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RESUMO

COMPORTAMENTO DOS HEMOCITOS E DA MATRIZ EXTRACELULAR DE
Biomphalaria glabrata COM DIFERENTES GRAUS -DE RESISTENCIA AO
Schistosoma mansoni: (Estudo Ultraestrutural). CLAUDIA MARIA DA CUNHA
BORGES. [INTRODUCAO]: O sistema interno de defesa dos moluscos & baseado
sobretudo no encapsulamento, fagocitose e destruigdo das formas invasoras pelos
hemacitos. Estudos realizados com o auxilio de técnicas de microscopia eletrénica
permitiram elucidar as principais caracteristicas ultraestruturais destas células e das
capsulas ou complexos encapsulantes por elas formados. Entretanto, as modificagdes
que os hemocitos exibem em animais com diferentes graus de susceptibilidade ao S.
mansoni, o comportamento da matriz extracelular nos complexos encapsulantes e a
formacdo de granulomas ainda ndo foram suficientemente explorados.
[MATERIAIS E METODOS]: Exemplares de B. glabrata. provenientes de regides
geograficas distintas foram submetidos as analises histoldgicas (coloragcdo pela
hematoxilina/eosina, sirius-vermelho, orceina e Weigert), ultraestruturais e bioquimicas
(tecnica de hidroxiprolina). [RESULTADOS]: Os achados confirmam que somente um
tipo celular (hemocito fagocitico) esta presente nas reagdes celulares. Os elementos
da matriz extracelular pesquisados nao mostraram participagdo no interior ou na
periferia das reagdes celulares hemocitarias. [CONCLUSAO]: As reacdes teciduais de
defesa em B. glabrata contra o S. mansoni sdo exclusivamente celulares ndo estando
associadas a sintese e deposigao de elementos da matriz extracelular.

[PALAVRAS CHAVES]. Biomphalaria glabrata; Schistosoma mansoni; hemdcitos;

complexos encapsulantes; fibras colagenas e elasticas.




ABSTRACT

BEHAVIOR OF Biomphalaria glabrata HEMOCYTES AND EXTRACELLULAR MATRIX
IN SPECIMENS WITH DIFFERENT DEGREES OF RESISTANCE TO Schistosoma
mansoni (An ultrastructural study). CLAUDIA MARIA DA CUNHA BORGES.
[INTRODUCTION]: The internal defense system in snails is mainly based on
encapsulation, phagocytosis and destruction of parasite larvae by hemocytes. Electron
microscopic studies have demonstrated the principal ultrastructural features of cells,
capsule and encapsulating complexes. However, the changes presented by hemocytes
in snails with different degrees of susceptibility to S. mansoni, and the role played by
the extracellular matrix in granuloma formation (encapsulating complexes) have not yet
been sufficiently explored. [MATERIALS AND METHODS]:‘ Normal and S. mansoni-
infected B.glabrata from different geographic areas were submitted to histologic
(H & E, sirius-red for collagen and orcein stain for elastic tissue), ultrastructural and
biochemical methods (hydroxiproline measurement). [RESULTS] Although two cell
types were found in hemolymph, in tissue reactions the hemocytes were the only
cell-type present. Extracellular components, such as collagen-like and orcein-positive
fibers did not participate of the anti-parasite reactions. :[CONCLUSIONS]: Tissue
reactions against S. mansoni is exclusively dependent on one type of cell: the
hemocyte in the snail B. glabrata; synthesis and deposition of extracellular matrix in
conspicously absent, in and around zones of reactive cell accumulations.
[KEY-WORDS]Biomphalaria glabrata; Schistosoma mansoni, hemocytes;

encapsulating complexes; collagen and elastic fibers.




1 INTRODUGAO

Nas reagbes de defesa dos moluscos hospedeiros intermediarios do
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) contra as formas embrionéarias e larvarias
deste trematédeo ha a participacado proeminente de um tipo celular - o hemécito - o
qual exibe caracteristicas muitos proximas, sendao semelhantes, aquelas dos
macréfagos dos vertebrados. Estas células participam da fagocitose e lise das
estruturas parasitarias e formam lesbes difusas e focais (encapsulantes), estas
ultimas morfologicamente semelhantes aos granulomas vistos nos mamiferos. Nas
lesbes difusas e pricipalmente na periferia das reagdes encapsulantes, formam-se
estruturas que simulam uma fibrose intersticial e mesmo a formagao de capsulas
fibrosas. Estes achados sugerem a participagao de elementos da matriz extracelular
nas lesdes em torno de estruturas do S. mansoni, um assunto de extraordinaria
significagdo para a patologia comparada e para o entendimento da patogenia das
reacoes de defesas no molusco. Os dados existentes na literatura pertinente tém
explorado relativamente muito pouco esta area da patologia dos invertebrados. O
presente trabalho & uma tentativa inicial para explorar alguns aspectos do
comportamento da matriz extracelular da Biomphalaria glabrata (Say,1818) nas

lesbes resultantes das formas evolutivas invasivas do S. mansoni.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Dados Gerais

Numerosos parasitas, incluindo diversas espécies de interesse médico e
veterinario, possuem um ciclo de vida que inclui o desenvolvimento e/ou reproducao
assexuada em varios invertebrados. Os moluscos (usualmente gastrépodos) que
servem como hospedeiros intermediarios de trematddeos digenéticos, nematodeos e
cestdbdeos demonstram uma diferenga marcante na capacidade de defesa contra

tais parasitas (LOKER, 1994).

De acordo com FILES & CRAM (1949) e FILES (1951), diversas cepas geograficas
de moluscos do género Biomphalaria tém demonstrado diferencas na
susceptibilidade a infecgcdo pelo S. mansoni. Nos exemplares fisiologicamente
incapazes de responder eficientemente, os miracidios penetram através das
superficies expostas, sofrem modificagbes anatdmicas e funcionais e
transformam-se nos esporocistos que permanecem viaveis e ativos produzindo um
grande numero de cercarias que migram tanto pelos espacgos intercelulares, cheios
de hemolinfa, como através do sistema venoso do caramujo até sua saida para o
meio exterior através de vesiculas no epitélio do manto e pseudobranquia. Existem,
entretanto, populagbes do género Biomphalaria nao adaptadas, isto &, resistentes ou
refratarias a determinadas cepas do S. mansoni. Desde o trabalho de NEWTON
(1952), sabe-se que as formas parasitarias que penetrém nestes exemplares
resistentes servem como um estimulo patolégico; ativando um conjunto de reagdes,
de natureza celular, frequentemente associado aos processos de reconhecimento e
fagocitose. Em 1985, RATCLIFFE ET AL. assinalaram que a defesa celular incluia,

também, a formacao de granulomas, coagulagao da hemolinfa e cicatrizagdo. Ha, no

(3]



entanto, caréncia de linfécitos, imunoglobulinas, sistema complemento e respostas
anaminésticas para antigenos especificos (BAYNE, 1983; KLEIN,1989). Entretanto,
mecanismos humorais estudados por MACKIN (1961), FEI;JG (1962) e MICHELSON
(1963), revelaram também fatores biologicamente ativos na hemolinfa, que
funcionalmente simulavam anticorpos. TRIPP (1966) e FRYER & BAYNE (1989)
puderam observar, ainda, a presenga de fatores plasmaticos (opsoninas) que
iniciariam ou facilitariam o processo de fagociiose das formas parasitarias do S.

mansoni.

2.2 Sistema Interno de Defesa (SID)
2.2.1 O Componente Celular

Segundo CHENG (1975, 1977) e MOORE & LOWE (1977), o sistema interno de
defesa dos gastrépodos (SIDG), assim como o dos bivalvos, é constituido por um
grupo celular, morfolégica e funcionalmente heterogéneo, onde puderam ser
identificados dois subtipos celulares bem distintos: os hialinocitos ou células
arredondadas e os granulocitos ou células ricas em prolongamentos
citoplasmaticos (pseudépodos) (anteriormente referidos como amebdcitos)
que representariam, respectivamente, 10% e 90% do total de células encontradas na
circulagdo. Como os moluscos possuem um sistema vascular semi-aberto, tais
células também podem ser observadas movendo-se livremente pelo no tecido
conjuntivo. Outros autores acham que os gastrépodos, bem como os cefalépodos,
possuem apenas um tipo celular, o qual deserpenha varias fungdes
(SMINIA, 1972; SMINIA ET AL., 1973). Usando a fosfatase acida como marcador,CHENG
& GARRABRANT (1977) concluiram que as células que participavam da destruicdo dos

esporocistos-mae do S. mansoni, em B. glabrata (linhagem 10-R2), s&o



exclusivamente os granuldcitos, visto que, a presenca daquela enzima néo foi
detectada nos hialinécitos. SMINIA & BARENDSEN (1980) discutem que as diferencas
morfolégicas e bioquimicas apresentadas por estes subtipos sdo mais quantitativas
do que qualitativas. Os autores citam que mesmo entre os hialindcitos sao
encontradas células que possuem pseuddpodos, lisossomos e particulas
fagocitadas. Assim, sugerem que as células fagociticas representam células
maduras, provenientes das células arredondadas, que tém caracteristicas de células
jovens. nucleos relativamente grandes e muitos ribossomos livres. Ja4 em 1979,
SMINIA ET AL. haviam proposto o termo neutro “amebdcito” para designar esta
populagao celular; em vez de adotar termos que s&o utilizados para as células dos

vertebrados: granulécitos, leucocitos, linfocitos ou macréfagos.

Em seu artigo de revisdo, VAN DER KNAAP & LOKER (1990) discutem, no entanto,
a existéncia de quatro tipos celulares, com diferentes fungbes, que atuam no sistema
interno de defesa dos moluscos (fig. 01a). Trés destes tipos celulares sdo fixos ou
néo circulantes e incluem as células endoteliais capturadoras de antigenos que
impedem a disseminagao dos microorganismos e podem apresenta-los as células
fagociticas; as células reticulares que estdo ancoradas aos tecidos por fibrilas
extracelulares e tém uma alta capacidade de endocitose para particulas
("néo — proprias”) e as células poro que estao justapostas as células reticulares e
fazem endocitose seletiva para proteinas (fig. 01a). Entretanto, o papel destes
grupos na defesa contra a infecgéo por larvas de trematédeos permanece incerto e,
ainda, nao foi especificamente estudado. Os autores reafirmam que a fungdo mais
importante na defesa contra estes agentes invasores é realizada por células moveis,

denominadas coletivamente de hemocitos; adotam esta nomenclatura porque, em



varios estudos experimentais com antigenos de superficie destas células, incluindo
anticorpos  monoclonais  (YOSHINO &  GRANATH, 1985) e lectinas
(DIKKEBOOM, TIUNAGEL & KNAAP, 1988), conseguiram evidéncias de que ha uma

heterogenicidade na populagao de hemocitos.

MATRICON-GONDRAN & LETOCART (1999) propdem o reconhecimento de trés
tipos celulares, de acordo com o critério morfolégico: hemocitos assimétricos
grandes com numerosas mitocéndrias, sistema tubulo-vesicular bem desenvolvido e
presenca de numerosos granulos de glicogénio, hemécitos de tamanho médio,
pobres em organelas e granulos e hemocitos arredondados pequenos, com
pouquissimas organelas e granulos. Pela comparacdo com as descrigdes
pré-existentes, sugerem uma equivaléncia de termos entre os trés tipos celulares
citados e os granulécitos e hialinécitos descritos por SMINIA (1981) e CHENG (1984).
Estas autoras citam, ainda, que esta populagao celular pode ser bem definida pela
caracterizacado de seus determinantes de superficie reconhecidos por lectinas
(SCHOENBERG & CHENG, 1981) ou por anticorpos monoclonais (YOSHINO & GRANATH,

1985).

2.2.2 Os Componentes Plasmaticos

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos para se estabelecer quais fatores
soluveis da hemolinfa sdo importantes na interagcao entre o parasita e 0 mecanismo
de defesa dos moluscos (LOKER ET AL., 1984; RENWRANTZ, 1986). Nos moluscos, as
lectinas séao sintetizadas pelos hemacitos e liberadas no plasma, onde imobilizam os
“materiais estranhos” por aglutinagao, ou sao expressas na superficie dos hemacitos

circulantes, onde aparentemente funcionam como receptores citofilicos



(FRYER & BAYNE, 1989; RICHARDS & RENWRANTZ, 1991). JOHNSTON & YOSHINO (1996)
demonstraram que, lectinas similares as da: Canavalia ensiformis (Con A), Erythrina
corallodendrom (ECA), Glycine max (SBA), Tetragonolobus purpureas (TPA) e
Triticum vulgaris (WGA), estao presentes na hemolinfa de B. glabrata e ligam-se as
proteinas presentes na superficie do esporocisto do S. mansoni. A auséncia ou
presenca destas proteinas multivalentes, que se ligam especificamente a certos
carboidratos, podera influenciar na susceptibilidade deste caramujo a infecgao pelo
S. mansoni (ZELCK & BECKER, 1990). Recentemente, uma proteina semelhante ao
fator de necrose tumoral (TNFo) foi identificada na hemolinfa dos gastropodos
(GRANATH ET AL., 1994). OTTAVIANI ET AL. (1993), relataram a produgdo de uma
proteina homéloga a interleucina 1 (IL-1) em moluscos. Esta proteina, por sua vez,
pode estar associada a ativagao dos hemocitos (HUGHES ET AL., 1991; RAFTOS ET AL,
1992), estimulacdo da proliferagcdo celular (RAFTOS ET AL, 1991); aumento da
fagocitose (BECK ET AL., 1993) e producado de superoxidos (GRANATH ET AL., 1994).
Caramujos de linhagens resistentes de B. glabrata, apresentam niveis de IL-1-simile,
maiores do que as das linhagens susceptiveis. Caramujos resistentes mantém
quantidades significativamente mais elevadas desta proteina apos exposi¢ao ao S.
mansoni, do que caramujos de linhagens susceptiveis (GRANATH ET AL., 1994).
Porém, o grau de homologia destas proteinas com o IL-1 ou TNFa de mamiferos,

ainda nao foi confirmada por sequenciamento de DNA.

2.3 Tecido Conjuntivo
Segundo PAN (1958), o tecido conjuntivo de Australorbis glabratus
(=Biomphalaria glabrata) ocupa a regido entre os 6rgaos e os tecidos e forma uma

membrana de revestimento ou um saco que inclui todos os 6rgaos da cavidade do



corpo. Este tecido contém varios componentes celulares e fibras e pode ser
classificado de acordo com a proporgéo relativa de cada um dos componentes. O
mesmo autor, reconhece dois tipos distintos de tecido conectivo: o tecido conectivo
vascular frouxo e o tecido conectivo vascular denso. A denominagdo “vascular’.
dada por Pan, deve-se ao fato de que os elementos fibrosos presentes nestes
tecidos apresentariam fendas e orificios, por onde circula a hemolinfa; na qual
aparece o pigmento rosaceo (=hemoglobina), similar ao encontrado no sangue dos
vertebrados. O tecido conectivo vascular frouxo foi identificado na parede dorsal da
cavidade celomatica, na pseudobranquia, nas glandulas digestivas e ovoteste,
enquanto que, o tecido conectivo vascular denso foi descrito nas regides do pé e no
centro dos tentaculos Entre estes dois “extremos”, formas intermediarias podem

ocorrer.

PAN (1958) descreve, ainda, quatro componentes celulares: a) fibroblastos;
b) células pigmentares; c) células vesiculares e d) células mucosas, e os
componentes fibrosos: a) fibras colagenas e b) fibrilas musculares. O autor acredita
que, os fibroblastos do tecido conectivo vascular denso, quando estimulados
oatologicamente, teriam a habilidade de se transformar em uma variedade de outros
tinos celulares; inclusive nos “ameboécitos” que participariam ativamente do
mecanismo de defesa dos moluscos e estariam envolvidos na reparagao das lesdes
teciduais. Células de transicdo entre os amebdcitos e os fibroblastos, também,

seriam abundantes.



2.3.1 “ Hemocitos” {= hialinocitos + granulécitos (= amebocitos)}
2.3.1.1 0 Orgio Produtor de Amebécitos (OPA)

Os amebocitos podem ser produzidos por varios tecidos hematopoiéticos. Foi
identificado um érgao bem definido, em B. glabrata e Bulinus sp., localizado entre o
pericardio e o epitélio posterior da cavidade do manto. A ultraestrutura deste érgao
foi descrita, pela primeira vez, por JEONG ET AL (1983). Em repouso o 6rgao se
caracteriza como uma estrutura pequena, pouco espessa € conspicua, sendo
formada por células arredondadas e alongadas de citoplasma baséfilo e nucleos
ovais, também alongados, provindas da membrana posterior da cavidade do manto;
onde as mitoses aparecem em pequeno numero ou sao inexistentes
(Lie ET AL., 1976). Em caramujos infectados e re-infectados, o OPA apresenta-se
consideravelmente maior, resultado da hipertrofia e/ou hiperplasia. As mudangas na
atividade mitética sao aparentes entre o 1° - 3° dia pos-exposi¢cdo. Ha formacao de
ndédulos que comecam a se agrupar formando macigos celulares confluentes e
curvilineos, que podem atingir +/- 230 - 400um. Estas estruturas sao constituidas
pelos ameboblastos primarios, que s&o ricos em ribossomns livres, mitocéndrias,
reticulo endoplasmatico escasso e complexo de Golgi e nucléolo proeminentes, que
se espalham ao longo dos seios sanguineos e dao origem aos ameboblastos
secundarios, com citoplasma menos basdfilo e ndcleo oval ou em forma de rim,
morfologicamente idénticos aos amebécitos maduros. O OPA langa, entdo, na
circulagdo periférica, tanto os amebodcitos maduros, quanto os ameboblastos
secundarios que vao se dividir nos tecidos. A porgdo sacular dos tubulos renais,
margeando o pericardio e, ocasionalmente, a regido dorsal do reto, também sao
capazes de produzir os amebocitos. Contudo, o nimero de mitoses nestas areas &

escasso; os nodulos formados sdo pequenos e as celulas coram-se e aderem ao



substrato de forma diferente. A presenca de células precursoras de hialinocitos nao

foi detectada nestes érgaos (LIEET AL.,1975;1976).

2.3.1.2 Caracteristicas Morfologicas
2.3.1.2.1 Hialinécitos

Sao geralmente esféricas (5-8um), possuem citoplasma escasso,
esparsamente granular e opaco, com grande nucleo central;, baixo conteudo
enzimatico, pequena tendéncia de aderir ao vidro, formar aeigados prolongamentos
citoplasmaticos (pseudodpodos) ou fagocitar objetos. Apresentam-se ainda como
células “imaturas”, ricas em ribossomos livres, tendo um reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) pouco desenvolvido, além de raras mitocondrias (BARRACO ET AL,

1993).

2.3.1.2.2 Granulocitos

Segundo CHENG (1975); LIEET AL. (1980); LOKER ET AL. (1982) e BARRACO ET AL.
(1993), estas células possuem um nucleo excéntrico, esférico ou reniforme, com
S5uym de didmetro, rico em heterocromatina, fortemente corado pelo Giemsa. O
citoplasma granular, protegido por uma membrana celular hem definida, mostra uma
delimitagao acentuada entre o endoplasma, que é rico em mitocondrias, complexo
de Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomos livres, granulos de glicogénio,
goticulas lipidicas, corpos lisossémicos, fagossomos, corpos mielinicos e corpos
multivesiculares, além de exibir um ectoplasma homogéneo. Estas células emitem
ainda projegdes citoplasmaticas, que se desenvolvem no interior de dobras
lameliformes. Estas estruturas se entrelagam, formando uma rede ramificada, que
permite a inter—-conexao entre duas ou mais células, faciltando o deslocamento

destas através dos espagos intersticiais, bem como o aprisionamento dos parasitas.



2.3.2 Matriz Extracelular
2.3.2.1 Fibras Colagenas

Nos vertebrados, as células do tecido conjuntivo estdo distribuidas no seio de
uma matriz que é composta por fibras e miofibrilas imersas em um material amorfo,
um gel hidratado e poroso (proteoglicanos), além de glicoproteinas estruturais
(laminina, fibronectina, etc.) e moléculas que funcionam como conectoras celulares
transmembranais (integrinas). Nestes animais, o0s colagenos representam o
elemento protéico mais abundante da matriz; constituindo uma familia de proteinas
estreitamente correlacionadas que possuem como papel principal proporcionar forga
tensil aos tecidos. Além disso, um tipo de colageno forma o arcaboucgo estrutural das
membranas basais. Atualmente, ja foram identificados 19 isétipos de colageno.
Entretanto, os colagenos de tipo [, ll e lll sdo os mais abundantes, arrumados como

fibrilas semelhantes formando fibras e septos (ANDRADE, 1999).

Nos moluscos, CARRIKER & BILSTAD (1946) descreveram em Lymnaea stagnalis
(Linné, 1758) normais a presenca de fibras que lembram as fibras colagenas dos
animais mais evoluidos. Em A. glabratus normais (= B. glabrata), PAN (1958)
descreveu a presenga de fibras colagenas mais delicadas do que as fibras
musculares. Estas, por sua vez, apareciam pouco diferenciadas nas preparagoes de
hematoxilina-eosina. BROOKS (1953) também ja havia observado a ocorréncia de
fibrilas colagenas nas paredes das capsulas hemocitarias que estavam circundando
0s esporocistos-mae do S. mansoni em Tropicorbis havenensis. RIFKIN ET AL. (1969),
relataram a presenca de fibras extracelulares em associacdo com as formacgdes
capsulares que ocorrem em Cassostrea virginica (Gmelin, 1791). SMINIA ET AL (1974)

relataram a deposicdo de filamentos fibrilares, tipo colageno, na periferia dos



complexos encapsulantes formados em resposta a implantes de “esponjas
sintéticas” em L. stagnalis. Em experimentos com marcadores radioativos
(H® — prolina), demonstraram que as células achatadas das camadas mais externas
das capsulas amebocitarias e os miofibroblastos estavam envolvidos na sintese
destes filamentos. Estas células apresentavam um RER bem desenvolvido. HARRIS
(1975) verificou que elementos extracelulares nao contribuiam para a formagéo das
capsulas. YOSHINO (1976) e KRUPA ET AL. (1977) também notaram a presenga de
fibrilas extracelulares em associagdo com as formagdes capsulares de Cerithidea
californica  (Haldeman,1840) e Bulinus guemei (Bautzenberg, 1890),
respectivamente. Entretanto, LIE ET AL. (1975,1980) nado descreveram a presenga de
fibras extracelulares em associagdo as capsulas amebocitarias que continham
esporocistos-mae do S. mansoni em B. glabrata da linhagem resistente 10-R;.
Contudo, estes mesmos autores, observaram a presenga de fibras com uma
periodicidade de 80nm nas camadas mais externas das capsulas amebocitarias que
continham esporocistos-filhos em caramujos que passaram pelo processo de
autocura. LOKER ET AL. (1982) observaram fibras extracelulares, dispondo-se com
uma periodicidade de 20nm, na superficie externa e no centro das capsulas

amebocitarias, mas nao em contato direto com os esporocistos.



2.4 Reacoes Teciduais e Formagao dos Complexos Encapsulantes

A destruicdo ou estabilizacdo do parasita estd na dependéncia de fatores
genéticos, que controlam tanto a infectividade do parasita quanto o nivel de
resisténcia do hospedeiro, e fatores fisicoquimicos dos participantes. Contudo, a
mais “fina discriminagao” entre o proprio e o nao-proprio pode requerer moléculas
especificas para o reconhecimento. Nos exemplares resistentes, varias etapas
distintas estdo envolvidas na destruicdo das formas invasoras pelos hemécitos. A
interac&o inicial entre o caramujo e a larva digenética do S. mansoni comeca
quando o miracidio penetra no epitélio externo e se transforma em esporocisto-mae.
A resposta imediata apos infecgdo, provavelmente envolve um pequeno
deslocamento destas células em direcdo as formas larvais que estdo espalhadas
pelos espagos intercelulares, em torno do estémago, intestino, tdbulos renais,
glandula do albumem, glandula digestiva e ovoteste. A acumulagdo de hemocitos
em torno das larvas sugere quimiotaxia. LODES & YOSHINO (1990) demonstraram que
uma fragao isolada do esporocisto-mae excreta/secreta predutos que estimulam a
mobilidade dos hemécitos em B. glabrata resistentes, mas inibia a mobilidade dos
hemaocitos de caramujos susceptiveis. Uma vez que, os hemacitos sao recrutados, €
estabelecido o contato com o tegumento do parasita. Um novo suprimento de células
é requerido e, entdo, uma capsula de mudltiplas camadas é formada (Fig. 01b).
JOURDANE (1982) n&o evidenciou a formagédo de capsulas hemocitarias de grande
espessura (> 10pm), contrariando as observagdes feitas por outros autores
(LIE ET AL., 1976 assinalaram a formagao de capsulas com até 100um de didmetro;
CHENG & GARRABRANT, 1977 observaram capsulas de 150um de diametro). Apesar
disso, nao houve diminuicdo na eficacia da reacédo de defesa; havendo na maioria

dos casos completa reabsor¢cdo do material parasitario apos 48 horas de infecgao.
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BAYNE ET AL. (1980) demonstraram que a agdo mecanica dos hemécitos combinada
a acdo de substancias soliveis no plasma resulta em dano ao tegumento do
parasita. LOKER ET AL. (1982) demonstraram que estas células sao capazes de iniciar
a fagocitose do tegumento dos esporocistos com 7,5 horas de infeccao. Neste
mesmo periodo, observaram a presenca de material amorfo no interior de vacuolos
localizados no citoplasma dos hemécitos. Isso sugeriu que esta estrutura foi
destruida em pequenas por¢gées. Em 48 horas, estes pesquisadores puderam
observar o rompimento da membrana basal enfraquecida. Em consequéncia, os
hemocitos se infiltram pelos tecidos do parasita dividindo-o em pegas e promovendo
a lise de suas estruturas internas. As mudangas degenerativas que ocorrem a partir
dai sdo analogas aos fendmenos de destruicdo dos esquistosomos nos
camundongos (MCLAREN ET AL., 1978). As células fagocitadas séo, entdo, eliminadas
por exocitose (Fig. 01c). Apds destruicdo parasitaria, as capsulas regridem
rapidamente e os hemocitos vacuolizados dispersam-se pelos tecidos do
hospedeiro, usualmente sem deixar cicatriz (PAN, 1963 e 1965; LIE & HEYNEMAN,
1980; LOKER ET AL., 1982; LIE ET AL., 1987). Na auséncia de formas invasoras, os
hemocitos fagocitam detritos ou mesmo residuos resultantes do metabolismo do
animal. Por isso, € natural que mesmo os exemplares nao-infectados apresentem
hemdcitos infiltrando-se intersticialmente pelos tecidos, embora em menor

quantidade.



3 OBJETIVO GERAL

Estudo morfoldgico, histolégico, ultraestrutural e bioquimico, de B. glabrata com
diferentes graus de resisténcia aos miracidios do S. mansoni, para melhor
caracterizar a morfologia de suas reagdes de defesa, a participagao dos elementos

da matriz extracelular e entender a patogenia das mesmas.
3.1 Objetivos Especificos

A - Caracterizagdo celular dos complexos encapsulantes, verificando as
diferencas fenotipicas apresentadas pelos “hemécitos” (granulécitos e hialinécitos)
durante sua maturagéo e o papel de cada uma destas céluias nas lesées em torno

das formas parasitarias (esporocistos e cercarias).

B - Comparar as caracteristicas ultraestruturais de hemécitos em repouso -
controles normais - e nos tecidos e nas lesdes encapsulantes de caramujos com

diferentes graus de resisténcia ao S. mansoni.

C - Caracterizar o comportamento da matriz extracelular nas lesbées
encapsulantes e verificar se ela mostra variagdes em moluscos com diferentes graus
de resisténcia ao S. mansoni, verificando se ha a formacao de novas fibras, e quais
os tipos (colagenas, elasticas, microfibrilas) e as caracteristicas

(periodicidade e formacao de feixes) das mesmas.



4 JUSTIFICATIVA

Embora a incidéncia de formas graves da esquistossomose tenha diminuido
muito nos ultimos anos no Brasil, a infecgdo pelo S. mansoni continua a ter uma alta
prevaléncia. Uma das areas menos conhecida no estudo desta parasitose diz

respeito as relagdes estabelecidas entre este verme e seu hospedeiro intermediario.

Um melhor conhecimento da patologia dos moluscos hospedeiros
intermediarios do S. mansoni, além de poder contribuir para o controle biolégico da
doenca, podera, também, trazer aporte de interesse para a patologia geral, dado o

carater primitivo e basico das lesées envolvidas.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Moluscos Utilizados

Os exemplares da espécie B. glabrata utilizados neste estudo provieram, em
sua maior parte, da colénia de Feira de Santana (FS), BA. Esta € uma coldnia
mantida ha varios anos no moluscario do CPqGM, e utilizada na rotina de
manutengao do ciclo do S. mansoni. Além disso, foram usados espécimes de B.
glabrata provenientes de Belo Horizonte - CPgRR (infectados pela cepa LE do S.
mansoni), cedidos pela Dra. Cecilia Pereira de Souza, com indicacdo de que se
tratava de uma cepa moderadamente resistente. Estes exemplares foram incluidos
na esperanga de virem a apresentar muitas lesbes encapsulantes em torno de
esporocistos e cercarias. Foram examinados ainda exemplares colhidos no campo,
na regiao de ltaquara (IT) - BA, que se revelaram naturalmente negativos. Todos os
moluscos de FS/IT foram expostos a 20 miracidios do S. mansoni
(cepa FS — ANDRADE & SADIGURSKY, 1985) e sacrificados em diferentes intervalos de
tempo durante e apds o periodo pré-patente; sendo divididos em dois grupos
distintos:

A - Grupo Controle: caramujos ( 08 - 20mm ) normais, nao infectados.

B - Grupo Infectado: caramujos ( 08 - 20mm ) subdivididos em 3 subgrupos,

apos verificacdo de positividade e de acordo com média quinzenal de

eliminacao de cercarias; de acordo com a classificagdo proposta por FRANDSEN

(1979):

Subgrupo 1 - Caramujos muito compativeis (classe 5): caramujos infectados e

que estejam eliminando entre 150,1-500 cercarias.

Subgrupo Il - Caramujos compativeis (classe 4): caramujos infectados e que

estejam eliminando entre 50,1 - 150 cercarias.
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Subgrupo lll - Caramujos muito pouco compativeis (classe 2): caramujos

infectados ou expostos e que estejam eliminando entre 0 - 10 cercarias.

5.2 Criagao dos Moluscos

Os exemplares de Feira de Santana e Itaquara foram coletados,
aleatoriamente, dos aquarios de criagdo apdés um periodo de 40 - 60 dias quando,
entdo, haviam atingido a maturidade sexual. Em seguida, foram colocados em
pequenos cristalizadores contendo 3 litros de agua desclorificada e sem terra; sendo
selecionados para os grupos controle e experimental ao atingirem 8 - 20mm.
SzumMLEWICZ (1958) admite que o tamanho tem mais importancia que a idade do
molusco e, assim, exemplares de B. glabrata atingem a mafuridade sexual em torno
de 7,7 a 8,9 mm ou, segundo BARBOSA & SILVA (1951) prestes a completar o seu
quarto giro. Estes animais foram, entdo, expostos a 20 miracidios do S. mansoni
(cepas FS), como descrito no item 5.3. Este procedimento permite uma maior
chance de infec¢éo, uma vez que, apenas cerca de 30% dos miracidios sdo capazes
de penetrar e evoluir em B. glabrata (CHERNIN & ANTOLICS, 1975). ApOs exposicao,
cada caramujo foi colocado, individualmente, em frascos de 180 ml. Durante o
periodo pre-patente, os exemplares foram alimentados, 3 vezes por semana, com
folhas de alface fresca previamente lavadas em agua desclorificada onde
acrescentava-se 1 ml de acido acético para cada 5 litros; racédo para rato em po,
misturada a 10% de carbonato de calcio e leite em p6. A fim de evitar-se a
proliferacdo de fungos e bactérias nos frascos, a agua foi trocada periodicamente,
sempre que observada a presenga excessiva de detritos organicos ou opacificagdo

da mesma.
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5.3 Infeccao Experimental dos Moluscos

Oito (8) camundongos suigos, com no minimo 50 dias de infecgao pelo S.
mansoni, foram anestesiados com éter etilico e sacrificados pelo deslocamento da
coluna cervical. Apos tal procedimento fez-se a retirada dos figados os quais foram
esmagados em um tamis Granutest, USBS 40, com abertura de 0,42mm — numero
35. Colocou-se, entdo, o material em um célice de sedimentagéo, completando com
salina a 0,85% e levou-se a geladeira por 50 minutos. Decorrido este tempo
desprezou-se 0 sobrenadante, adicionou-se nova salina a 0,85%; levando-se
novamente a geladeira por mais 50 minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado e adicionou-se agua destilada ao recipiente, despejando todo o contetido
do calice em um vasilhame de boca larga (tipo cristalizador) que foi deixado sob luz
intensa (3 lampadas de 60 watts) por 30 minutos. Em seguidz, transferiu-se o liquido
para um baldo volumétrico envolto em papel escuro, deixando-se apenas o gargalo
descoberto, por um tempo de 10 a 20 minutos exposto a luz. Retirou-se 1 ml do
liquido do gargalo, contou-se o numero de miracidios e ajustou-se o inéculo
necessario para obtengdo de 20 miracidios/ml. Fez-se, a partir dai, a infeccao
individual dos moluscos colocados em pequenos pogos de placas de cultura; onde
foi acrescentado um pequeno volume de agua, o suficiente para que cada animal

ficasse totalmente submerso.

5.4 Selegao dos Moluscos
5.4.1 Teste de Positividade
A partir da 42 semana (= 28 dias), foi realizado quinzenalmente o teste de

positividade para eliminagéo de cercarias no qual os moluscos foram lavados em



agua corrente e colocados individualmente em vidros pequenos de 50ml, com cerca
de 4 ml de agua e expostos a um foco de luz (3 ld&mpadas de 60w), durante 1 hora.
Decorrido este tempo de exposicdo os vidros foram examinados sob microscépio
esteroscopio e os animais retirados dos frascos onde foi acrescentado 1 ml de
Nynhidrina para fixagao e coloragdo das cercarias. O conteudo de cada frasco foi,
entdo, derramado em placas de Petri forradas com papel filtro devidamente
identificados e colocados na estufa a 50 °C durante 2 a 3 horas ou em temperatura
ambiente por 48 horas para secagem. A contagem das cercdrias coradas e presas
ao papel filtro foi realizada com o auxilio de uma lupa estereoscépica, um contador
de células e uma circunferéncia plastica milimetrada colocada sobre o papel filtro. Os
valores obtidos foram somados e divididos pelo numero total de observagées,
obtendo-se assim uma média aritmética para cada exemplar até o momento do
sacrificio. Os resultados obtidos permitiram que os animais fossem agrupados
conforme os indices de compatibilidade calculados de acordo com FRANDSEN (1979)

e enquadrados nos subgrupos descritos anteriormente.

5.5 Postura

Pequenas placas de isopor foram colocadas nos frascos de cada exemplar
exposto e controle. Uma vez por semana até o sacrificio (= 64 dias), periodo no qual
verificou-se uma alta taxa de mortalidade para os exemplares da linhagem
proveniente de Feira de Santana, as desovas foram retiradas com auxilio de uma
espatula e colocadas em uma gota de agua sobre uma lamina de vidro. Cada

amostra foi, entdo, contada sob microscopio estereoscépico e os dados registrados.



5.6 Acompanhamento do Crescimento

Cada exemplar foi colocado sobre um papel milimetrado onde estavam
demarcados varios raios de circunferéncia correspondentes aos diversos tamanhos
da concha. Este procedimento foi realizado no inicio do experimento e no momento
do sacrificio afim de verificar a interferéncia da infeccéo sobre a taxa de crescimento

de cada animal (dados ndo demonstrados).

5. 7. Processamento do Material Histolégico
5.7.1 Técnica de Fixagdo e Coloragao para Microscopia Optica
5.7.1.1Hematoxilina-Eosina/Sirius-Vermelho/Orceina/Resorcina-Fucsina de Weigert
Exemplares de cada grupo foram anestesiados com cristais de mentol por 4
horas (BARBOSA ET AL., 1960). Em seguida procedeu-se a quebra da concha; sendo a
parte mole retirada com o auxilio de pequehas pingas oftalmicas. No momento da
fixagao, tomou-se 28 ml do fixador Bouin adicionando-se 2 ml de acido acético onde
o material permaneceu por 4 - 6 horas. Decorrido esse tempo, o material foi
transferido para pequenos frascos de plastico e conservados em alcool a 70% ou
formol millong a 10%; de acordo com a técnica de coloragdo, até o momento da
inclusdo em parafina. Os blocos foram submetidos a cortes escalonados ou seriados
de 5 micrébmetros de espessura, os quais foram corados com hematoxilina/eosina,
sirius - vermelho para fibras colagenas, orceina para fibras elasticas e resorcina de
Weigert com prévia oxidagdo para evidenciagao de fibras oxitalamicas e elauninicas

do tecido elastico.
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5.7.1.2 Giemsa/Vermelho Neutro

A concha de caramujos normais e infectados foi lavada em agua destilada e
limpa em alcool a 70%; secando-se em papel filtro. Apds tal procedimento, os
exemplares foram perfurados com agulha de 13 x 4mm, préximo a regiao
cefalopodal. A hemolinfa extravazada foi coletada em placas de Petri. Usou-se uma
pipeta automatica de 20ul e acondicionou-se a hemolinfa em placas de cultura
estéreis mantidas sobre o gelo; deixando-se descansar por 5 minutos para
deposicao dos residuos da concha. Pequenas amostras de 10 pl foram colocadas
sobre laminas de vidro lavadas em solugao de sulfocromica e deixadas incubando
por 30 minutos a 22 °C. Por inclinagdo das laminas, a hemolinfa foi removida
obtendo-se uma camada de hemocitos aderidos. As laminas foram fixadas em alcool
metilico por 5 minutos, coradas com giemsa ou vermelho neutro por 20 minutos e
observadas ao microscopio 6ptico da marca Leica Galen Ill para contagem e

verificagao dos subtipos celulares sendo utilizado 10 campos em objetiva de 40 x.

5.7.2. Técnica de Fixagao e Coloragao para Microscopia Eletronica
5.7.2.1 Tecidos

Animais de cada grupo foram anestesiados e sacrificados como descrito no
item 5.7.1. Os fragmentos obtidos foram fixados em glutaraldeido a 2% + tampao
cacodilato a 0,2M, na proporcao de 1:1, durante uma hora em temperatura de 4°C,
sofrendo lavagens rapidas em tampado cacodilato a 0,2M. Para poés-fixagao foi
utilizada uma mistura de tetréxido de ésmio a 2% + cacodilato 0,2M, na proporgao
de 1:1, por uma hora em temperatura de 4°C. Decorrido este tempo, o material foi
lavado em cacodilato a 0,2M a temperatura ambiente e desidratado em acetona.

Dando continuidade ao processamento, o material foi colocado em uma mistura de
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resina Poly-bed 812 e acetona pura por uma hora a temperatura ambiente, seguindo
impregnacgao, por 12 horas (“‘overnight”), em resina pura no vacuo e temperatura
ambiente e posterior emblocamento em moldes plasticos, previamente secos em
estufa a 37°C. Estes moldes foram colocados na estufa, durante 3 dias a 60°C a fim
de que a resina polimerizasse. Ap6s polimerizacao, estes moldes foram levados ao
ultramicrotomo de marca Reichert-Supernova onde foram feitos cortes semi-finos de
0,5um. Selecionados os melhores cortes, foram feitos cortes ultrafinos de 450 A, os
quais foram contrastados com acetato de uranila, e depois em citrato de chumbo

para analise ao microscépio eletrénico da marca Zeiss, sob 50 mV.

5.8 Técnica de Quantificagao da Hidroxiprolina

O teor de colageno foi quantificado a partir da dosagem de hidroxiprolina
realizada de acordo com o método de BERGMAN & LOXLEY (1963); caramujos normais
e infectados, apds sacrificio, foram pesados e fixados em formol millonig a 10%.
Paralelamente, fragmentos de figado com pesos similares aos obtidos na pesagem
dos moluscos, foram coletados de camundongos normais e infectados com 100
cercarias e fixados como descrito acima. Em seguida, todos os fragmentos foram
hidrolizados por 9 e 18 horas, respectivamente, a 110 °C em 5 ml de cloreto de
sodio (HCI - 6N). Apoés digestao, acrescentou-se 5 ml de égua destilada, sendo o
total da amostra filtrada para retirada de impurezas e sedimentagdo. As amostras
foram neutralizadas em hidroxido de sédio (NaOH - 10N) e HCI a 6N.
Subsequentemente, 100yl de cada amostra foi colocado em tubos teste,
previamente lavados, acrescentando-se agua destilada para ajustar o volume final a
200ul. Concomitantemente, foram preparados os padroes que continham 50,

100,150 e 200p! de hidroxiprolina de peso molecular previamente conhecido. Foram
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100,150 e 200 ul de hidroxiprolina de peso molecular previamente conhecido. Foram
acrescentadas em todos os tubos as solugbes A (cloramina T + tampéao citrato
acetato) e B (reagente de Erlichs + &lcool isopropanol). Em seguida, todas as
amostra foram colocadas em banho maria 60 °C por 25 minutos e feita a leitura, com
o comprimento de onda de 558nm, em espectofotometro da marca Hitachi 200. Os
resultados finais obtidos foram calculados levando-se em conta a densidade 6ptica,
a diluicao, o peso do fragmento e um fator relativo ao padrao da curva. O conteudo
de hidroxiprolina foi expresso em umol por grama de tecido. Como o umol deste
aminoacido equivale a 1 mg de colageno, os resultados passaram a ser expressos e

miligrama de colageno por grama de tecido.
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6. RESULTADOS

6.1. Dados Malacolégicos

Os exemplares que exibiram uma alta taxa de eliminagédo de cercarias até o
momento do sacrificio apresentaram conchas quebradigas, pouco espessas e
esbranquicadas. Os animais controle, nao-infectados, aprecentaram conchas mais

resistentes, brilhantes e de coloragdo marrom-escuro.

Nos cinco exemplares infectados (cepa FS) observou-se um menor numero de
ovos quando comparados aos exemplares normais (graficos 01a, 01b). Em alguns
momentos verificou-se, inclusive, que a capsula ovifera estava apenas constituida
pelo envoltério gelatinoso protetor. Ao final do experimento, verificou-se auséncia de

postura indicando castragcao parasitaria.

Os caramujos da linhagem FS (subgrupo IlI) representam um grupo de
exemplares que, segundo a classificagdo de Frandsen (1979), podem ser
considerados como pertencentes a classe 4 (50,1 - 150 cercarias) (grafico 03); onde
80% mostraram-se positivos (grafico 02a). Entretanto, observou-se que em alguns
exemplares a taxa de eliminagao era nula ou inferior a apresentada pelo grupo como
um todo. Constatou-se, ainda, que os animais expostos estavam negativos até a 42
semana (=28 dias). A partir deste momento, o nimero de positivos foi crescente e a
produgao cercariana se tornou mais intensa por volta da 92 semana (+/- 63 dias)
(grafico 04). Este periodo coincidiu com o aumento na taxa de mortalidade

(dados nao demonstrados).

Os caramujos proveniente de Itaquara (= cepa IT) ndo evidenciaram eliminagéao
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cercariana ap6s 6 meses de observagao (04/99 — 10/99). Quando expostos,
experimentalmente, a 20 miracidios do S. mansoni (cepa FS) comportaram-se como
um grupo de classe 2 (1-10 cercarias) — subgrupo Il (grafico 03); onde apenas 20%
dos animais mostraram-se positivos (grafico 02b). Nestes casos, a taxa de

eliminagao foi superior, a apresentada pelo grupo FS, no 35° dia da exposi¢ao.

Estes parametros nado foram avaliados nos animais provenientes de Belo
Horizonte, uma vez que, o numero de exemplares cedidos foi bastante reduzido

(n=6).
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Grafico 01a: Numero total de ovos obtido até o momento do sacrificio.
(64 dias pés-exposicéo) (cepa FS; n=05).
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Grafico 01b: Numero total de ovos obtidos até o momento do sacrificio.

(64 dias pds-exposicao) (cepa FS; n=05).
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Grafico 02a: Taxa de Positividade para infecgao (95 dias pds-exposi¢édo) (n=24).
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Grafico 02b: Taxa de Positividade para infecgao (95 dias pés-exposicéo) (n=24).
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Grafico 03: Média total de cercarias eliminadas em cada grupo experimental.
(95 dias pos-exposicao) (FS: cepa Feira de Santana; IT: cepa Itaquara) (n=24).

mFs
15 T

cercarias/ml
N
o

35 dias 50 dias 65 dias 80 dias 95 dias
tempo

Grafico 04: Média de cercarias obtidas em cada dia de exposicgao.
(95 dias pos-exposicao) (FS: cepa Feira de Santana; IT: cepa Itaquara) (n=24).
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6.2 Dados Histologicos
6.2.1 Microscopia Optica
6.2.1.1 Tecidos

As analises realizadas através da microscopia Optica revelaram que todos os
exemplares do Grupo Controle (ndo-expostos) apresentavam caracteristicas
histologicas de normalidade; com tecido intersticial rico em espagos lacunares onde
se pOde observar acumulo de hemolinfa. A matriz extracelular & escassa nos
caramujos, existindo todavia areas, como na regido cefalopodal, onde aparecem
muitas fibras que se coram pelo sirius - vermelho e que se tornam birrefringentes
sob luz polarizada (Fig. 02a). Também aparecem algumas fibras orceina - positivas.
As fibras colageno - simile aparecem formando alguns feixes frouxos e isolados
entre as glandulas digestivas, nidamental, do albumen e no ovoteste, sempre
acompanhadas de algumas fibrilas orceina - positivas (Figs. 02b e 02c). Nas
preparagdes examinadas ao microscopio eletrénico, o mais comum foi o encontro de
fibrilas isoladas (microfibrilas), algumas com diametro bem mais reduzido que as
fibrilas que exibiam esbogo de periodicidade. O encontro de feixes de fibras foi
excepcional. Algumas glandulas mostravam células fortemente coradas em azul pelo
método do alcian blue. Sao provavelmente células secretoras de
mucopolissacarideos, observadas na regidao do colar do manto (Fig. 02d). Nestes

locais, nao foi detectada a presencga das formas parasitarias do S. mansoni.

Nos caramujos infectados, as reagdes em torno e/ou nas proximidades de
esporocistos e cercarias foram particularmente consideradas. Nas fases iniciais da
infecgdo, nos exemplares da cepa FS, as numerosas formagdes parasitarias

encontradas, apenas deslocavam e comprimiam as estruturas teciduais dos

29



moluscos, especialmente na regido das glandulas digestivas, nas por¢des sacular e
tubular do rim e no ovoteste e, em menor grau, nas glandulas nidamental e do
albumen (Figs. 03a e 03b). Em fases mais tardias (entre a 122 e 15 semana) as
reacoes tissulares se tornaram progressivamente mais evidentes. Células de nucleo
vesiculoso e citoplasma amplo e fracamente eosinofilico (= hemaocitos) apareciam
em numero crescente, num tecido intersticial escasso e edemaciado. Estas células
eram muito regulares em tamanho e aspecto e ndo apresentavam atividade mitética
evidente. Estavam presentes em todas as estruturas dos moluscos, acumulando-se
em muitas areas, especialmente naquelas mais parasitadas. Em torno de
esporocistos e cercarias, os hemocitos se dispunham num manto difuso ou
concentricamente, neste ultimo caso formando estruturas encapsulantes frouxas
e/ou compactas, que nas fases mais avangadas pareciam formar anéis concéntricos
de células e fribras ou fibrilas (Figs. 04a, 04b, 04c e 04d). Infiltragdes difusas,
espessas, similares as estruturas encistantes foram também observadas em torno
de varias formas parasitarias que estavam aparentemente integras (Fig. 05a). Os
esporocitos e as cercarias mostraram sinais evidentes de alteragdes regressivas
quando no seio dos hemdcitos. Transformavam-se em um material grumoso,
fortemente eosindéfilo, com material nuclear agregado (picnético) ou em varias fases
de desintegracao. Restos deste material desagregado podiam ser observados no
interior de células fagociticas. Este material fagocitado sofria modificagbes
progressivas. No interior de varios hemocitos foram identificados restos nucleares,
grumos arredondados e eosinéfilos e um material esférico, palido, homogéneo, cujo
didmetro variava, podendo chegar a ter quase 80% do tamanho da célula que o
continha (Figs.06a, 06b, 06¢ e 06d). Nestas formacgdes celulares, difusas ou focais e

encapsulantes, as fibras sirius - vermelho ou orceina - positivas, apareciam
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excepcionalmente. Formavam apenas alguns finos feixes isolados aqui e ali. Nas
lesbes encapsulantes, tais fibras, quando presentes, apareciam na periferia, sem
circunscrever totalmente a lesao (Figs. 07a, 07b, 07¢, 07d). Nos infiltrados difusos de
hemécitos, as fibras estiveram ausentes, a colegao celular assumindo o aspecto de
um compacto tecido epitelial, com limites celulares por vezes bem distintos. No seio
deste tecido, algumas células apareciam comprimidas, alongadas, pouco a pouco
simulando fibras com disposicdo paralela, mas sem reatividade para o

sirius - vermelho ou orceina (Figs. 08a e 08b).

Algumas estruturas parasitarias, especialmente a cabeca de cercarias ja bem
diferenciadas, apareciam fortemente coradas pelo sirius-vermelho, mas ndo exibiam
refringéncia sob luz polarizada (Fig. 09a). As seccgbes histolégicas coradas pela
orceina ou pela resorcina-fucsina de Weigert, para evidenciar fibras elasticas,
revelaram fibras orceina positivas, finas, raras e inconstantes em relagdo com os
hemdcitos infiltrantes (Figs. 10a, 10b e 10c). Nao foram observados sinais evidentes

de mitose nos hemécitos, seja nas lesdes encapsulantes ou nos infilirados difusos.

6.2.1.2 Hemolinfa

Dois tipos morfolégicos foram observados na hemolinfa coletada de
exemplares normais e infectados: células arredondadas pequenas e células de
citoplasma expandido representando, respectivamente, 20% e 80% do total de
celulas (Fig. 11a). Entretanto, nao se verificou a ocorréncia de variagdo numérica
estatisticamente significante (p=0,05) desta populagao celular nos periodos iniciais
da infeczao (grafico 05: 24h — 35d). Nos animais expostos sobreviventes, com baixa
taxa de eliminacdo de cercarias, o numero total de células obtido foi menor

(grafico 05: 49d -100d).
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Grafico 05: Médias de hemocitos obtidas em diferentes tempos da infecgéo.
Coleta de hemolinfa fresca (n = 4 por ponto; amostra 10ul) (h=horas; d=dias).
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6.2.2 Microscopia Eletronica
6.2.2.1 Ultraestrutura

As analises se concentraram na observagdo da morfologia dos hemdcitos e
nas suas relagées com a matriz extracelular. A morfologia dus hemacitos foi variavel,
tanto quanto ao tamanho, densidade do citoplasma, numero e disposicao dos
filopodios, presengca de organelas citoplasmaticas e caracteristicas nucleares. A
relagao destas células diretamente com estruturas parasitarias foi vista apenas em
algumas poucas preparag¢des. Os hemocitos presentes nos espacos intersticiais das
glandulas digestivas e ovoteste de animais parasitados apareceram geralmente
formados por uma membrana celular bem definida, citoplasma relativamente
escasso e um nucleo grande, excéntrico, rico em grumos de cromatina fortemente
condensada (heterocromatina). Nao foram observados hemécitos binucleados ou
multinucleados. Das organelas, foi relativamente frequente a presenga de
lisossomos primarios, como estruturas arredondadas e eletfodensas. Outras vezes,
em regides proximas as estruturas parasitarias, apareceram hemécitos com grandes
fagossomos (lisossomos secundarios) contendo grumos de formatos irregulares, de
eletrodensidade variavel, presumivelmente de origem esporocistica. Foram notadas
também algumas estruturas filamentosas, densas, concéntricas (figuras de mielina)
(Fig. 12a). Na regido perinuclear apareciam algumas mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e finos grumos eletrondensos (glicogénio)
(Figs. 13a, 13b e 13c). As estruturas mais salientes foram os filopodios, que
apareciam numerosos, fazendo contatos uns com outros na mesma célula ou com
células vizinhas e com a matriz extracelular, formando no conjunto um aspecto
labirintico caracteristico (Fig. 14a). Esta disposicao reticular mostra a existéncia de

um intensa interconexdo entre duas ou mais células. Entretanto, ndo foi constatada
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a presenca de sincicios ou a formagao de células gigantes multinucleadas (Fig. 14b).
Nos pontos de contato entre filopddios ou entre estes e as fibras da matriz
extracelular, nao foram vistas evidéncias de estruturas conectantes especializadas,
tais como zonas aderentes ou ocludentes. Os espagos entre os prolongamentos
estavam preenchidos por material amorfo, sob a forma de grumos com fraca
eletrodensidade, que ficavam aparentemente aprisionados entre os filipddios
(Figs. 14a e 14b). Por vezes aparecia material fibrilar, isolado ou formando feixes.
Alguns destes feixes exibiam fibrilas com grumos claros e escuros alternados, dando
a impressao da existéncia de periodicidade (Figs. 15a, 15b e 15c). Outros tipos
celulares, como fibroblastos, nao foram detectados nos espacgos intersticiais das

regides examinadas (glandulas digestivas e ovoteste).

34



6.2.3 Bioquimica
6.2.3.1 Dosagem de Hidroxiprolina

Os resultados obtidos com a dosagem de hidroxiprolina em fragmentos de
figado de camundongos normais e infectados com 100 cercarias apresentaram
diferengas significantes (teste t, p=0,05). Entretanto, quando correlacionados
caramujos normais inteiros x caramujos infectados inteiros o teor de hidroxiprolina

observado nao diferiu significativamente (teste t, p=0,05) ( tabela 1; graficos 6 e 7).

TABELA 01: COMPARAGCAO DO TEOR DE HIDROXIPROLINA OBTIDA NOS

QUATRO GRUPOS EXPERIMENTAIS

COMPARAGOES (GRUPOS)* DIFERENCAS VALOR
DAS MEDIAS DET
Frag. Figado Normal (FN) x Frag. Figado
Infectados (FI) 0,34 9,65

Frag. Figado Normal (FN) x Caramujos Inteiros
Normais (CN) 0,33 2,72

Frag. Figado Normal (FN) x Caramujos Inteiros
Infectados (Cl) 0,63 3,06

Frag. Figado Infectado (Fl) x Caramujos Inteiros
Normais (ClI) 0,36 6,52

Frag. Figado Infectado (FI) x Caramujos Inteiros
Infectados (Cl) 0,66 1.9

Caramujos Inteiros Normais (CN) x Caramujos ‘
Inteiros Infectados (CI) 0,65 1,67

p=0,05

sim

sim

sim

sim

e valor médio por grupo: (FFN)= 3,74; (FFI)= 6,99; (CIN)="4.64: (CIl)= 5,73
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Grafico 06a: Dosagem de hidroxiprolina em fragmentos de figado
de camundongos normais (n=5).
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Grafico 06b: Dosagem de hidroxiprolina em fragmentos de figado de camundongos
infectados com 100 cercarias (n=5).
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Grafico 07a:Dosagem de hidroxiprolina em caramujos normais inteiros
(cepa Feira de Santana) (n=5).
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Grafico 07b: Dosagem de hidroxiprolina em caramujos infectados inteiros
(cepa Feira de Santana) (n=12).
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6.3 PRANCHAS
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6.3.1 PRANCHA 1
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PRANCHA 1

1a Representacdo esquematica das células efetoras do sistema interno de defesa
dos moluscos. CE: células endoteliais; CR: células reticulares; CP: células poro; HC:
hemocitos circulantes; TC: tecido conectivo; V: vaso.

(Reproduzido de Knaap et al., 1990).

1b Regido do ovoteste de Biomphalaria glabrata (BH/MG) parasitada pelo
Schistosoma mansoni (LE/BH) apresentando reagao tecidual com a formag¢ao de uma
capsula de multiplas camadas celulares (hemécitos teciduais). Microscopia Optica,
hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

—»  capsula de multiplas camadas celulares

‘ Ovulo

[} esporocistos

1c Pseudodpodos, de um exemplar de B. glabrata (BH/MG) parasitado pelo S.
mansoni (LE/BH), englobando material claro possivelmente para ser exocitado.
Microscopia eletrénica, aumento 7.000 x.

—» Pseuddpodos I# exudato
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6.3.2 PRANCHA 2
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PRANCHA 2

2a Regiao do pé de um exemplar normal de B. glabrata (FS/BA) mostrando no
tecido conectivo vascular denso, abundancia de fibras birrefringentes (seta) quando
coradas pelo sirius-vermelho e observadas sob luz polarizada. Microscopia 6ptica,

sirius-vermelho. Aumento 250 x. (Reproduzido de Lemos, 1999).

2b Fibras do tecido conectivo localizadas entre o tegumento e o tecido adjacente
das glandulas digestivas de um exemplar normal de B. glabrata (FS/BA). Observar
que a membrana basal do tegumento também esta corada positivamente pelo
sirius - vermelho. Microscopia éptica, sirius - vermelho. Aumento 400 x.

— fibras tipo colageno — membrana basal

2c Matriz normal dos tubulos renais de B. glabrata (FS/BA) aparecendo bem
distinta a membrana basal. Microscopia Optica, sirius - vermelho. No espago

intersticial pode-se observar hemolinfa coagulada. Aumento 200 x.

2d Colar do manto onde podem ser observadas células ricas em

mucopolissacarideos (seta). Microscopia 6ptica, alcian-blue. Aumento 200 x
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6.3.3 PRANCHA 3
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PRANCHA 3

3a Proliferagdo parasitaria intensa no intersticio das gléndulas digestivas de B.
glabrata (FS/BA), onde ndo é observada a ocorréncia de reagbes teciduais por
parte do hospedeiro; que é francamente susceptivel. Molusco sacrificado aos 71
dias pds-exposicao. Microscopia optica, hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.

> esporocistos e cercarias

3b Proliferagdo de parasitas observada na regidao dos tubulos renais de um
exemplar de B. glabrata (FS/BA). Auséncia de reagdes teciduais por parte do
hospedeiro. Microscopia 6ptica, hematoxilina/eosina. Molusco sacrificado aos 71
dias pds - exposicao. Aumento 100 x.

—» esporocistos e cercarias
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6.3.4 PRANCHA 4
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PRANCHA 4

ASPECTOS EVOLUTIVOS DAS LES(~)ES~ ENCAPSULANTES EM
DIFERENTES REGIOES E TEMPOS DE INFECCAO.

4a Regigo do ovoteste de B. glabrata (FS/BA) parasitada pelo S. mansoni (FS/BA)
apresentando a formagdo de lesdes encapsulantes frouxas circundando
esporocistos em desintegragéo. Molusco sacrificado aos 135 dias pés - exposigao.
Microscopia optica, hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

—» camadas celulares concéntricas

4b Lesdo encapsulante de aspecto fibroso formada por camadas celulares de
citoplasma distendido. Observar a ocorréncia de duas formas parasitarias no centro
da reacdo. Regido das glandulas digestivas de um molusco sacrificado aos 135
dias pos - exposicdo. Microscopia éptica, hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

—» lesao encapsulante de aspecto fibroso

4c Lesao encapsulante isolada observada nas glandulas ‘uigestivas de B. glabrata
(FS/BA) sacrificado aos 71 dias. Nas camadas celulares mais externas é nitido o
“afinamento citoplasmatico” (seta). Microscopia 6éptica, hematoxilina/eosina
Aumento 400 x.

4d Lesbes encapsulantes compactas constituidas por diversas camadas celulares,
de aspecto morfolégico homogéneo, observadas na glandula nidamental de B.
glabrata (FS/BA) sacrificado aos 71 dias. No centro da reagdo podem ser vistos
parasitas em  degeneragdo. Microscopia O6ptica, hematoxilina/eosina.
Aumento 400 x.

— camadas celulares
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6.3.5 PRANCHA 5
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PRANCHA 5

5a Formacgao infiltrativa espessa similar a uma estrutura encistante em torno de
varias formas parasitarias do S. mansoni (FS/BA) em proliferacdo. Regido das
glandulas digestivas de B. glabrata (FS/BA) sacrificado aos 105 dias

pos-exposicdo. Microscopia optica, hematoxilina/eosina. Aumento 200 x.



PRANCHA 5




6.3.6 PRANCHA 6
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PRANCHA 6

ASPECTOS ILUSTRATIVOS DE ALTERAGOES REGRESSIVAS DE
ESTRUTURAS PARASITARIAS ISOLADAS.

6a Material grumoso em degeneragao (= formas parasitarias) localizado no centro
da reacéo infiltrativa (setas). Regido ao redor do intestino de B. glabrata (BH/MG)
sacrificado aos 58 dias pds-exposigdo. Microscopia éntica, hematoxilina/eosina.

Aumento 400 x.

6b Infiltragdo hemocitica difusa nas glandulas digestivas de B. glabrata (FS/BA)
sacrificado aos 105 dias poés-exposicdao. Material fagocitado eosinofilico €
observado no centro da reagéo (setas). Microscopia Optica, hematoxilina/eosina.

Aumento 400 x.

6¢c Grumos arredondados e eosinofilicos em estagio mais avancado de
degeneragao (setas), podendo ser observados no interior dos hemdcitos
fagociticos. A lesdo tecidual formada é similar a um pequeno granuloma. Regido ao
redor do intestino de B. glabrata (BH/MG) sacrificado aos 58 dias p6s-exposi¢ao.

Microscopia Optica, hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

6d Ovoteste de Biomphalaria glabrata (BH/MG) exposto a 20 miracidios do S.
mansoni (LE/BH) sem eliminar cercarias 90 dias pés-exposicdo. Observar a
ocorréncia de um granuloma na auséncia de material parasitario em degeneragao.

Microscopia 6ptica, hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.
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6.3.7 Prancha 7
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PRANCHA 7

ILUSTRAGAO DAS RELAGOES ENTRE FIBRAS DO TECIDO CONECTIVO E
ESTRUTURAS REACIONAIS.

7a Discreta reacao celular em torno de larvas do S. mansoni (FS/BA). A ocorréncia de
fibras coradas pelo sirius-vermelho é quase inexistente e observada como finos feixes
isolados na periferia da reagao (setas). Glandulas digestivas parasitadas em um molusco
B. glabrata (FS/BA) sacrificado aos 135 dias p6s - exposi¢do. Microscopia optica, sirius-

vermelho. Aumento 400 x.

7b Fibras do tecido conectivo (setas) periféricas a uma reagao hemocitica infiltrativa no
ovoteste de um molusco B. glabrata (FS/BA) sacrificado aos 135 dias pds-exposigéao.

Microscopia oOptica, sirius-vermelho. Aumento 250 x.

7c Lesao encapsulante circundando parasita em degeneracao. Na periferia da lesao sao
observadas fibras corando-se positivamente pelo sirius-vermelho. A coloragdo da
membrana basal dos Iébulos do ovoteste também é evidente. Molusco sacrificado aos
105 dias poés - exposi¢ao. Microscopia 6ptica, sirius-vermelho. Aumento 200 x.

—® fibras coradas pelo sirius-vermelho —» membrana basal

» les&o encapsulante

7d Maior detalhe da regido periferica a lesdo. Fibras coradas pelo sirius - vermelho

(setas). Microscopia 6ptica, sirius-vermelho. Aumento 400 x.
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PRANCHA 8

8a Glandula nidamental com proeminente infiltragdo hemocitica, no seio da qual
sdo observadas células alongadas de aspecto morfolégico homogéneo. Nos
demais 6rgaos a proliferacao parasitaria ocorre na auséncia de reagcédo. Molusco
Biomphalaria glabrata (FS/BA) sacrificado aos 71 poés-exposi¢do. Microscopia

optica, hematoxilina/eosina. Aumento 200 x.

8b Maior detalhe da figura anterior. As celulas alongadas estdo comprimidas
simulando fibras de disposicdo paralela (setas), sem reatividade para o
sirius-vermelho ou orceina. Microscopia Optica, hematoxilina/eosina. Aumento

400 x.



PRANCHA 8




6.3.9 PRANCHA 9
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PRANCHA 9

9a Infiltragao celular difusa (canto superior esquerdo) onde aparecem parasitas em
degeneragdo. Em paralelo, sdo observadas duas lesdes encapsulantes frouxas
englobando cercarias com coloracao inespecifica pelo sirius - vermelho (seta) na
regido da cabega. A membrana basal do epitélio aparece novamente positiva para
o sirius - vermelho. Molusco sacrificado aos 71 dias pds-exposigao. Microscopia

optica, sirius - vermelho. Aumento 200 x.
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6.3.10 PRANCHA 10
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PRANCHA 10

10a Cercaria observada proxima a regido epitelial onde ha a ocorréncia de fibras
orceina positivas na tunica externa (setas) das glandulas digestivas de B. glabrata
(FS/BA) sacrificado aos 135 dias pds - exposi¢ao. Microscopia Optica, orceina.

Aumento 200 x.

10b Reacao infiltrativa difusa onde sdo observados varios parasitas. Nado ha
marcacao para fibras elasticas no seio desta reagdo. Alguns finos feixes isolados
sdo observados na periferia (setas). Glandula nidarhental de um exemplar
sacrificado aos 135 dias po6s-exposigdo. Microscopia Optica, orceina. Aumento

200 x.

10c Reagao encapsulante nas glandulas digestivas onde é observada a ocorréncia
de fibras orceina-positivas na periferia, sem circunscrever totalmente a leséo
(setas). Molusco sacrificado aos 135 dias poés-exposi¢cao. Microscopia Optica,

orceina Aumento 400 x.



PRANCHA 10




6.3.11 PRANCHA 11
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PRANCHA 11

11a Amostra de hemolinfa fresca (10 ul) de um exemplar de B. glabrata (FS/BA)
normal onde sdo observadas células de nucleo arredondado e citoplasma
distendido (*hemdcitos fagociticos”), com prolongamentos. Também s&o
observadas células redondas que nao apresentam proje¢des citoplasmaticas
(“hialinécitos”). Microscopia 6ptica, Giemsa. Aumento 400 x.

hemocitos fagociticos =4 hialinocitos
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6.3.12 Prancha 12
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PRANCHA 12

12a Hemécito tecidual mostrando um nucleo grande, excéntrico, rico em grumos de
cromatina fortemente condensada (heterocromatina). Na regiao perinuclear aparecem
alguns corpos eletrodensos (lisossomos primarios) e dois fagolisossomos: no primeiro séao
observadas laminagdes concéntricas em torno do vacuolo (figura de mielina) e o segundo
é representado por um vacuolo onde aparece um lissossomo primario fazendo aderéncia
e ligeira protusdo para o interior onde se notam restos de membranas
(vacuolo fagocitico). Microscopia eletrénica, aumento 12.000 x.

—» heterocromatina —p lisossomos primarios

—> figura de mielina ‘ vacuolo fagocitico



PRANCHA 12




6.3.13 Prancha 13

(figura 13 a)
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PRANCHA 13

13a Célula no canto inferior esquerdo com nucleo excéntrico € numerosos corpusculos
eletrodensos (lisossomos primarios). Célula no canto direito com citoplasma bastante
distendido onde sao vistas algumas mitocéndrias de cristas escassas e varios granulos de
glicogénio. Nesta célula, o nlcleo apresenta um nucléolo proeminente. Microscopia
eletrénica, aumento 3.000 x.

‘ lisossomas primarios s mitocondrias

—® granulos de glicogénio — nucléolo
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6.3.14 PRANCHA 13

(FIGURA 13b)
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PRANCHA 13

13b Detalhe do complexo de Golgi (setas). Organela bem desenvolvida nos
hemécitos teciduais visto que esta estrutura é responséavel pela formagéo dos

lisossomos. Microscopia eletronica, aumento 30.000 x.
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6.3.15 PRANCHA 13

(FIGURA 13c)
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PRANCHA 13

13c Detalhe dos NUMErosos corpusculos eletrodensos
(lisossomos primarios — setas) presentes no citoplasma dos hemocitos teciduais.

Microscopia eletrénica, aumento 7.000 x.
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6.3.16 PRANCHA 14

(FIGURA 14a)
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PRANCHA 14

14a Aspecio geral de um hembécito tecidual mostrando os numerosos
prolongamentos citoplasmaticos (filopodios) longos e finos que formam um
emaranhado no intersticio do qual aparece um estroma abundante e amorfo

(setas). Microscopia eletronica, aumento 3.000 x.
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6.3.17 PRANCHA 14

(FIGURA 14b)
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PRANCHA 14

14b Hemocitos teciduais formando uma rede intercomunicante nas malhas da qual
aparece novamente um estroma fibrilar escasso (setas). Nao ha formagéo de

sincicios celulares. Microscopia eletrénica, aumento 7.000 x.
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6.3.18 PRANCHA 15

(FIGURA 15a)
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PRANCHA 15

15a Microfibrilas dispersas no estroma (setas). Microscopia eletrénica, aumento

3.000 x.
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6.3.19 PRANCHA 15

(FIGURA 15b)
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PRANCHA 15

15b Diferenciagao de fibrilas na matriz extracelular, com pequenos grumos claros e
escuros, sugerindo a presenga de periodicidade (setas). Microscopia eletrénica,

aumento 12.000 x.



PRANCHA 15
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6.3.20 PRANCHA 15

(FIGURA 15c¢)
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PRANCHA 15

15¢ Maior detalhe das fibrilas na matriz extracelular. Os grumos de densidade
variavel estdo mais nitidos (setas). Similaridade com as fibrilas colagenas dos

verebrados. Microscopia eletrénica, aumento 20.000 x.



PRANCHA 15




7 DISCUSSAO

Inicialmente nosso estudo teve como objetivo verificar a participagao da matriz
extracelular nas reagbes de defesa que os moluscos B. glabrata, com diferentes
graus de resisténcia, exibem contra as formas evolutivas do S. mansoni. Através da
analise de secgdes histologicas, de observagdes ao microscopio eletrénico e da
dosagem bioquimica de hidroxiprolina, o que chamou mais a atencéo foi a quase
auséncia de componentes da matriz associados as lesées, fossem elas difusas ou
localizadas (complexos encapsulantes). Deste modo, ndo podendo ser considerada
como uma participagao significativa. Este aspecto constitui um nitido contraste com
o que habitualmente acontece com as reagdes inflamatérias crénicas em animais
situados em pontos mais elevados da escala zoolégica. Nos vertebrados
esquistossomaticos, por exemplo, os ovos maduros alojados nos tecidos provocam o
aparecimento de um granuloma periovular que geralmente € acompanhado pela
proliferagcéo do tecido conjuntivo onde ha sintese, deposicédo e posterior degradagao
de colageno. Como ja suspeitado ha muito tempo, as reagdes de defesa observadas
em B. glabrata contra o S. mansoni sao, de fato, bem primitivas, ficando
exclusivamente as custas das células tipo macrofagico (=hemécitos fagociticos).
Todavia, muitos achados morfolégicos simulavam uma participagdo mais saliente da
matriz extracelular, tendo sido mesmo considerados como “fibrosantes” ou
“cicatrizes” certas lesdes que ocorrem em animais resistentes (GODOY ET AL., 1997).
Na realidade, foram estas observagbes que estimularam a realizacdo do presente

estudo.

O caramujo tem uma matriz extracelular rica em material amorfo

(proteoglicanos), mas também contém uma variavel quantidade de fibras, tanto com
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caracteristicas de fibras colagenas, corando-se pelo sirius-vermelho e exibindo
birrefringéncia quando examinadas sob a luz polarizada do microscépio, como fibras
de tipo elastico, orceina-positivas (LEMOS, 1999). Em algumas les6es encapsulantes,
por vezes, apareciam fibras coradas pelo sirius-vermelho ou pela orceina,
concentricamente dispostas na periferia. Todavia, a ocorréncia dessas fibras poderia
ser explicada por sua pré-existéncia como constituinte basico do tecido desses
moluscos que, uma vez parasitados, apresentam reagdes teciduais de crescimento
expansivo comprimindo e comprometendo a organizagdo e o arranjo de tais
elementos. Estas fibras nunca chegavam a formar um anel completo e, no mais das
vezes, se limitavam a passar tangencialmente na periferia de uma ou mais lesdes
encapsulantes ou entre os hemocitos de uma infiltragao difusa. Como ja observado
por varios autores (HARRIS,1975; LIE ET AL., 1975, 1980) a ilusdo criada na
microscopia Optica da existéncia de fibrilas concéntricas separadas por nucleos
alongados nas lesbes encapsulantes &, na realidade, criada pelos filopddios dos
hemocitos, que se distendem e se tocam, formando uma verdadeira rede de
prolongamentos citoplasmaticos que circundam as estruturas parasitarias em

desintegragao.

Assim sendo, o estudo da matriz extracelular demonstrou que o aparecimento
de reacbes infiltrativas difusas, complexos encapsulantes e granulomas em
caramujos FS (subgrupos Il e IV) nao esta associado a sintese e deposi¢do de
colageno. A dosagem bioquimica de hidroxiprolina, aminoacido marcador desta
proteina, ndo demonstrou elevacao significativa na taxa desse elemento nos animais
infectados, quando comparados aos controles normais. Enquanto que, os

fragmentos de figado de camundongos esquistossomoéticos, com o mesmo peso de
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um caramujo, apresentaram um aumento no teor deste aminoacido, quando
comparados com fragmentos tomados de figados normais de camundongos.
Todavia, ainda restaria a possibilidade de tal quantidade de colageno ser tao
pequena nas lesdes dos caramujos, que estaria abaixo do limiar de detecgéo da

técnica.

PAN (1958) descreve a existéncia de fibroblastos no tecido conjuntivo de B.
glabrata normais. Este mesmo autor cita a possibilidade desta célula poder se
transformar em uma variedade de outros tipos celulares; inclusive nos “amebdcitos”
(=hemécitos fagociticos) que participariam ativamente dos mecanismos de defesa e
estariam envolvidos na reparagao das lesdes teciduais. Nos vertebrados, a ativagao
dos macrofagos permite que uma série de fatores, estimuladores da proliferagao
fibroblastica e producdo de colageno, sejam secretados. Parece, entao, que em
condi¢gbes patologicas (infeccado pelo S. mansoni), estas células descritas por PAN
n&o sao estimuladas a sintetizar tal proteina. E possivel, ainda, que nestes moluscos
as fibras tipo colageno, produzidas em condi¢cées normais, ndo sejam similares aos
colagenos tipo lll e |, caracteristicos da lesado fibrosante observada no figado dos
vertebrados esquistossomoéticos. Entretanto, se tais fibras ndo sdo constituidas de
verdadeiros colagenos do ponto de vista bioquimico e evolutivo, estdo muito
proximas disto. Estes resultados estado de acordo com os achados de HARRIS (1975)
e LIE ET AL. (1975; 1980) que verificaram a formagao das capsulas hemocitarias na
auséncia de fibras extracelulares. Nestes animais, estas reagdes séo tipicamente

celulares nao havendo participagdo dos componentes matriciais.

Nossas observagdes ultraestruturais, realizadas nos tecidos das glandulas
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digestivas e ovoteste, e aquelas feitas por LIE ET AL. (1980) revelaram apenas a
presenca de células com caracteristicas similares aos macrofagos ativados
(ricas em pseudoépodos, vacuolos fagociticos e numerosas organelas lisossémicas);
indicando que este tipo celular predomina nos tecidos patologicos destes animais.
BAYNE ET AL. (1980), demonstraram que o fenémeno do encapsulamento de
particulas pelo hemécito € acompanhado por fagocitose. Estas células, do mesmo
modo que os macrofagos dos vertebrados, seriam capazes de gerar radicais livres
citotéxicos como o superéxido e o perdxido de oxigénio (ADEMA ET AL, 1991), mas o
mecanismo preciso ainda € desconhecido. BEZERRA ET AL. (1997), demonstraram
que cerca de 80% dos hemdcitos, tanto de B. glabrata quanto de B. tenagophila
(Orbigny, 1835), tém capacidade de incorporar particulas de vermelho neutro, de
maneira semelhante aos macréfagos, sendo esta populagcdo denominada de
granulécitos. SouzAa (1999), demonstrou que a inoculagdo de silica em B.
tenagophila da linhagem Taim elimina parcialmente a populagdo de granulécitos da
hemolinfa, mas nado altera a atividade fagocitica dessas células e nao altera a
resisténcia destes caramujos a infecgdo por S. mansoni. Em mamiferos, o
tratamento com silica também produz a destruicdo de macréfagos. Nas preparacoes
obtidas para o presente estudo, ficou bem evidenciado de que o “cerco” das
estruturas parasitarias pelos hemocitos coincidia com a presenga, cada vez mais
nitida, dos sinais de degradagao extracelular dos parasitos (aumento da eosinofilia,
condensagdo nuclear, fragmentagdo citoplasmatica e nuclear, etc). Estudos
posteriores poderdao demonstrar toda a gama de produtos “citoxicos”, secretados
pelos hemocitos. Ao lado deste ataque aos parasitos situados no meio extracelular,
estruturas parasitarias menores (possivelmente esporocistos) foram encontradas

isoladas no interior do citoplasma dos hemocitos. Estas estruturas foram vistas ao
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microscépio eletrénico como esferas ou discos amorfos, delimitadas por membranas,
no interior do citoplasma de hemdcitos, ao lado de lisossomos ou no interior de
fagossomos. Estes achados comprovam a atividade fagocitica dos hemdcitos
confirmando sua semelhanga morfolégica e principalmente funcional com os

macréfagos de mamiferos.

Células que apresentavam caracteristicas ultraestruturais de hialinécitos, como
descritas por HARRIS (1975) e SMINIA & BARENDSEN (1980) nao foram detectadas a
nivel tecidual, mas na coleta de hemolinfa periférica foi possivel a identificacdo de
um pequeno numero de células esféricas, com nucleo grande e citoplasma hialino
escasso. Segundo RATCLIFFE ET AL. (1985), estas células sdao menores que as
células de citoplasma expandido e lembrariam morfologicamente as células da
linhagem linféide dos vertebrados sendo também capazes de gerar linfocinas que
atuariam como mediadores celulares na resposta imune destes animais. Segundo
KLEIN (1989), os invertebrados ndo apresentam as varias linhagens linfocitarias, nao
reconhecendo diferentes determinantes antigénicos. E, como consequéncia, uma
apropriada selecdo clonal de linhagens nao ocorre apos a apresentagdo de
“‘particulas estranhas”. Como ndo foram realizados estudos ultraestruturais,
histoquimicos e imunocitoquimicos destas amostras da hemolinfa fresca, existe a
possibilidade da identificagdo de células monociticas como linfécitos. MOORE & LowE
(1977) descreveram a presenca de linfécitos pequenos na hemolinfa circulante e no
tecido conectivo do bivalvo Mytilus edulis (Linné, 1758) Estes autores sugeriram que
os linfécitos e os macrofagos aparentemente representavam uma UGnica série de
maturagdo. Admitiram que os linfocitos observados sao anadlogos aos hialindcitos

descritos por FOLEY & CHENG (1972, 1974) em C. virginica e M. mercenaria. Segundo



BARRACO (1993), seu aspecto “hialinocitico” é tipico de uma celula com um namero
consideravel de ribossomas livres, aparelho de Golgi rudimentar e reticulo
endoplasmatico granular pouco desenvolvido. Contudo, a autora assume que
somente observacdes morfolégicas ndao podem determinar se os hialinécitos e os
granuldcitos representam estagios diferenciados de um mesmo tipo de hemdcito ou
aparecem como populacdes celulares distintas com diferentes origens e fungdes.
MATRICON-GONDRAN & LETOCART (1999) citam que este tipo celular em B. glabrata
nao oferece um bom critério para reconhecimento, como por exemplo a presenga de
granulos secretorios especificos como aqueles observados em outros invertebrados
incluindo os bivalvos ou granulos peroxidoreativos presentes nos hemocitos de L.
stagnalis (SMINIA ET AL, 1982; ADEMA ET AL., 1992) ou Lymnaea truncatulata
(Muller, 1774) (MONTEIL & MATRICON-GONDRAN, 1993). MATRICON-GONDRAN (1990) ja
havia relatado que observagbes feitas em diferentes locais do mesmo caramujo
podem revelar tipos distintos de hemécitos. Varios autores tém reconhecido a
existéncia de subpopula¢gées hemociticas, dependendo da idade (DIKKEBOOM ET AL.,
1984), do conteudo enzimatico (GRANATH & YOSHINO, 1983) ou de moléculas de
superficie (YOSHINO & GRANATH, 1985), mas ha poucos dados sobre suas
caracteristicas citologicas e enzimaticas. Embora seja bem evidente que a hemolinfa
apresenta, pelo menos, dois tipos distintos de células. Entretanto, nas reagdes
celulares contra o S. mansoni, somente um Unico tipo celular aparece: os hemécitos
fagociticos. As alteragbes morfolégicas observadas em tais células podem
facilmente ser interpretadas como estagios funcionais diferentes de um mesmo tipo
celular. Nos animais superiores, todos os tipos de células sanguineas sao derivadas
de um unico tipo de célula-tronco primitivo pluripotencial que se diferencia em cinco

tipos de células-tronco unipotenciais, cada um comprometido com uma diferente
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linhagem de desenvolvimento: hemdacias, granulécitos, linfocitos, mondcitos e
plaguetas. A descricao prévia tipo macrofagica nos leva a crer que os hemaocitos
teciduais observados apresentam precursores monociticos. E, como tais, ao
migrarem para os tecidos possuem um grande conteldo de enzimas hidroliticas e
uma grande capacidade de fagocitose; onde englobam e destroem o agente
agressor como parte do processo de restabelecimento da fungdo normal do
hospedeiro. JEONG ET AL. (1983) ja haviam descrito a ocorréncia de um 6érgao
hematopoiético em B. glabrata responsavel pela produgcdo de ameblobastos

primarios e secundarios e amebdcitos (= granulécitos; hemécitos fagociticos).

A coleta de hemolinfa permitiu, ainda, a contagem do nimero de hemocitos
circulantes em alguns periodos da infecao pelo S. mansoni. A média total obtida
durante os primeiros dias poés-exposicdo nao diferiu entre o grupo controle
(ndo-exposto) e o grupo experimental. Entretanto, foram demonstradas flutuagtes
mais acentuadas nas amostras de hemolinfa fresca coletadas em fases mais tardias
da parasitose (+/- a partir da 72 semana). Varios estudos sobre a resposta
hemocitica de Biomphalaria a infecgdo pelo S. mansoni demonstraram, em
combinagbes compativeis, que a inalteragdo no nimero de hemécitos circulantes
pode ser explicada pela falta de resposta imune por parte do hospedeiro. REIS
(1995), ndo observou aumento significativo do nimero de células estreladas em B.
tenagophila inoculadas com hemolinfa de moluscos livres de infecgéo, antes ou apds
a exposigao ao S. mansoni. Este mesmo fato ocorreu nos moluscos expostos ao S.
mansoni e posteriormente inoculados com hemolinfa de caramujos infectados com
distomoxifidiocercarias. Estes efeitos poderiam ter sido provocados por mecanismos

de imunodepressédo. O decréscimo observado no grafico 7 deve ser considerado
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como uma significativa mobilizagdo destas células para os tecidos do hospedeiro
com o objetivo de eliminagdo do parasita e reparagdo dos danos causados pela
infecgdo, produzindo uma redugdo no nimero de hemdcitos circulantes (periféricos).
Tal fato, péde ser comprovado histologicamente pela presenga macica destas
células em alguns exemplares de B. glabrata — cepa FS com infecgéo tardia
(+/- a partir da 122 semana). BEZERRA ET AL.(1997) também mostraram uma
diminuicdo no numero de hemdcitos circulantes, 5 horas ap6s a infeccéao,
especulando que tal fato seria decorrente da migragéo dos hemécitos para o local da
penetracao do miracidio. A hipétese de uma resposta quimiotatica dos hemocitos foi
evidenciada pelos estudos in vitro de LODES & YOSHINO (1990), ao demonstrarem
que fragbes isoladas de esporocistos primarios do S. mansoni
(produtos excretados/secretados) estimulam a mobilidade de hemdcitos de

linhagens resistentes, mas inibe a mobilidade das linhagens susceptiveis.

Na tentativa de melhor entender as relagdes estabelecidas entre hospedeiro x
parasita, uma vez que utilizou-se espécimes de diferentes areas geograficas, foram
feitas algumas observagdes sobre os dados malacoldgicos que serdo discutidas a
seguir. Os resultados obtidos representaram informagdes importantes na tentativa de
se restringir o numero de animais que possivelmente apresentariam reagdes

teciduais.

A taxa de eliminagao de cercarias vem sendo utilizada como um bom indicativo
do comportamento histolégico do hospedeiro frente a presenca do parasita. Na
grande maioria dos casos, os exemplares de B. glabrata provenientes de Feira de

Santana com alta taxa de eliminagao de cercéarias (exemplares de classe 4) nao
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sobreviveram mais que 65 dias (= 9 semanas). Estes animais quando sacrificados
apresentavam-se histologicamente comprometidos. FRANDSEN (1979), ja havia criado
um método quantitativo para expressar o grau de compatibilidade existente entre o
género Schistosoma e alguns de seus hospedeiros intermediarios
(Biomphalaria e Bulinus sp.); baseando-se no numero total de cercarias
produzidas/pelo nimero total de caramujos experimentalmente expostos. Entretanto,
em nossos experimentos foram, também, observados animais de infec¢ao tardia
com uma alta taxa inicial de eliminacdo de cercarias (falsa susceptibilidade) e
histologicamente reativos; sugerindo a existéncia de uma resisténcia adquirida
(LEMOS & ANDRADE, EM PUBLICAGAO). Portanto, tal parametro deve ser utilizado com

restricdes, uma vez que, representa os casos mais comuns de uma populagao.

A linhagem proveniente de Itaquara apresentou-se mais resistente a cepa do S.
mansoni (FS) enquanto que a linhagem de Feira de Santana manteve seu padrao de
susceptibilidade anteriormente descrito. Esta variagcdo provavelmente reflete
pequenas diferencas encontradas entre as duas populagdes que representam areas
geograficas distintas; onde as combinagdes genotipicas existentes entre parasita e
hospedeiro determinam comportamentos diferenciados durante a infecgédo. Estes
resultados refletem um ajustamento mais estreito entre os moluscos FS e a cepa
local. Entretanto, como a cepa do parasito (S. mansoni — FS) tem sido mantida por
varios anos em nosso laboratério acredita-se que a ocorréncia de uma pequena
porcentagem (20%) de exemplares que nao se infectaram ou estavam eliminando
poucas cercarias, entre 0 — 10 até o momento do sacrificio, represente a existéncia
de exemplares com alelos que conferem maior resisténcia a infecgdo. Em 1973,

RICHARDS j& havia demonstrado que nos caramujos jovens susceptiveis de algumas
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linhagens de B. glabrata, a susceptibilidade do adulto a infecgdo pelo S. mansoni é
determinado por um unico gene dominante, com heranga mendeliana simples.
SouzA ET AL. (1995), através de cruzamentos repetidos entre espécimes que exibiam
resisténcia parcial, obtiveram amostras que nao eliminavam cercarias. GODOY ET AL.
(1997) examinando histologicamente tais exemplares (F-15/BH), sacrificados aos 90
dias, observaram a formacao de reagdes celulares difusas e encapsulantes, em
varios 6rgaos, mas na auséncia do parasita. Estas reages representariam cicatrizes
deixadas pela destruicdo dos esporocistos. Neste momento, a autora sugere a
possibilidade de auto-cura ja mencionada por LIE ET AL. (1980) em caramujos com
dupla infecgdo (Echinostoma x Schistosoma). SOUZA ET AL. (1997), sugeriram, nestes
casos, que a reagao hemocitica € parcialmente inibida pelo desenvolvimento dos

esporocistos mostrando-se totalmente efetiva mais tarde.
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8 CONCLUSOES

1. Em Biomphalaria glabrata, somente um tipo celular (hemécito fagocitico) esta
presente nas reagoes infiltrativas difusas, nos complexos encapsulantes e formagdes
granulomatosas desenvolvidas em torno das formas parasitarias do Schistosoma

mansoni.

2. As reagbes teciduais de defesa em B. glabrata contra o S. mansoni sao
exclusivamente celulares ndo estando associadas a sintese e deposicdo de

elementos da matriz extracelular.
3. Os hemdcitos circulantes, presentes na hemolinfa, apresentam heterogeneidade
morfologica. Nos exemplares B. glabrata da linhagem FS, o nimero de hemocitos

circulantes decai nas fases mais tardias da infecgao.

4. A linhagem IT mostrou-se mais resistente a cepa do S. mansoni (FS) do que a

linhagem FS.
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