolvimento de esporocistos e

liberacédo de cercarias, respectivamente.

Coleta de Hemolinfa
A hemolinfa foi coletada por meio de uma puncéo na regido cefalopodal utilizando
uma micropipeta de vidro siliconizada, apds a concha dos caramujos terem sido limpas

com alcool a 70% e, posteriormente, colocada para secar em papel absorvente.
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Caracterizagdo dos Hemacitos

Microscopia de campo claro (MCC): A hemolinfa de cada caramujo foi coletada
diretamente sobre uma lamina de vidro e deixada secar em temperatura ambiente por
um periodo de 20 a 30 minutos. Cada poco contém 5ul de hemolinfa e em cada lamina
foi utilizada a hemolinfa de 10 caramujos diferentes. Posteriormente, as células foram
fixadas em metanol por 10 min. Apés a fixacdo, os hemdcitos foram corados com
Giemsa (1:9) diluidos em agua destilada tamponada por 10-15 minutos e lavados com
agua destilada tamponada montados com Entellan e observadas ao microscopio de
campo claro (Brayner et al. 2005).

Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (MCID): Para visualizacdo
dos hemdcitos vivos foi feito um pool utilizando a hemolinfa de 5 caramujos (5ul por
caramujo). O pool coletado foi diluido em meio GRACE (1:10). A solucao de células foi
depositada diretamente em placas de cultura de células (MatTEK) e deixada em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. Depois disso, os hemdcitos foram
examinados utilizando MCID (Leica microscopio confocal SP2).

Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET): a hemolinfa total de pelo menos
50 caramujos foi fixada em uma solucdo de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5%
em tampéo cacodilato 0,1 M em pH 7,2. A amostra foi lavada em tampé&o cacodilato 0,1
M, pH 7,2 e poés-fixada com tetroxido de 6smio (1%) em tampao cacodilato por uma
hora. Em seguida, foi realizada a desidratacdo em uma série crescente de acetona. As
amostras foram incluidas e emblocadas em resina Epon. Posteriormente, cortes
ultrafinos foram obtidos com navalha de diamante e depois contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo para serem observados e fotografados em um microscépio
eletrénico Jeol JEM 100CX.

Marcacao com Lectinas

Os hemdcitos foram caracterizados através de cinco lectinas conjugadas a
fluoresceina (FITC). As lectinas utilizadas foram: UEA (Ulex europaeus), com
especificidade para L-fucose; DBA (Dolichos biflorus), com especificidade para residuos

de N-acetyl-a-D-galactosaminyl; LCA (Lens culinaris), especifico para a-D-mannosyl e
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a-D-glucosyl; BS-1 (Bandeirea simplicifolia), especifico para a-D-galactosyl e N-acetyl-a-
D-galactosaminyl e WGA (Triticum vulgaris) com especificidade para N-acetyl-3-D-
glucosaminyl e N-acetyl-B-D-glucosamine oligomers. A hemolinfa coletada foi diluida em
meio GRACE (1:50). A amostra foi colocada em laminas e deixadas em camara Umida
por aproximadamente 30 minutos para aderéncia dos hemdécitos. Posteriormente, as
laminas foram retiradas da camera Umida e processadas a temperatura ambiente. Os
hemdcitos foram fixados com metanol a 70% durante 15 minutos. Apés a fixacdo, os
hemacitos foram lavados em PBS 7.2/BSA 1%/TRITON X-100 0,1% por 30 minutos. As
amostras foram incubadas em céamara Umida escura com as lectinas (diluidas em
PBS/TRITON X-100 na concentragdo de 1:100) durante 1 hora. Posteriormente, 0s
hemdcitos foram lavados 3 vezes em PBS, pH 7.2 e depois foi utilizado ProLong® Gold
antifade reagente com DAPI (marcador nuclear, Invitrogen), para montagem entre

lamina e laminula e posterior anélise no microscopio confocal a laser.

Contagem Total e Diferencial dos Hemacitos

Um volume total de 10 microlitros de hemolinfa diluida fresca em meio GRACE
(1:1) coletados através de um microcapilar de vidro siliconizado. A amostra foi
imediatamente colocada em um hemocitdmetro estéril e descartavel (Neubauer,
INCYTO C-Chip DHC-NO1, www.incyto.com com 10ul de capacidade). O nimero de
células em quatro quadrados foi contado através de um microscopio de luz (objetiva
40X), e o numero total de hemdécitos por caramujo foi determinado. A contagem dos
tipos de células individuais foi realizada simultaneamente, e as propor¢cdes em
percentagens foram determinadas por caramujos individuais. A contagem dos hemaocitos
foi confirmada em trés experimentos independentes. Para cada experimento, grupos de
seis caramujos foram analisados individualmente e o numero total de células ou a

proporcéo de cada populacao de células foram expressos através de média aritmética.

Analise Estatistica
A contagem total e diferencial dos hemacitos foi avaliada e comparada pelo teste

t de Student. Com nivel de confian¢a de P<0,05.




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemécito... 86

RESULTADOS

Tipos de hemdcitos e morfologia
Em ambas as espécies de caramujos (B. glabrata e B. straminea) foi identificado

cinco tipos celulares na hemolinfa: células blasticas (BL), granulécitos (GR), hialindcito
do tipo | (HY1), hialindcito do tipo Il (HY2) e hialindcito do tipo 1l (HY3) (Fig. 1, 2, 3 e 4).
As alteracdes morfoldgicas observadas em alguns hemdécitos, que provavelmente estao

relacionadas a infec¢do, foram visualizadas tanto na MCC, MCID e MET.

Figura 1 (A -E): Microscopia de luz e de contraste de interferéncia diferencial dos hemacitos de B.
glabrata infectados com miracidios de S. mansoni. (A) Células blasticas: foi o menor tipo celular
encontrado na hemolinfa. Observar o ndcleo grande (N) e citoplasma escasso, esta célula apos a
infeccdo passou a ficar mais alongadas e com mais projecdes citoplasmaticas (cabeca de seta). (B)
Granuldcitos: esta célula é caracterizada pela presenca de granulos (seta). O nucleo (N) encontra-se
deslocado. Os granulécitos apresentaram poucas alteragdes morfoldgicas. (C) Hialindcitos do tipo I:
células com vacuolos (*) e bastante filopddios (cabeca de seta), o niicleo encontra-se excéntrico (N). (D)
Hialindcitos tipo Il visualizar a presenca de filopddios (cabeca de seta). (E) Hialindcitos tipo Ill: visualizar
filopddios (cabega de seta) com nucleo grande (N) e, da mesma forma que o HY2, excéntrico.
Barras=10pm.
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Figura 2 (A -E): Micrografias de microscopia eletrdnica de transmisséo: hemdcitos de B. glabrata
infectados com S. mansoni. (A) Células blasticas: presenca de reticulo endoplasmatico (seta) e
projecdo citoplasmatica (seta aberta). Observar que esse tipo celular encontra-se mais alongado. (B)
Granulécito: presenca de granulos formados (g) e vazios (eg), ilhas de glicogénio (G), reticulo
endoplasmético (seta) e filopddios (seta aberta). (C) Hialindcito tipo I: notar a presenca de muitas
projecdes citoplasmaticas (seta aberta) e formagéo de vacuolos pinociticos (v). Ficou evidente, neste tipo
celular, a presenca de ilhas de glicogénio (G) mais abundantes do que os granulécitos. (D) Hialindcito
tipo Il: poucas alteracdes identificadas. O nucleo é deslocado com citoplasma homogénio, observa-se
também poucas vesiculas (v). (E) Hialinécito tipo Ill: assim como o HY2, apresenta nucleo excéntrico (N).
Esta célula apresentou muitas mitocdndrias (m) no citoplasma. Barras= 1um.
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Figura 3 (A -E): Microscopia Optica e de Contraste de interferéncia diferencial dos hemdcitos de  B.
straminea ap6s a infeccdo por S. mansoni. (A) Células blasticas: identificar uma elevada relagdo
nucleo/citoplasma. (B) Granuldcito: liberacao de granulos ap6s 1 hora de infecgdo pelo S. mansoni. (C)
Hialindcito tipo I: células pequenas que se caracterizam pela presencga de proje¢des citoplasméticas. (D)
Hialindcito tipo Il sdo células basdfila com nicleo excéntrico (N), observar a presenca de projecdes e
formacédo de vacuolos (asterisco). (E) Hialinécito tipo Il da mesma forma que HY2 apresentou poucas
modificagbes morfoldgicas, este tipo celular apresenta um nulcleo grande e excéntrico (N). Barras=
10pm.
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Figura 4 (A -F): Micrografias de microscopia eletrénica de transmissdo: hemacitos de B. straminea.
(A) Células blasticas de caramujos infectados: ndo apresentou altera¢des visiveis, possui nlcleo grande
(N) e citoplasma escasso com presen¢a de mitocdndrias (m). (B) Granuldcito: presenga de granulos
formados (g) e parcialmente formados (pg), vesicula (ve) e filopddios (seta aberta) os granulécitos de B.
straminea apresentaram um numero superior de granulos em relagdo ao B. glabrata, mas
morfologicamente ndoo exibiram diferengas morfolégicas na ultra-estrutura. (C) Hialinécito do tipo | de
caramujos sadios: presenca de projegdes citoplasmaticas (seta aberta), porém em menor quantidade do
que em caramujos infectados (D), encontramos também ilhas de glicogénio (G) e vacuolos (V). (D)
Hialindcito tipo Il de caramujos infectados: o ndcleo é deslocado com citoplasma homogénio, observa-se
também poucas vesiculas (v) e algumas mitocdndrias (m) . (E) Hialindcito tipo Ill: apresenta nulcleo
excéntrico (N) com espago perinuclear (ps). Observar também a presenca de mitocondrias eletrodensas
(m), vesicula (ve) e nucleo grande (N), tanto o HYIl quanto o HYIIl apresentou poucas diferengas
morfolégicas em relagcdo aos caramujos ndo infectados. Bars= 1um.

A
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Células Blasticas:

As células blasticas em B. glabrata (passaram a apresentar alteragdes no formato

da célula ficando mais alongadas e com projec¢des (Fig 5 e 6 B-D).

Figura 5 (A-B): Comparagdo da célula blastica de B. glabrata sadios (A) e infectados (B) pelo S.
mansoni visualizados através da microscopia de luz. Observar alteracdo na morfologia da célula e

presenca de projecdes (cabeca de seta). Barras=10um.

A

o

B

—__

JAN

Suspeita-se que estas alteracfes sejam compativeis com o processo de

diferenciacdo celular, ou seja, a célula blastica passou a apresentar caracteristicas

morfolégicas semelhantes ao HY1 (Fig. 6 E). Porém, tal afirmacdo s6 poderia ser

confirmada se houvesse um acompanhamento dessas células em cultura, o que nao foi

realizado no presente trabalho. Em B. straminea estas células estimuladas com o S.

mansoni ndo apresentaram alteracdes morfolégicas consideraveis (Fig. 4 A).

Figura 6 (A-E): Possivel d iferenciagdo de células blasticas em  B. glabrata infectados com S.
mansoni através da MET. (A) Células blasticas de caramujos sadios sem projecdes visiveis. (B-D)
Observar diferengcas morfolégicas nas células em caramujos infectados, visualizar as alteragfes
morfoldgicas que levam as células blasticas a ficarem semelhantes ao HY1 (E) Barras=1um.
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Granuldcitos:

Os granulocitos de B. glabrata (Figs. 1 B e 2 B) se mostraram menos modificados
morfologicamente do que os GRs de B. straminea (Figs. 3B e 4B). Em B. straminea
apesar do numero de granulos ndo variarem em relacdo aos caramujos ndo desafiados
tais granulos possuiam diferentes tamanhos e se apresentavam concentrados em
determinadas regides do citoplasma.

Através da microscopia Optica foi possivel caracterizar uma maior degranulacéo
em B. straminea a infec¢cdo na primeira hora apds a exposicao aos miracidios (Fig. 7 e

8), tal resposta néo foi identificada em B. glabrata.

Figura 7 (A -B): Comparacgédo das alteracdes celulares dos granulécitos na microscopi a de luz de B.
straminea sadios e infectados pelo S. mansoni. (A) Granuldcitos: de caramujos sadios, identificar
granulos no interior do citoplasma. (B) Granulécitos ap6s a infecgdo pelo S. mansoni, visualizar
externalizagdo de granulos apds a exposi¢ao Barras=10pm.
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Em B. glabrata os granulécitos possuiam granulos eletrodensos e em diferentes
estagios de maturacdo. Os granulos ja formados se localizavam geralmente bem
préximos. Foi identificado também: reticulo endoplasmético rugoso, granulos de
glicogénio e ribossomos livres (Fig. 2 B).

Os granuldcitos de B. straminea apresentaram também uma maior quantidade de

reticulo endoplasmatico rugoso e de ribossomos livres. Foi observado também a
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presenca de mitocondrias, complexo de Golgi e granulos em processo de formacéo (Fig.

4 B).

Figura 8: Microscopia 6ética dos hemdcitos de B. straminea infectados com S. mansoni. Células
blasticas (BL). Granulécitos (GR), Hialindcitos do tipo | (HY1), Hialinécitos do tipo Il (HY2), Hialinécitos
do tipo 11l (HY3), visualizar granulos (setas) liberados pela degranulacdo dos granulécitos. Barra= 10um

Hialinocitos do tipo |
Os hialindcitos do tipo | foram as células mais alteradas morfologicamente. A

emissdo de projecOes citoplasméticas (pseudopodes e filopodios) é uma caracteristica
comum tanto em B. glabrata (Figs. 9 e 10) como em B. straminea (Figs. 4 C e 4 D),

porém, apos a infeccao, observamos uma acentuacdo nestas caracteristicas. Por conta
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do aumento nas projecdes observamos também uma maior variagdo no tamanho
dessas células nas duas espécies de caramujos.
Figura 9 (A -B): Hialin6citos do tipo | de B. glabrata sadios (A) e infectados (B) com S. mansoni

visualizados através da microscopia Optica. Observar a presenca de material translucente (*) e
deslocamento do ndcleo na célula infectada (N). Barras=10pum

A B

Em B. glabrata os hialindcitos do tipo | agregavam-se através de suas projecdes
formando aglomerados celulares (Fig. 10). Tais achados néo foram encontrados em B.
straminea que, apesar de apresentarem muitos filopodios e pseuddpodes estes,

numericamente e em tamanho, eram bem inferiores aos de B. glabrata.

Figura 10 (A -B): Hialindcitos do tipo | de Biomphalaria glabrata infectados com S. mansoni visualizados
através da microscopia Optica (A) e corados com Giemsa e através da microscopia de interferéncia
diferencial (B-C). Observar a adeséo celularar através de filopddios. Barras=10pum
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Apo6s a infeccdo com o S. mansoni, os hialinécitos tipo do | em ambas as
espécies de caramujo apresentaram uma maior quantidade de vacuolos, e em algumas
células podemos observar regides com vacuolos multiplos (Fig. 11).

Tanto em B. glabrata como em B. straminea os hialin6citos do tipo |

frequentemente apresentavam-se em processo de diviséo celular (Fig. 11).

Figura 11 (A -D): Divisdo nuclear de HY1 de B. glabrata infectados com S. mansoni (microscopia

eletrbnica de transmiss@o). Observar as caracteristicas morfologicas desse tipo celular apds a infeccao
por S. mansoni: presenca de ilhas de glicogénio (G), vacuolos (v), vesiculas (ve) e bastante pseudépodes
(seta aberta). Em todas as micrografias observa-se as etapas da divisdo nuclear que culminara na divisdo

da célula. Barras=1um.
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Foi identificado também um aumento na quantidade de granulos de glicogénio no
citoplasma das duas espécies (Fig. 12 A-D). Em algumas células foi possivel observar

gue a reserva de glicogénio ocupa grande parte da celular (Fig. 12 B-C).

Figura 12 (A -D): Micrografias de hialinécito do tipo | de B. glabrata SADIO e INFECTADO com
miracidios de S. mansoni (microscopia eletrbnica de transmisséo). (A) Observar pequenas
reservas de glicogénio (G) em HYI de caramujos ndo expostos e grandes quantidades em caramujos
desafiados (B-D), observa-se também vacuolos (ve), vesiculas (V), mitocdndrias (m) e muitas projecdes
citoplaméticas (seta aberta). Barras=1um.
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Hialinécitos do tipo

Neste tipo celular ndo foram encontradas muitas alteracdes apos a infeccdo com
miracidios de S. mansoni (Fig. 13). Na MCC e MCID, tanto em B. glabrata (Fig. 1 D e 13
B), como em B. straminea (Fig. 3 D) observamos projecdes citoplasméticas localizadas.
Na ultra-estrutura ndo foi possivel observar estas projecbes em B. glabrata e B.

straminea (Figs. 2 D e 4 E, respectivamente).

Figura 13 (A -B): Hialin6citos do tipo Il de Biomphalaria glabrata sadios (A) e infectados (B) com S.
mansoni visualizados através da microscopia 6ptica. Visualizar a presenca de projecdes (cabecas de
seta). Barras=10um
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Hialinocitos do tipo Il

Neste terceiro tipo de hialindcito foi identificado que as maiores alteracdes
morfologicas foram evidenciadas em B. glabrata utilizando a MCC, pois esta célula
apresentou um aumento no diametro celular e uma maior quantidade de projecdes
citoplasmaticas quando comparado ao controle (Fig. 14). Na MET os hialindcitos tipo Il
mostraram-se semelhantes ao grupo néo infectado, cuja principal caracteristica € a
presenca de varias mitocondrias (Fig. 2 E).
Figura 14 (A -B): Microscopia 6ptica de hialinécitos do tipo Il de B. glabrata sadios (A) e infectados (B)

com S. mansoni. Observar material translucente (*) e proje¢des citoplasmaticas (cabegas de seta) nas
células de caramujos infectados. Barras=10um
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Em B. straminea nao foi evidenciada alteracao relacionada a infeccéo, porém, da

mesma forma que em B. glabrata, foram identificados muitas mitocondrias (Fig. 4F).

Marcacao com Lectinas-FITC

O perfil de marcacédo de lectinas conjugadas a FITC pode ser visualizado na
tabela 1 e figuras 15 e16. Em relagdo a marcacao com lectinas observamos que o HY1
foi 0 Unico tipo celular que possuiu residuos de carboidratos detectados por todas as
lectinas trabalhadas e este dado foi observado tanto em B. glabrata como em B.

straminea (Tabela 1).

Tabela 1: Intensidade de marcagdo com lectinas-FITC em hemécitos de caramujos B. glabrata e B.

straminea sadios e infectados por S. mansoni.
Nota: (-): auséncia de marcacao, (+): marcacao fraca, (++) marca¢do moderada, (+++) marcagao forte

LECTINAS B. glabrata SADIO B. glabrata INFECTADO B. straminea SADIO B. straminea INFECTADO

BI Gr | Hyl | Hy2 | Hy3 Bl Gr | Hyl | Hy2 | Hy3 | Bl | Gr | Hyl | Hy2 | Hy3 Bl Gr | Hyl | Hy2
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Foi evidenciado também um aumento na marcagdo apos a infec¢cdo na maioria
dos tipos celulares de B. glabrata e B. straminea, ou seja, apds a exposicdo aos
miracidios de S. mansoni as células passaram a expressar mais residuos de
carboidratos especificos para as lectinas trabalhadas. Com excec¢édo dos granulocitos
marcados moderadamente pela lectina UEA em B. straminea sadios e, posteriormente,
marcados fracamente apds a infec¢do. Pode-se observar que as lectinas UEA, DBA e
BS-I em B. glabrata (sadios e infectados) e DBA, BS-I em B. straminea marcaram todos

os tipos de hemacitos (Tabela 1).
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Figura 15 (A-F): Hemdécitos de B. glabrata e B. straminea sadios visualizados através do Microscopio
Confocal: (A-C): observar marcagéo fraca nos HY1 de B. glabrata sadios ap6s a marcagdo com BS-I-
FITC. (D-F): identificar marcagéo fraca em GR de B. straminea sadios com DBA-FITC. Barras=10um.
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Na figura 15 (A-F) podemos identificar o perfil de marcacdo dos hemacitos de B.
glabrata e B. straminea ndo expostos ao S. mansoni. Observar que tanto o hialindcito do
tipo | marcado com BS-I-FITC de B. glabrata como o granulocito de B. straminea
(marcados com DBA-FITC) se apresentam fracamente marcados e a distribuicdo dessa
marcacao mostrou-se bem localizada.

Na figura 16 (A-L) observamos o perfil de marcacdo em hemdcitos de B. glabrata
e B. straminea expostos ao S. mansoni. Na figura 16 (A-C) observamos uma forte
marcacdo com DBA-FITC em granulécitos e na figura 16 (D-F) uma marcacao fraca em
hialinécitos do tipo | marcados com BS-I-FITC em B. glabrata infectados.

Na figura 16 (G-L) identificamos os hemdcitos de B. straminea infectados,
marcados de forma fraca (Hialindcitos do tipo II) com BS-I-FITC (G-) e hialinécito do tipo
I marcado fortemente com DBA-FICT (J-L).
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Figura 16 (A-L): Intensidade de marcacdo dos hemdcitos de B. glabrata e B. straminea infectados
com S. mansoni e visualizados através do Microscdpio Confocal. (A-C) observar uma forte marcagéo
de DBA-FITC em granulécitos de B. glabrata. (D-F) identificar uma marcacéo fraca com a lectina BS-
[-FITC em hialindcito do tipo | em B. glabrata infectado. (G-1) fraca marcacao de HY2 marcados com
BS-I-FITC em B. straminea infectados. (J-L) Hialinécitos do tipo | marcados fortemente com DBA-
FITC em B. straminea infectados. Barras=10um.
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Dinamica hemocitaria

Na avaliacdo da dinAmica hemocitéria identificamos variagfes estatisticamente
significantes em trés dos cinco tipos celulares: células blasticas, granulécitos e
hialindcitos do tipo | (Figs. 17 e 18).

Em ambas as espécies de caramujos infectados com miracidios de S. mansoni
houve uma reducéao significante em relag&o ao controle. Tal reducéo foi mais acentuada
em B. straminea.

A dinamica dos granulécitos se comportou de forma diferente nas duas espécies.
Apesar deste tipo celular apresentar um aumento em relagcdo ao controle, observamos
gue em B. glabrata infectados o nimero de granulécitos foi diminuindo nos tempos
avaliados enquanto o de B. straminea houve um aumento no udltimo periodo de

avaliacao (Figs. 17B e 18B).

Figura 17 (A -E). Cinética diferencial dos hemécitos de B. glabrata sadios e infectados pelo S.
mansoni nos tempos de 2h, 15d e 30d apds a exposicdo aos m iracidios. (A) Célula blastica. (B)
Granulécito. (C) Hialindcito tipo I. (D) Hialindcito tipo II. (E) Hialinécito tipo 111
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Os hialindcitos tipo | mantiveram-se elevados em caramujos B. glabrata infectados em
todos os tempos avaliados, porém, em B. straminea essa elevacdo so foi visualizada
nos dois primeiros tempos analisados (2h e 15d) (Figs. 11C e 12C).

Tanto nos hialindcitos tipo Il quanto nos hialindcitos tipo 11l ndo identificamos
nenhuma variagcdo estatisticamente significativa em relacdo aos seus respectivos

controles, nas duas espécies estudadas (Figs. 11D-E e 12D-E).

Figura 18 (A-E). Cinética diferencial dos hemécitos de B. straminea sadios e infectados pelo S.
mansoni nos tempos de 2h, 15d e 30d apds a exposicdo a mir acidios. ((A) Célula blastica. (B)
Granulécito. (C) Hialindcito tipo I. (D) Hialinécito tipo II. (E) Hialindcito tipo Il
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DISCUSSAO

A interacdo do hospedeiro intermediario e do S. mansoni tem sido objeto de
varios estudos, sendo a maioria deles utilizando Biomphalaria glabrata/S. mansoni como
modelo (Coelho et al. 2004). O B. glabrata é muito importante para a transmissdo da
esquistossomose no Brasil, este caramujo apresenta linhagens altamente suscetiveis a
infeccdo pelo parasita. Por outro lado, o B. straminea, apesar de menos suscetivel a
infeccdo, o0 mesmo também ¢é considerado um importante vetor biolégico para o S.
mansoni (Dias et al. 1987).

Para entender os mecanismos utilizados pelo parasita para garantir sua
sobrevivéncia nos hospedeiros, é preciso compreender os mecanismos internos de
defesa que estdo disponiveis no hospedeiro (Bayne 2009). Os moluscos possuem uma
impressionante capacidade para se proteger contra as infeccbes provocadas por
potenciais agentes patogénicos. Este sistema de defesa € constituido por componentes
humorais e celulares (hemacitos) (Vargas-Albores and Barracco, 2001).

A primeira classificacdo dos hemdocitos de B. glabrata foi realizada ha algumas
décadas e sO recentemente ela foi revisada e atualizada por Cavalcanti et al. (2011).
Este estudo enfatiza os achados encontrados por estes autores, pois foram identificados
0S mesmos tipos celulares tanto em B. glabrata como em B. straminea. A similaridade
dos tipos celulares encontrados nos dois estudos pode estar associada ao
aprimoramento no procedimento de coleta, processamento e andlise das amostras.

Neste estudo foram identificados cinco tipos celulares na hemolinfa de ambas as
espécies, sao eles: células blasticas, granulécitos, hialindcitos do tipo I, hialindcitos do
tipo Il e hialinécitos do tipo 1ll. Além de identificar os tipos de hemdcitos, foi realizada
uma descricdo comparativa destas células em B. glabrata e B. straminea apos a
infeccdo por miracidios de S. mansoni. Neste estudo foram encontradas diversas
alteracOes celulares, principalmente: maior producdo de glicogénio, aumento de
projecdes citoplasmaticas, maior adesao celular, entre outros. Muitas das alteracdes na
morfologia das células encontradas foram semelhantes em ambas as espécies de

caramuijos.
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As células blasticas em B. glabrata passaram a apresentar alteracdo no formato
ficando mais alongados e com projecdes citoplasmaticas. Tais alteracdes nao foram
evidentes em B. straminea.

Alguns autores indicam que em situacdo de exposicdo a agentes externos as
células blasticas ou prohemadcitos, em outras ordens de invertebrados, dividem-se e se
diferenciam em outros tipos celulares (Barracco et al. 1993; Brayner et al. 2005, 2007).
Nao foi identificado estas células se dividindo como foi visto nos hialinécitos tipo I, mas
identificamos modificagdes celulares que podem estar condicionadas ao processo de
diferenciacdo em hialinécitos do tipo |, pois além de mais alongados, este tipo celular
passou a apresentar projecdes semelhantes aos encontrados nestas células. Como néo
fizemos estudos para o acompanhamento dessas células in vivo, apenas sugerimos
esta diferenciagao.

Os granulécitos ja foram identificados em diversos trabalhos estudando algumas
espécies de moluscos B. glabrata (Cheng and Auld 1977; Cavalcanti et al. 2009 and
2011) e B. tenagophila (Barracco et al. 1993). Esta célula é facilmente diferenciada dos
demais tipos celulares pela presenca de granulos eletrodensos distribuidos em seu
citoplasma.

Neste estudo foi possivel evidenciar a degranulacdo em B. straminea, porém em
B. glabrata ndo foi evidenciado nenhum granuldcito externalizando granulos. Cavalcanti
et al. (2009) trabalhando com as mesmas espécies, sem exposicdo ao S. mansoni, ndo
identificou nenhuma liberagcdo de granulos em B. glabrata e nem em B. straminea.
Sendo assim, estes achados sugerem que este tipo de resposta celular esteja
relacionada a infeccdo pelo S. mansoni.

Com esses achados podemos inferir que provavelmente os granuldcitos de B.
straminea possuem um maior papel na resposta imune do que o mesmo tipo celular em
B. glabrata, pois Lai et al. (2002) trabalhando com Armigeres subalbatus (Diptera:
Culicidae) descreveu que no processo inicial de lesdo a cascata de coagulacéo e,
posteriormente, a cicatrizacdo ocorreu com a migracdo de granulocitos. Esses autores
descreveram ainda que estas células lisaram-se liberando materiais granulares em torno
do local da lesédo, sugerindo que a pro-fenoloxidase € liberada pelos granulocitos

através da ruptura dos mesmos e sao sintetizados ou estocados em granulos.
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Dentre todas as células avaliadas, os hialinécitos tipo | foram as que
apresentaram maiores alteragcdes morfologicas. Tais alteracdes foram similares em B.
glabrata e B. straminea.

Foi observado um aumento na emissdo de projecdes citoplasmaticas mais
expressivo em B. glabrata, por isso, conseguimos evidenciar uma maior adesao entre 0s
hialinécitos tipo |. Tal agregacdo de células lembra o processo de encapsulamento.
Boembhler et al. (1996) através de um experimento in vitro incubou os hemdécitos com
esporocisto de S. mansoni e conseguiu identificar células (possivelmente, o hialinécito
tipo | descrito neste estudo) aderindo-se ao esporocito inicializando um processo de
encapsulamento e sugere que 0 mesmo processo poderia ocorrer in vivo. E importante
ressaltar que apesar da emissdo de filopédios em B. straminea ndo identificamos a
mesma adesado celular vista em B. glabrata. Estes resultados estdo de acordo com
Souza et al. (1997) que identificaram que B. glabrata exibiu frequente proliferacao focal
de amebdcitos em diversos 0Orgdos (reacdo granulomatosa), B. tenagophila e B.
straminea raramente apresentaram tais alteragcdes reativas, sugerindo que o mecanismo
de resisténcia a infeccdo miracidial provavelmente segue caminhos distintos nas
diferentes espécies de moluscos.

Da mesma forma, Borges e Andrade (2003) estudando o processo de
encapsulamento em B. glabrata infectados com S. mansoni observaram que nas
glandulas renais e digestivas, apenas hemacitos “spreading” puderam ser identificados.
De acordo com os autores estas células apresentaram inumeras filopodios
interdigitantes, formando uma complexa rede de prolongamentos citoplasmaticos.

Os hialinécitos do tipo | frequentemente apresentam vacuolos pinociticos
(Cavalcanti et al. 2009). Tais vacuolos também foram evidentes neste trabalho e, em
grande parte dos HY1, foi possivel observar longas extensdes citoplasmaticas, maiores
até do que foram observados no trabalho de Cavalcanti e colaboradores (2009).
Seguindo esta mesma linha de raciocinio, Cajaraville e Pal (1995) trabalhando com
molusco bivalve da espécie Mytilus galloprovincialis relataram que os hialindcitos

apresentaram na regido cortical grupos de vesiculas endociticas.
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Cavalcanti et al. (2009) estudando morfologicamente os hialinocitos do tipo |
indicaram que tais células apresentavam-se constantemente em divisdo, tanto em B.
glabrata como em B. straminea. Tal achado foi também constatado no nosso estudo.

Foi identificado também um aumento na quantidade de granulos de glicogénio no
citoplasma das duas espécies. Travers et al. (2008) ao trabalharem com Haliotis
tuberculata (molusco bivalve) reportaram a presenca de glicogénio nos hemacitos. Da
mesma forma, Cavalcanti et al. (2009) trabalhando com B. glabrata e B. straminea
também indicaram a presenca de granulos de glicogénio nessas espécies mesmo sem
estarem expostos a miracidios de S. mansoni. Porém, neste estudo a quantidade de
glicogénio foi bem superior aquelas evidenciadas em hemdcitos de caramujos sadios.
Em alguns hialinécitos do tipo | a presenca de glicogénio ocupava grande parte da
célula.

Matricon e Letocart (1999) trabalhando com B. glabrata identificaram que
hemacitos grandes apresentaram muitas regides com presenca de glicogénio. Em nosso
estudo, foi possivel observar que os granulos de glicogénio apresentavam tamanhos
variados e estavam situados no citoplasma de todos os hialindcitos do tipo I, tanto em B.
glabrata como em B. straminea. Achados semelhantes foram encontrados por
Cajaraville e Pal (1995) que trabalhando com molusco bivalve da espécie Mytilus
galloprovincialis identificaram a presenca de glicogénio no citoplasma celular de
granulécitos.

Os hialindcitos tipo Il foram encontrados nos estudos de Cavalcanti et al. (2009)
ao caracterizarem estruturalmente os hemdcitos de B. glabrata e B. straminea.
Morfologicamente, este tipo celular se assemelha ao oenocitéide de invertebrados como
o Culex quinquefasciatus (Brayner et al. 2005). Este tipo celular ndo apresentou muitas
alteracbes celulares, apenas proje¢cbes citoplasmaticas visualizadas na microscopia
optica. Na ultra-estutura em B. glabrata foi evidente a presenca de vacuolos e em B.
straminea a presenca de mitocondrias. O aumento no numero de vesiculas e
mitocondrias também foram encontrados por Brayner et al. 2007, quando analisaram
oenocitoides de C. quinquefasciatus desfiados com W. bancrofti.

No hialindcitos do tipo Il foi identificado que as maiores alteragcbes morfologicas

foram evidenciadas em B. glabrata. Este hemdcito apresentou didmetro celular maior
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comparado ao controle, e com presenca de filopddios. Em B. straminea nao foi
evidenciada alteragéo relevante associada a infeccgéo.

A ligacdo de lectina/carboidrato pode estar envolvida no processo de
reconhecimento do S. mansoni e ativagdo dos hemocitos de Biomphalaria. Portanto, a
expressdo de ligantes de lectinas em hemdcitos de Biomphalaria estaria associada a
susceptibilidade do caramujo contra a infec¢cdo pelo S. mansoni (Guillou et al. 2004,
Martins-Souza et al. 2006). Em nosso estudo, identificamos uma relagéo entre residuos
de carboidratos e a infeccdo pelo S. mansoni, pois, tanto em B. glabrata como em B.
straminea houve uma maior expressao desses residuos de carboidratos, especificos
para as lectinas trabalhadas, apds a infeccéo pelo S. mansoni. Em estudo realizado por
Martins-Souza et al. (2006) trabalhando com hemocitos de B. glabrata BH (cepa de
caramujos com elevada suscetibilidade ao S. mansoni), B. tenagophila Cabo Frio
(moderada suscetibilidade) e B. tenagophila Taim (cepa completamente resistente), e
sua ligacdo com lectinas conjugadas a FITC (ConA, PNA, SBA e WGA) sugerem que 0
papel de lectinas/carboidratos ndo € totalmente compreendido, mas pode haver
correlagédo da sua presenca com a susceptibilidade ou resisténcia ao parasita.

Sullivan et al. (1984) trabalhando com B. glabrata sugerem que o numero de
hemdcitos pode variar de acordo com certos estimulos, entre eles a resposta a infeccéo
por trematddeos. Neste trabalho, identificamos variacbes nos mesmos tipos celulares
em B. glabrata e B. straminea. As células que apresentaram sua cinética alterada apos
a infecgcéo foram: células blasticas, granuldcitos e hialinécitos do tipo .

Apesar de trabalhamos com duas espécies de caramujos, a dindmica celular se
comportou de forma similar nos dois vetores biolégicos, ou seja, as células blasticas
diminuiram, enquanto que o0s granuldcitos e hialindcitos do tipo | aumentaram
significativamente, com exce¢do do Ultimo periodo de avaliacdo para HY1 em B.
straminea. A avaliacdo foi realizada até o trigésimo dia apos a infeccdo, pois o objetivo
foi analisar a dindmica hemocitaria logo apos a penetracdo do miracidio e a saida das
cercarias no caramujo.

Houve uma reducdo na contagem de células blasticas em caramujos infectados,
esta diminuigdo foi mais evidente em B. straminea. As células blasticas sdo conhecidas

como celulas imaturas (Hine 1999; Cima et al. 2001). Sendo assim, sua reducdo apoés a
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infeccdo sugere uma diferenciacdo desta célula em outro tipo celular. Johansson et al.
(2000), Meister (2004) e Aladaileh et al. (2007), trabalhando respectivamente com
Crustaceo, Drosophila e Saccostrea glomerata, levantaram a possibilidade que estas
células possam atuar como “stem cell” da qual outras células sdo formadas. Em muitos
invertebrados, varios tipos de hemacitos sédo formados pela diferenciagdo de “stem cell”
gue sdo morfologicamente similares as células blasticas de B. glabrata e B. straminea.

Oliveira et al. (2010) trabalhando com a espécie B. tenagophila resistente e
suscetivel a infeccdo pelo S. mansoni identificaram que as células de defesa tém
comportamentos diferentes em moluscos resistentes e sucetiveis. Dos cinco tipos
celulares presentes na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea infectados com S.
mansoni, apesar dos granuldcitos aumentarem em relacdo ao controle, este tipo celular
se destacou na analise diferencial das duas espécies, ou seja, enquanto em B. glabrata
os granuldcitos foram diminuindo com o tempo, em B. straminea houve uma flutuagéo
com um acentuado aumento no ultimo periodo avaliado. Periodo este que coincide com
a saida das cercarias.

Os hialindcitos tipo | também variaram nas duas espécies de caramujos. Esta
variacdo numérica sugere o papel desta célula na resposta dos caramujos ao S.
mansoni. Resultados semelhantes foram encontrados por Seta et al. (1996) ao
analisarem o comportamento dos amebacitos circulantes de B. glabrata e B. tenagophila
a diferentes estimulos (tinta nanquim, miracidios de S. mansoni e fratura da concha)
perceberam que houve um aumento significativo, apenas no ndmero de amebdcitos
estrelados (provavelmente, similar ao HY1 deste trabalho) quando os moluscos foram
infectados por S. mansoni, o que sugere a especificidade da reacdo ao parasitismo.

Os demais tipos celulares (HY2 e HY3) ndo apresentaram nenhuma variacao
significativa o0 que, somado a poucas alteracdes morfolégicas, sugere uma reduzida ou
nenhuma participacdo dessas células no processo de defesa contra 0 S. mansoni.

Este foi o primeiro estudo que identificou as alteragcbes morfolégicas em
hemdcitos de B. straminea ap6s a infeccdo por S. mansoni e consolida a nova
classificacdo celular de B. glabrata estabelecida por Cavalcanti et al (2009).
Evidenciamos neste trabalho que existem alteracdes morfologicas e na dindmica celular

apos a infeccdo. Através de nossos achados podemos inferir que tais alteragbes foram




Cavalcanti, M.G.S. Caracterizacdo dos hemocito... 108

evidentes nas duas espécies de caramujos e que diferencas relacionadas a resposta
celular entre as mesmas sao visiveis. Talvez, tais diferencas apés a infeccdo por S.
mansoni seja um dos fatores determinantes na suscetibilidade ou ndo presentes em B.

glabrata e B. straminea.
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6 CONCLUSOES

1. Existem cinco tipos de hemdcitos presentes na hemolinfa de B. glabrata, sdo eles:
células blasticas, granuldcitos, hialindcitos do tipo I, hialindcitos tipo 1l e hialindcitos

tipo 111

2. Os mesmos tipos celulares encontrados em B. glabrata foram identificados na
hemolinfa de B. straminea apresentando similaridade morfolégica nas duas espécies

estudadas.

3. ApoOs a exposicdo ao S. mansoni ocorreram alteragcdes morfolégicas nos hemacitos
de ambas as espécies. As células blasticas em B. glabrata apresentaram-se com
projecdes citoplasmaticas (filopddios), enquanto a de B. straminea pouco alterou
morfologicamente. Os granuldcitos de B. straminea passaram a liberar granulos
(degranular), enquanto este tipo celular em B. glabrata pouca alteracdo foi descrita.
Os hialindcitos do tipo I, em ambas as espécies, passaram a apresentar mais ilhas
de glicogénio e projecdes citoplasmaticas e em B. glabrata tais células mostraram
mais adesdo. Os hialinécitos tipo Il e Ill de ambas as espécies de caramujos
estudados foram as células com menos alteragfes morfolégicas apos a exposicao a

miracidios de S. mansoni.

4. Na contagem diferencial as células blasticas, granulocitos e hialindcitos do tipo |
variaram de forma similar em B. glabrata e em B. straminea, porém, o nimero de
granulocitos em B. glabrata reduziu no Ultimo periodo de avaliacdo (30 dias),
enquanto em B. straminea ocorreu uma variagdo com aumento nos mesmo periodo

de estudo.

5. ApoOs a infec¢do por miracidios de S. mansoni, observou-se uma maior marcacao

das lectinas trabalhadas tanto em B. glabrata como em B. straminea.
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6. Na avaliacdo das lectinas, observamos que o hialindcito do tipo | foi a célula que
mais marcou, 0 que indica que tal tipo celular apresenta residuos de carboidratos

especificos para todas as lectinas trabalhadas.
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ANEXO C: Normas da Revista (MICRON)

MICRON

Thit [rtermational Feseanch and Aeview Joumad fer Microscopy

I A UTHOR INFORMATION PACK

TABLE OF CONTENTS

L] Description p-1
* Audience p.1
. Impact Factor p.1
* Abstracting and Indexing p.1
. Editorial Board p-2
" Guide for Authors p-3
TSR G417
DESCRIPTION

Moo Bims [0 Serve as an interdiscplingry forum for & work that invelves mew applications
of microscopy o whare micostapy pleys B central role. The journal will publish on the design,
application, practice or theory of microsonpy and microanalysis, induding reports on optical, ehedtnon-
beam, &nd scanning-probe Syskems. It also sims at the régular publication of review papers.

The joumal embraces originel messsrch work in biology, medidne, nancsdence and nenotectinology,
materiale sdence and enginasring. Ower tha pest seseral }Hrs-, & ha= succeaded In o publishing
manuscripts within the shorbest pessible tme while maintadning a high standard of referseing and
presentation. Author surseys indicate s high level of seficfacstion with the journad,

AUDIENCE

Soentists and enginesrs invobeed In the design, application, practice or theory of micoscopy and
microanatysis.

IMPACT FACTOR

2009; 1626 € Thomaon Reuters Journal Cltation Reports 2010

ABSTRACTING AND INDEXING

fugisline Abstracts
BISMED

BIOEIE

Current ContentsfLife Soenoes
EMBASE

Elsevier BIOBASE
INEPEC

Besearch Alert
SCISEARCH

Sohente Citation Lndex
Soopus
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EDITORIAL BOARD

Editors:

. Cox; Electron Microsoopae Unit, FOF, University of Sydney, Sycney, NSW 2006, Australia

{Blotagical Soences)

R.F. Egartan, Depl. of Physics, niverssy of Alberm, 11322 - 89 Avenise, Edmonton, Tz 211, Canada
{Pry=ical Soenoes)

IL.R. Harrls, Inst. of Zoclogy, Jobanmes-Gutenbeng-Universicit Maing, Miller Weg &, D-55089 Haing, [emany
(Blological Soencoes)

Editars! Board:

U. Ashi, Basel, Switreriand

D. Bhadla, Slasgow, LK

E.). Boaksnse, roningsn, Methesiands
6. Botton, Hamiton, 0N, Canoda

F. Braet, Sydrey, NSW, Ausirzla

HN.D. Brownimg, Davis, CA, USA

JL. Carrmscoss, Madrid, Spain

P. Gualter, Fiza, Ea%y

Str P. Hirsch, FRS, CUuford, UK

F. Holer;, Graz, fusstria

A. Holzanbasrg, Colege Stathon, T, 17558
3L Hubchisan, Creford, 10K

H. Lusnsdorf, Braurschwei], Damany
DA Muller, Ithaca, MY, USA

L.-M. Fang, Beljing China

M. Sariloya, Seattie, Wh, USA

M. Traphlidow, Inenning, Grescs

Z.L. Wiang, Atlanta, GA, USA

¥. Thiu, Upbon, WY, USA
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GUIDE FOR AUTHORS

BEFORE YOU BEGIN

Etfrics oh Pubilisiing
For Information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal poblication ses
Fitkp s/ Meewrw, el sevier comyfpublishingethics and hitp: /e, elseviencom)fethicalguldelines,

Caorrflicl of frfarest

A8 Euthors are requested to disdose any actusd or potentisd conflick of interest induding any finandal,
personal ar other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could ingppropriately influence, or be percefved o influence, thelr work. Ses
alsa hittp:f Paees. el Seviar ooy corflictsf e rest.

Submiiosron declarabion

Zyubmission of an article imphes that the work described has not been publehed previoosly (except
in the form of &n abstract or &% part of & published lecture or academic thesig), that it s not under
cordideration for publication elsewhers, that its publication s approwved by &ll authors and tactly or
explicithy by the respordibie suthorities where the work was carmied cut, and that, § socepted, &
will mat be published elEewhars ncluding dectronically in the ame form, in English or in any othér
language, without the written consent of the copyright-holder,

Changes fo 2ulfrorsiip

This. policy concems the addition, deletion, or eamangement of suthor names in the authorship of
acrepted manusoripts:

Bafre the accepied manusciist s pullished n an onling SSue: Pegquests b0 add of remove an suthos,
ar to rearrange the author names, must be sent bo the Journal Mansger from the cormesponding author
af the sorepted menuscript and must incude: (2) the rsasan the neme should be sdded or removed,
ar the author rames rearranged and (b)) writben confirrmation (e-meld, fax, letter) from all authors that
they agres with the addiion, removal or resrrangerment. In the case of sddition ar removal of suthors,
this indudes confirmation from the suthor being added or removed]. Aegquests thet are not sent by
the corresponding Buthor will be formended by the Journal Manager to the comespanding author, who
st follow the proosdune a5 described aboee. Mote that: (1) Journal Managers will inform the Joumel
Editors of any such reguests and {2} publication of the accepted mamescript in &n onling Bsue i
suspended until authorship has bean agreed.

After the scoepted manwiarip i puliched in an anine e Ay requests to add, delete, or reamanga
authar names in an article published In &n online ssue will Follow the same palicies &5 noted above
ard result i & corrigendum,

Cop yrigniil
Upan acceptance of an artide, authors will be sked to complete & Tourmnal Publishing Agreement’ {for
rore Informabion on this and copyright see hitp:/wew elsevienmm/oopyright). Acteptance of the
agresment will gnsure the widest postibis desemination of information. An &-mail will be sent to
the comesponding suthor confirming receipt of the manuscript together with & "Jowmal Publishing
Agresment” form or a link to the online version of this
Subscribers may reproduce tables ol contents or prepans st of articles incuding abstracts for inbermal
circufation within their institutions. Permission of the Publisher |5 requined for resade or distribution
outsige the Hsttution &nd for &8 other derhative I'n:l‘ks, |r'||:|.|.l!||r'l} wuﬂurﬁ and trenslations
consult Fip ffwweelsever.com! permilssions). IF éxcerpts from other copyrighbed warks are
induded, the aithors) must obtain wittén permission from the copyright owners and credit tha
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
Pt Farwre, il seviac comyfpermissians.

Retained author cghts
his an author you {or your emplover or institution) retsin certain rghts; for deteis you are referred
to: http: ffwew. elsevigrcony Butharsrights.

Roka of Fhe Fofding Sowrce

You ang regested to identify who provided finandal support for the mnduct of the research andfor
preparation of the erticle and to briefly desoribe the role of the spormor(t), IF any, in study degign; in
the collection, ansiysis and interpretation of dats; in the writing of the report; snd in the dedsion to
submit the paper for publication. I the funding source(s) had na swdh invalwerment then this <haowld
be skated. PMlesse see hitn ! Svwwelsevien oomfunding.
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Furmding body agréesements amd poficies

Elssvier has sstablished agresments and developed policles to sllow suthors whose articles sppesr in
journals published by Elsavier, to comply with patential manuscript archiving reguinerments s specifiad
as conditions of thelr grant awards. To learn more sbout existing agresments and palicies please wist
bt P el smvier oomy fureingbod ies.

Languags and fanguape Sarvioes

Pleass write your text in good English {Armerican or British vsage = sccapted, but not & mixture of
these). Authars who requine information about lenguage editing and copyediting services pre- and
post-submission plescs visit hitp: ffwebdhopelsesleraomflangusgesditing or our customer Support
site at htp: ffsupport. elseviercom for more informéation.

SuliTissien

Submission to this journal procseds tokally online and you will be guided stepwise throwgh the oeation
and uploading of your files, The syStern sutormetically comeerts Source files by a single PDF file of the
artide, which s used in the peer-review process, Please nobe that even though manuscript source
filess &re corverted to POF files at submission for the réview process, thess source files are nedaded for
Further processing after acceptance. Ml correspondence, incuding notification of the Editar's dacision
ard regueests for revision, takes place by e-mail removing the need for & paper trall.

PREFPARATION

Uiss of wordprocessing soffwars

1t Is importent that the file bé saved in the native forrat of the wordprooessor ved. The text Should
be in single-column format. Kesp the layout of the bet & simiple & possible. Most formatting oodes
will be remowed and replaced on processing the sriicke. [n padicular, do not wse the wordproosssor's
options ko justify text or b hyphenabe words. Howewer, do use bold face, Ralics, subscripts,
superseripts ete. When preparing tables, iF you sre using & table grid, vse only one grid for each
indhvidual tablke and not & grid For sach row. IF no grid 15 used, e babs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in @ way very similar to thet of conventional manuserpts
{See alsn the Guide to Publishing with Elsgvier: bitp: /i wees. sdsevierncomf gusdepublication). Nobe Hhat
sgunce files of figures, tables and text gréephics will be requined whether or not pou ambed pour figures
in the text. See also the 2ction on Electronic hestrations,

To avold unnecsssany emors you ane strongly advised to use the "spell-chedk” and "grammer-check”
Functions of your wordiproossbon.

LaTeX

If the LaTeX file |15 sutable, proofs will be producs® withowt rekeying the text The artice should
prafarably be wrtten wing Eiender's documant et "elcartida”, or altemathaly any of the olther
recognized dasses and formats supported in Elseviers slectronic submissions system, for further
information see hittp: Mfwwaseiesier. comfweTind/ sithorsvew. suthors/lebes-ses -supporbed.

The Elssvier "elsartide” LaTeX style file package (including detailed instructions For LaTeX preparation )
can be obtained from Hwe Quickguide: http:/fwew sbieviercomflates. It consists of the file:
elsaticle ds, complete user documentation for the dass file, bldlographic style files n varous styles,
and template files for & quick start.

Article structinre
Swebeliision - numbenedd Secfions
Divide your article inte cdearty defined and numbeered Sections. Subsections should be numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..}, 1.2, ste (the sbetract is not incuded in saction numbering). Lise His
numbering also for intermal crost-referencing: do not just refier to "the baxt™. Any subsection may be
ghren a brief heading. Each hasding should appear on ibs own separste line.

Trtronduction

State the cbjectives of the work ard provide an adieguate badoground, avolding a detailed btersiure
sureey or & surmmery of the resuls,

Matarial and rmethods

Provide suffident detall to allow the work to be reproduced. Methods sirssdy published should be
indicated by a refensnose: only mElevant modfications should be described,
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Thenry/calculation
& Theory section should exténd, not repest, the badkgmound bo the article already dealt with in the
Intradudtion and lay the foundation for further work. In contrest, a Calculation Saction represents &
practical development from & thesretical Basis.

Repaits

Aacufts Should be dear and concss.

Drsrpesiony

This should explors the Sgniflcancse of the retuls af the work, not répest them. A combined Redults

ard Discusslon sedction (& often sppropriste. Avold exbensive ctations and discussion of publshed
libarstire.

Candusions
The main condusions of the sthudy may be presented in & short Conclusions sechon, which migy stand
alone or fonm & subsedtion of a Decussion or Results and Discussion Section.

Appendices

If there is more than ome appendh they should be dertifed as 4, B, stc. Forrmutae and equations in
appendices should be ghven separabe numberng: Bg. (A1), Eg. (A.2), &tc:; in a subsequent sppendis,
Eq. (B.1) and = on. Similarly for tebles and figur=s: Table A.1; Fg. AL, eic.

Ezsential titte page irnformairon

« Tida Condge and informative. Titles are often vsed in informetion-retrieval systerms. Avoid
abbresiations and farmulas whern: peesible,

= Author names and affilfations, Where the family name may be ambiguous {e.q., & double
name), plesse indicate this clearly. Presant the suthors’ affiliation addresses [where the actual wark
was done) below the names. Indicste &l affillations with a lower-case superseript bitber b mediately
after the author’s name and In front of the approgriate sddress. Provide the full postal sddress of
eikch affillation, including the country name, and, I available, the e-med sddre=s of each suthor

* Corresponding acttor. Clesrdy indicate who will handle comespondence at &l stages of refereeing
ard publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers [with country
and area code) are provided in addition to the e-maill address and the complete postal
address. Contact detalls must be hept up to date by the corresponding authaor.

* Prazanmty permanant address.  [Fan author has moved since the work describest in the article
Wwas done, or was visfting at the Hme, & "Present address” (or "Permanent Bddres=™) may be Indicated
a5 & footnobe to thiat author’s neme. The sddréess at which the suthor actually did the work misst be
retaimed &% the main, affilistion sddress. Superscript Arabic numerats are used for such footnobes,

Absiract

& condse snd factual abstract 18 reguired. The abetract should corsst of no more than 500 words
and should state briefly the purpote of the ressarch, Hwe princpal results and magor conclusions.
A abtract 12 often precented separate from the artide, 2o 0t must be able o steand alone. For this
regon, Aeferences should be avaided, but if essentiad, they must be dbted in full, without neference to
the reference list. Ao, non-standan] or uncommion abbrevistions shoidd be avoided, but i essential
they must be defired at their first méntion in the abstract itallf

Higfiights

Highlights- are mendstory for this journal. They consist of & short coliection of bullet points
that corvey the core findings of the artide and should be submitted in & Separste file in the
onfine fibmiston Systérn. Plesea use “Highlights' in the file name &nd Indude I to 5 bullet
poifits (maximum 85 dharecters induding Spaces, or, maximum 20 words per bullet palnt). See
bttp s Marer sl sevieriorm/Righlights for examples.

ol e O il

Immedistely after the abstract, provide a masimum of & keywonds, using Amercan spelling and
h'l.l'n-lﬁln-; ljﬂ'lh’ﬂl and plur-d termis ard rrultiple concapts fﬂ'ﬁ:ﬂd, fior l:i-l.ﬂrh;ﬂtl 'EII"HT. 'ﬂll"]- E-Em'lr'lﬁ
with abbreviations: only abbreviabions fermly established in the feld meay be aligible. These kaypwords
will e used for indéxing purposes.

AbkrrEvidEionms

Define abbreviatons that are not standasd in teE feld in & footnote b be placed on the frst page
of the artbicle, Such abbreviations that are uneveadable in the abstract must be defined at ther first
I'I'IIEI"|‘|:|I:|-I"I'I:|"IIE'Hr a5 well &2 0 the footnote. Ersure consistency of abbreviations H'Ill'ﬂl.lllih‘.‘lut the articla.
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Arknowied e enhis

Collate achnosdedgernents in & separate section &t Hhe end of the article before Hwe refeences 2od do
not, therefore, include them on the Htle page, 22 & foolnote to the tile or otherwise. List here thaose
individuals wio provided help during the research (e.0., providing Bnguage help, writing Sssstanos
ar proof reading the article, e,

Math formaoise

Present simple formulae in the line of normal best whers possible and e the solidus (1) instesd of
& horizontal line for small fractionsl terms, e.g., 7Y In principle, varables are to be presented in
tealics. Powers of & are often more cormmanlently denoted by exp. Nurmber consecutively ary eguations
that haes to be diplayed separately from the text (i referned to explicitly in the bext).

Fooinofes

Footnotes shoukd be used sparingly. Mumber them consecutively throughout the srticle, using
superseript Arabic numbers. Many wordprocessors buld footriobes inko the bk, and this feature rmay
be used. Should this not ba the case, Indicate the position of footnotes in the text snd present the
footnotes, thermselves saparately &t the end of the artice. Do not Indude footnobes in the Referencs
list.

Talie foobiotes

Indicate each footnote in & table with 8 superscript lowercass letter

Artwork

Electrom'c artwark

Geandral paints

= Make sure you use uniform letbering and sizing of your original srtwark,
a Save text in illustrations & "graphics” or enclose the font

= Only use the following fonts in your ilustrationrs: Adal, Courer, Thinet, Symbal.
= umber the [llustrations sooonding to thedr sequence in He et

= Lisa & logical neaming comvention for your artwork filles.

= Provide captions to illustrations separately.

= Procuce mages nesr ko the desired size of the printed wersion.

= Subimit each figure a5 & separate file.

& dietalled guide on slectronic artwork: 1S avallabbe on owr welsibe

kit fweenw. elseviercomfartworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are glven here.

Formaks

Bppardiess of the application wsed, when your electronic artwork 8 finslised, plesss "saes &% or

carvert the images to one of the foliowing formats (note the resslution regquirements for line drawings,
and line/falftone cormblnations ghear below):

EPS: Wector drawings. Embesd the font or save the text as “grephics®.

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always uSe & minimum of 300 dp.

TIFF: Bitrmapped line drasaimngs: use a minirmum of 1000 dpl.

TIFF: Combinetions bitmapped lnefhalf-tone (tolor or grayscale): 8 minimum of S00 dpl = reguired.

If your electronic Ertwork S crested in & Micosaft Office application [Word, PowerPoint, Excel) then

please supply "as 5™

Plasse do not:

= Supply files that are optimiced for soreen use (ke GIF, BMP, FICT, WiPG), the resslution 18 boo low,

= Supply files that are too low in resolution;

= Submit graphics that s dispropartionately lamge for Bhe conbent.

Ceor srfwork

Please make sure thet artwork files are in an acceptable format [TIFF, EPS ar ME Officoe files) and with
the cormect m=olution, If, together with your acoepted artiche, you submit usabie color Agunes then
Elsevier will ensure, at no additional change, that these figures will appesr in oolor on the Web (eg.,
Soencelirect and other Stec) ragardlecs of whether or nok thees jllustrations ane reproduced in olor
in the printed wersion. For molor reprodection in print, you will receive information regarding
the oosts from Elseviar after recelpt of your accepted article. Plesse indicate your prefiensn os
for color in print or on the Web only. For further information on the prepaaation of elecmnic artwaork:,
phsgse see fitp s fwenw elsevien comyartworkirstructions.
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Please note: Because of bechnical complications which can erige by converting adlor Rgures to “gray
scale” {for the printed version shoubd you mot apk for color in print) phesse subrmilt in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.,

Figure captions

Ersure that each lllustration hes a caption. Supply caphions seperately, not attechied ko the fgure. A
caption should comprise & brief tide (not on the fgure iSalf) énd & description of the Tlustration. Kissp
bt in the dlusbratons themselves b & minimum but explain all symbols and sbbréviations used.

Tabieg

Mumber bables condacrtvedy [0 Wﬂﬂﬁmﬂrmm i thee bEat. Place foatnotes to tables
below the table body and indicete them with Superscript lowercess lethers. Avold vertical rules. Be
:p-m'll"!;’lr'lHﬁELﬁEﬂhﬂHtrﬂEﬁLﬂ!ﬂlﬂtHﬁEﬂmmﬂlnuﬁddﬂmmm
deseribed aldewhere 0 the artide.

Referances

Ciration i et

Fleage ensure that every reference cibed in the test |5 also present in the reference list (end vics
werga), fny mefensnces cited in the abstrect must be ghvén in full. Unpublished results end personsl
communicstions ere not ecominended |n the reference list, but mey be meéntioned in the bext. If
these references are incduded in the reference list they should follow the standard reference style of
the journal and should indude & substtution of the publication date with sither "Unpoblished resulks®
or "Personal commuonication”™ Citabion of a reference a5 "in press” implies thet the item has been
accegted fior publication.

Weh refaremoes

h= B mindmuom, the full WAL should be given and the date when the refirence was last aoedsed, Any
Further information, i known (DOI, author narmes, dates, reference o & Source publication, =),
should also be given. Web references can be listed separetely (8.9, sfter the eference list) under a
different heading if desired, or can be induded in the reference list.

Refersnces in 8 special e
Please ansume that the words this [=sue’ are sdded to eny references in the (st (and any citetions in
ths bt} bo other arthchst |0 the Sarme Special [Etue.

Raference mansgemendt soffvane

This joumal has seadard templates avallable 8 key  reference mansgement
packesges  Endbote (o fwwwoendnote comysupportfenshyles ssp)  and  Reference  Manager
(http: frefrman. comysu pport) rmstyles. asp). Using plug-ins to wardprocessing packages, authors only
e o select the appropriate journal template when preparing their erticle and the list of referen ces
and ctations to théte will be farmatted according to the journal shyle which B desoribed balow.

Raference style

Text: All dtations In the texct Should refer ta:

1. Single avthor: the suthor's name (without initials, unless there s ambiguity) and the year of
publication;

2. Twg authors! both euthors' names and the year of publication;

3. Three or more authers: first author's neme followed by "et al." and the year of publication,
Ciations may be made directly {or perenthefically). Groups of references should be lsted first
alphabetically, then chronokogicadhy,

Examples: "2 demonstrated (Allan, 1996a, 1996k, 1999; Allan and Jones, 19958). Kramer e al.
(2000) hawe recently shown ....%

Lt Refenences should be erranged frst alphabetically and then further sorbed chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same pear must be (dentfied by
the letters "a™, "h", "c", et placed sfter the year of publication.

ExArTamhes:

Beference to a journal publication:

Van der Geer, 1, Hanrsads, LAt Lupton, BLA. D000 The art of weiting & sclentific artlde 3. Sd.
Commun. 163, 51-55.

Reference to & book:

Strunk Ir, W, White, E.B., 1979, The Elements of Style, third ed. Macmillen, New York.
Reference to a chapter in &n edited book:

Eettam, G.R., Adams, LB, 1530 How to prepare an eledtronic swersion of your article, in; Jones, B.S
Emith , R:Z. {Eds. ), Intoduction to the Bectmnic Age. E-Publishing Inc, New York, pp. 2B1-304.
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Joumal abtreviabions sourcs

Jourmal names should be abbrevisted scoording bo

Index Medicus joumal abbrewviations: hittp:/ fewwndmonil. gov s secials il hEml;
L=t of tithe word abbrevistions: bitp: ! wew.issn omgf2-2 2661 -LTWA-anline.php;
CAS [Chemical Abstracks Servité): http: fwww.cit orgfsent_htrml.

Video dals

Elsevier accepts video meterial and animation sequences to support and enhance your sclentific
respirirch . Authors who héve video or animation files st they wish to submit with thelr article ans
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» Ris poesible o collect multipha files Ina Ap of gz e

Mamharing
+ Fsupphing a0y swpplementany maieral, the e must maks specific mention of he materal as 3 cltabon,
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3F. ... addzonal 3B are given In Online Resource 47.

» Mame the Tes onsecutvely, e “ESM_3.mpg, "ESM £ pdf,
Capiions

» Foreach supnlementary maternal, piease sLDpiy @ condse capdon descmoing the content of he fie.

springer conybaomed/.. 4367t vie.., Fi i)




Cavalcanti, M.G.S.. Caracterizacdo dos hemécit... 154

200472001 Parasiboiogy Resesh
Procescmg of supplemantary Blas

s Electonie supplementsn maissa will be pubiished 35 recelved from Me aumor without any comersion,
editng, or refematting.

Accessihiity
I IZII'UE'B:IQHE FEI:I"E of all abites and disakiiies acsess 0 ha mﬂtlﬂ}ﬂlf EI.I]‘FIEH'IEFEI]'mEE-. please make sura
hat

« The manus=ipt contsing @ sescnpdve caplion for each supolementary matedal

« ‘ideo fies oo not contzin anyhing that izshes more hian fee Imes per second (50 M3t USEE pONE
selawres caused by such eMects are not put Stnsk)

AFTER ACCEFTANIE
Lipon acceptanse of your articie you will recehe 3 lInk io the s pecial Ahor Query Appication 31 Sornger's wsb page
wihera you can £ign the Cogyright Transter SEiement onling and Indicate whather you wish o omder CpenChaice,
DEprints, o printing of figures in codor.

Onee e Author Query Applicason Nas been compisied, your aticle will be pracessad and you will rEcalve the proofs.

Cpan Chodce
In addiicn fo e nomal pubdication pocesE (whersby an amcle & submitad 1o the jowmal and access b hat afice is

granted fo cusiomens who have parchased 3 subscriphon), Spinger provdes an ahematie puslishing oplon: Spanger
Open Choice. ASprniger Open Cholce aricle recelves il e benefis of & reguiar subscripion-nased arfce, butin

SAETON s made avallable pubdcyhmough Springers oniine piaticem SoringesLink. We regret iat Springes Opsn Choice
cannot b2 ordersd for pubiished arcies.

Spinger Ooen Cholce

Copyrght tans far

Auihors will be #sked o Tanster copyright of e aride io he Pubisher jor grant the Publlzher exclus!ye publication and
gizsemination rights L. This will ensure the widest poesibie protecon and dissemination ofinformaton under copyright
I=wes.

COpen Choice arfides do not r2quire ransfer of copyrignt as the copyrignt remains with e awhor. In opting Tor open
Focess, they agree o he Springer Open Chidce Licenca.

CiEpainis
CFprinis £an be ordersd by e comesponding authar.

Color Tlestratinns
Online puidicaiion of color HlusTafons |5 Tes. of chame. For coior in the print version, authors will b= expecied Iomake a
conibeEson eaands he edra costs.

Proofmading

The purpose of e proof 18 10 check for peseng or Comerskon 2mors and the compleisness and accuracy of the fe
zbies and ﬂgLFEFE- SAlbsEndal {'-l'IEI'lgEGE I consent, a.q., ne'w resuUils, comedied values, 19 and authorship, ane not
Sllowed winout the approwal of the Editor.

Ater onfing publlcaon, Rirther changes can only b2 make2 in he Hm of an Emalum, which wil be hypeqinked o ihe
asticie.

CmEne Fod
The arsce will b2 publehed anfine after receipd of the comected proods. This s the ofical first puticabon ciisble with :e
D0 ANer release of the printed wersion, e papsraan alsa be cited bylssues and page numbers.

springer. coimybiomed!.. (4367 pring_vie... &




Cavalcanti, M.G.S.. Caracterizacdo dos hemécit... 155

2042011 Parashology Research

£ Springsr ks part of Soringer SciencesBusiness Meds

aprirger comyfaomed/ .. (436 7png Ve, o




