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RESUMO

HEMOCITOS de B iom phalaría glabrata  (Say, 1818) NA INTERAÇAO COM 

Schistosoma mansoni Sambon, 1907 CLAUDIA MARIA DA CUNHA BORGES.

[INTRODUÇÃO] Os hemócitos são células móveis, fagocíticas e secretoras, que têm 

sido comparados aos macrófagos dos vertebrados. Durante a infecção da B. 

glabrata pelo S. mansoni o comportamento dos hemócitos teciduais é fundamental 

para determinar a evolução da interação hospedeiro-parasito. [OBJETIVOS] 

Correlacionar o número e o grau de atividade dos hemócitos periféricos, com a 

quantidade e o tipo de reação histológica presente em B. glabrata submetida à 

infecção pelo S. mansoni. Analisar alguns aspectos histológicos, ultraestruturais e 

histoquímicos dos hemócitos em condições normais e durante a infecção. 

[MATERIAIS E M ÉTODOS] Exemplares de B. glabrata foram submetidos às análises 

histológicas (coloração pela hematoxilina/eosina, sírius-vermelho, ácido periódico de 

Schiff), ultraestruturais, histoquímicas (fosfatase ácida, succinodesidrogenase) e a 

avaliação da capacidade fagocitica (incorporação do zimozan A). [RESULTADOS] 

Os achados não revelaram modificações significativas no número ou no grau de 

atividade (capacidade fagocitica) dos hemócitos circulantes, nem na relação 

granulócitos/hialinócitos, quando comparados aos controles intactos ou após serem 

submetidos à radiação ionizante. Os dados ultraestruturais revelaram evidências de 

alterações induzidas pela infecção. Os métodos histoquímicos mostraram que os 

hemócitos, além de conterem enzimas hidrolíticas que refletem seu estado de 

ativação, também liberam aparentemente tais enzimas ao seu redor. [CONCLUSÃO] 

As reações de defesa em B. glabrata contra o S. mansoni são formadas por células 

com características similares aos macrófagos dos mamíferos. Não há corelação 

positiva entre os hemócitos periféricos, quanto à sua concentração e seus sinais de 

ativação e os tipos e graus de reações teciduais formadas em torno dos esporocistos 

e cercárias.

, I

Palavras chave: Biomphàlaria glabrata] Schistosoma mansoni] hemócitos; atividade 

fagocitica; fosfatase ácida', syccinodesidrogenase.



ABSTRACT

B iom phalaria g lab rata  (Say, 1818) HEMOCYTES and THEIR INTERACTION with 

Schistosoma mansoni Sambon, 1907 CLAUDIA MARIA DA CUNHA BORGES.

[INTRODUCTION] The hemocytes are mobile, fagocytic and secretory cells that have 

been compared with the macrophages of vertebrates. During the infection of B. 

glabrata by S. mansoni the behavior of the tissue hemocytes is fundamental to 

determine the evolution of the host-parasite interaction. [OBJECTIVE] To correlate 

the number and degree of activity of the peripheral hemocytes with the amount and 

type of histological reaction present in B. glabrata submitted to infection by S. 

mansoni. To analyze some histological, ultrastructural and histochemical aspects of 

the hemocytes under normal conditions and during the infection. [MATERIAL and 

METHODS] Normal and infected B. glabrata subjected to histological (H & E, sirius- 

red, acid periodic of Schiff), ultrastructural and histochemical methods (acid 

phosphatase, succinic dehydrogenase) and evaluation the effect of zymozan A  on 

fagocytic capacity. [RESULTS] The findings do not reveal significant modifications in 

the number or the degree of activity (fagocytic capacity) of the circulating hemocytes, 

nor in the granulocyte/hialinocyte ratio when compared with the normal control or 

after ionizing radiation. The ultrastructural data revealed evidence of induced 

alterations by the infection. The histochemical methods showed that the hemocytes, 

besides containing hydrolytic enzymes that reflect the state of activation, also liberate 

similar enzymes to milieu. [CONCLUSION] The defense reactions of S. glabrata 

against S. mansoni are mediated by cells with similar characteristics to macrophages 

of mammals. There is no positive correlation between the peripheral hemocytes and 

the tissue reactions around the sporocysts and cercariae.

Key Words; Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni] hemocytes; phagocytic 

activity: acid phosphatase: succinic-dehydrogenase.
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1 INTRODUÇÃO

Nas reações de defesa dos moluscos, hospedeiros intermediários do 

Schistosoma mansonl Sambon, 1907, contra as formas larvais deste trematódeo há 

a participação de um tipo celular -  o hemócito ~ o qual exibe características muito 

próximas àquelas dos macrófagos dos vertebrados. Estas células participam da 

fagocitose e lise das estruturas parasitárias e formam lesões difusas e focais 

(encapsuiantes), estas últimas morfologicamente semelhantes aos granulomas dos 

mamíferos. Estudos realizados com o auxílio de técnicas histoquímicas, 

imunohistoquímicas e de microscopía eletrônica permitiram elucidar as principais 

características destas células e das cápsulas ou complexos encapsuiantes por elas 

formados. Entretanto, várias questões ainda não foram elucidadas, sendo as 

modificações que os hemócitos exibem em animais com diferentes graus de 

susceptibilidade ao S. manson/pouco exploradas.

O presente estudo é uma contribuição à ampliação do conhecimento sobre as 

características apresentadas pelos hemócitos teciduais. Além disso, pretende-se 

correlacionar os achados histopatológicos e ultraestruturais, presentes em 

Biomphalaria glabrata (Say, 1818) submetida à infecção pelo S. mansoni, com o 

número e o grau de atividade dos hemócitos periféricos.

1. 1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

Os invertebrados constituem aproximadamente 98% de todas as espécies 

animais e sua sobrevivência, ao longo de milhões de anos, deve-se em parte à 

habilidade que esses animais possuem de prevenir, controlar ou erradicar infecções. 

Apesar disso, dados sobre o mrecanismo e a função do seu sistema interno de 

defesa são ainda relativamente escassos.

, (
Os invertebrados estão sujeitos a uma gama de desafios no ambiente onde 

vivem e aparentemeote /  por isso desenvolveram diferentes estratégias de 

sobrevivência durante sua evolução, sejam coloniais ou não, bênticos ou pelágicos,

marinhos, dulciaquícolas ou terrestres, com vida longa ou curta. Além disso, muit^



deles possuem uma elaborada e obrigatória relação com simbiontes. Contudo, esses 

animais encontram diferentes desafios para sua auto-integridade, pois seus habitats 

usualmente encerram agentes infecciosos, como vírus, bactérias, fungos, protistas, 

parasitos e outros. Portanto, a ausência de um sistema de defesa eficiente poderia 

resultar na extinção de um grande número de espécies.

Dois sistemas internos de defesa são utilizados pelos animais para combater 

e eliminar parasitos e outros patógenos invasores: a imunidade adaptativa e a inata. 

0  princípio da imunidade adaptativa é a presença de receptores específicos na

membrana das células de defesa (e, g., linfócitos em vertebrados). Esses receptores 

ao interagirem com o antígeno iniciam uma cascata de reações, desencadeando a 

produção de imunoglobulinas (anticorpos) específicas que atuarão na eliminação do 

antígeno. A imunidade inata não é dependente desta ativação antígeno-receptor 

especifico e, portanto, não há produção de anticorpos específicos (KLEIN, 1989). 

Outra importante característica que diferencia a imunidade inata da adaptativa é a 

memória imunológica, isto é, a capacidade que o sistema possui de reconhecer 

determinado antígeno algumas semanas ou mesmo anos após a primeira infecção. 

Assim, respostas a uma segunda ou subseqüentes exposições ao mesmo antígeno, 

denominadas respostas imunes secundárias, são usualmente mais rápidas, mais 

eficientes, e freqüentemente diferentes, em termos qualitativos e quantitativos, das 

respostas imunes iniciais àquele antígeno.

Os vertebrados possuem tanto imunidade adaptativa quanto inata. Em 

mamíferos, por exemplo, a imunidade adaptativa é realizada pelos linfócitos T e B 

enquanto a imunidade inata é realizada por células como macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos e basófüos. Os invertebrados, por sua vez, apresentam apenas o sistema 

imune inato. Mas, a despeito da ausência de linfócitos T e B, imunoglobulinas e 

respostas anamnésticas para antígenos específicos, são capazes de combater 

adequadamente um amplo espectro de patógenos, sustentar a homeostase do 

organismo, díscnminar o própno^ -do não - próprio e, no conjunto, sustentar a 

sobrevivência das espécies,(KLEIN, 1989; KNAAP & LOKER, 1990; SUN et a/.,

1990: YAKOVLEVA et d , 2001). ■
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Nos invertebrados a defesa é exercida por componentes da hemolinfa, 

equivalente ao sangue dos vertebrados,. Esta hemoünía. que circula no interior de 

todo o corpo do animai, é constituida por eiementos celulares e humorais (o plasma: 

fluido rico em proteínas, aminoácidos, carboidratos, ácidos graxos, hormônios e 

vários sais). Alguns destes eiementos interagem entre si para discriminar o próprio 

do não - próprio e atuar na autodefesa como., por exemplo, em infecções por larvas 

de helm.intos. Muitos destes fatores humorais, como aglutininas, iisinas e fatores 

antimicrobianos, podem originalmente ser sintetizados e secretados pelos elementos 

celulares atuando como moléculas de reconhecimento e facilitando a fagocitose 

(MILLAR Se RATCLiF'FE, 1994).

Ñas reações imunes celulares, os hemócitos (ou amebócitos) e os fagocitos 

fixos são as células responsáveis pela imobilização dos agentes invasores através 

da encapsulação, nodulação e fagocitose. A fagocitose ocorre em todo Reino

Ansmalia Nos invertebrados é considerada como uma resposta primársa envolvendo 

os estágios de reconhecimento (atração, quimiotaxia e ataque), ingestão e morte do 

invasor. Tais processos têm sido estudados em diferentes espécies e a maior parte 

das informações sobre os mesmos provém de moluscos e insetos. Entretanto, estes 

não foram completamente elucidados uma vez que o reconhecimento e a definição 

dos hemócitos têm sido dificultados pela variedade de tipos morfológicos presentes 

nos diferentes filos e até mesmo dentro de grupos individuáis. Em algumas classes 

do moluscos, como, por exemplo, no caso dos bivalves, vários subtipos de 

hemociíos foram identificados (CHENG, 1975; CHENG & GUIDA, 198Q; MQORE & 

LOVVE, 1977). Além disso, os dados obtidos sobre as reações de defesa nos 

moluscos se limitam apenas a um numero de representantes dos Pulmonata e dos 

Bívalvia que são importantes do ponto de vista económico {Mytilus, Crassostrea e 

Helix) ou medico {Bsomphaians, Bulinus, Lymnaea -  moluscos que servem como 

hospedeiros intermediarios para parasitos do homem ou de animais domésticos), 

informações sobre as reações de defesa em ouíros representantes deste filo sáo 

fragmentadas ou completamente ausentes; • especiaimente nos prosobránquios, 

opisíobranquios e cetalopodoç que sáo grupos muito importantes nos ecossistemas 

do planeta. ' ', /

n .



1.2.1 Caracíetizaçâo dos Hernóciíos

Em geral, as células que constituem o sistema imune dos invertebrados

podeni ser reunidas em dois grandes grupos: ce!u!as da hemoíinfa circulante e 

células fixas, sendo estas classificadas de acordo com critérios funcionais.

Em seu artigo de revisão, KNAAP & LOKER (1990) discutem a existência de 

quaíro íipos celuSares bem distintos no sisíema de defesa dos caramujos; as ceiuias 

reticulares ancoradas aos tecidos por fibrilas extracelulares; as células endoteliais 

capturadoras de antígenos: as células poro que fazem endoatose seletiva para 

proteínas, e os hemócitos: células encontradas na circulação e livres nos espaços 

interstiCíais do tecido conjuntivo, que são as principais células efetoras na defesa 

contra diversos organismos invasores. Estas células ativadas podem, por sua vez, 

destruir um patógeno em potencial através da fagocitose (KfNOTI, 1971) e/ou por 

mecanismos citotóxicos oxidativos (ADEMA et ai, 1991 e 1992).

A presença de elementos celulares no sistema interno de defesa de B. 

gtabrata, infectados por via natural, foi Inicialmente sugerida em pesquisas 

histológicas, que demonstraram reações teciduais em torno de esporocistos do S. 

mansom (NEVYTON, 1952: PAN, 1963 e 1965) Nesta mesma linha experimental, 

GUARALDO et al. (1981) demonstraram que B. glabrata apresentava taxas de 

susceptibilidade mais elevadas que Biomphalana t&naçophila (d Orbigny 1835) e 

esta diferença no nível de susceptibilidade estaria, provavelmente, relacionada ao 

mainr numero de esporocistos destruídos peias reações teciduais observadas em S. 

tenagophila. Neste caso em particular, a resistência destes caramujos á infecção 

pelo S mansom foi atribuída à capacidade dos hemócitos em envolver e destruir as 

diferentes formas íarvánas intramoíusco deste trematódeo

, I

Muitos es^L-dos ' utilizando técnicas de microscopía eletrônica têm 

demonstrado que ' os liergocitos apresentam heterogeneidade morfológica e

ninnnímica Pgrg SMÍNLA & BARENDSEN (1980), apesar dos vários estudos
1/4
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rgrgetenzarem a função e a estruturs das céliilas CfrcL'iantes do? «nvertebrados, 

aínda não existe unia concordanaa enire o numero e os iipos ceiuiares presentes na 

hçrno'infa des'es autores considefam^ po ' exemp’o, a população de

hemociíos circulantes em Gasíropoda como sendo urna população coínposía por um 

único tipo celular. As diferenças morfológicas e estriíturais observadas seriam mais 

quantiíativas do que qualitativas, correspoiidendo, assirri, a diferentes estágios de 

matijrnrñr. re iijia r o argrretgnrln^ em CO^SeoÜénC'a, Va'iaÇÕeS dã CapaC'dade 

funcional As células ¡ovens, morfologicamente caracterizadas como células 

nennenaç oçríjrgs e arredondadas, ãpresontam pseudópodos curtos, poucas 

vesicutes de Goípi e poucos iisossoríios' uma baixa aiiVidade fagocitica e urna
nr.~nrif:> .Qtii/ifiprlo miíritir;-:? cinnij.'antr! nijí=¡ rÂíijig^z m!aÍ0reS e 00“ '

prolongamentos citoplasmaticos. tem pouca atividade mitotica. mas alta aiividaae

fe” npjfárt;5 Fntretpntn e^Ti ¡nQ as_iinr(j<5 /HARPfÇ 1Q75' '^0-S^’ ‘N0. ’̂ 9^0! CHENO Ç*

GüíDa. lyõü : LO VERDE er a/ 1982: LiE er a/., 1987' BARRACO er a/, 1993: 

RORAF^Í Ã AMHRAnF 9003''! rÜQtinrân Hp dU5S SübD00*J!8CõeS de hemócitOS

na nemoünta ae Biompiisiana sp.: os níaiinoaíos igeraimenie esfèncos, com nucieo
r p n t r a !  r - n n c r i í r n n  hstiYn  r n n t e i ' in n  f f n T im a t i r n  n rn !¡n n n s in ien T n Q  o itO D ia S m á tiC O S

pequenos e escassosi e os granusociios (que sáo maiores, possuem nucíeo 

evr-.Anrríre,, t^s^éf'CO ao vid'o, e-‘̂ ’*tem nsei-dónodos: são

ativamente fagociiicos e possuem citoplasma rico em organesas: miioconanas,
r , n a  ratíri iin pnnrinipísmáTir-n r¡ ¡nrsçn ÜQnQQnmnc.̂  rpnracspnTyrKdo.

resDeciivamenie 'iü% e 90% ao loíai oe ceiuias circuianies),

íŝ ík Y  .of A/ UiQ.H.li m ra m  ranaT'AQ rici riofinir th iatrn tinnQ fiei hesmórÍTriv a m  m

gisoraia ae acorao com suas caracierísiicas monoiogicas e capaciaaae ae iigaçao
m r n  >¡<5 ipirtin.QQ i''.n n Â  { T .n n r a n a v /a i i r ia - â ' i  o  \A / í~.ã  / 'v i/h o a t  i~ í= rm  A n n in t in in 'i  r-n rn  n

•erro coioioa;. tn ireíanio, essa caractenzacao los reita pnnoipaimente em nemociios
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1.2.2 Fagocitose e Citotoxidade

0  processo de ingestão de matéria particulada, denominado de fagocitose 

(do grego “phagein“, comer) ocorre em todo Reino Animalia. Entre os protistas, no 

grupo Protozoa, é reconhecido como uma forma de alimentação. Entretanto, nos 

animais, além de promover a nutrição, habitualmente atua como um mecanismo 

geral de defesa, através do qual são eliminados partículas inertes e 

microorganismos invasores (antigênicos). Nos mamíferos, a fagocitose é realizada 

por algumas células sanguíneas brancas e pelos macrófagos; células de grande 

capacidade fagocítica, amebóides com retículo endoplasmático rugoso e complexo 

de Golgi bem desenvolvidos e que estão amplamente distribuídas pelo tecido 

conjuntivo ou no parênquima de algum órgão.

Em condições ideais, o processo de fagocitose é iniciado pela ligação das 

partículas e moléculas extraceiulares a receptores específicos encontrados na 

membrana dos fagocitos. A ligação destas partículas e moléculas induz a célula 

fagocitária a estender projeções da membrana plasmática (os pseudópodos) que 

engolfam o “não - próprio”. Uma vez englobados por estas células, os 

microorganismos invasores são digeridos no interior dos vacúolos digestivos; sendo 

expostos a um conjunto de fatores antimicrobianos dentre os quais estão envolvidas 

as enzimas lisossômicas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio.

Atualmente, são conhecidas em torno de 50 hidrolases lisossômicas capazes 

de digerir a maior parte das substâncias biológicas, incluindo aquelas que degradam 

proteínas, ácidos nucléicos, oligossacarideos e fosfolipídios. Todas otimamente 

ativas em condições de pH ~5; mantido graças à atuação de uma bomba 

ATP-dependente que bombeia prótons para o lúmen do íisossomo, mantendo, 

conseqüentemente, o seu conteúdo em pH ácido. A liberação destas enzimas, no 

interior dos vacúolos fagocíticos inicia a digestão das partículas ingeridas. Na 

maioria das vezes, todo este processo de digestão é muito rápido. Estudos 

realizados com bactérias /marcadas com e fagocitadas por amebas 

demonstraram que a digestão destes microorganismos se completava em três horas.
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Nos moluscos, os hemócitos que circulam livremente são leucócitos 

tipicamente fagocíticos que podem se agregar em resposta a um trauma 

(como por exemplo, fratura da concha); fagocitar pequenas partículas 

(bactérias, protozoários e fungos) e/ou encapsular parasitos (como no caso das 

larvas de Digenea). Entretanto, nestes animais estes fenômenos podem ser 

influenciados pela presença de fatores opsônicos da hemolinfa, pela origem da 

linhagem do caramujo e/ou pela habilidade que o parasito tem em evitar ou inibir a 

resposta imune do hospedeiro (KNAAP et ai, 1987; BAYNE & YOSHINO, 1989; 

FRYER & BAYNE, 1989; NODA & LOKER, 1989; FRYER & BAYNE, 1990; BAYNE 

& FRYER, 1994; FRYER & BAYNE, 1996).

Como descrito anteriormente, diversos estudos têm demonstrado que os 

hemócitos representam uma população celular bastante heterogênea na qual foram 

identificados dois subtipos celulares: os hiaiinócitos e os granulócitos. Nos 

gastrópodes em geral, a subpopulação de granulócitos tem sido considerada como 

um grupo celular semelhante, morfológica, ultraestrutural e funcionalmente aos 

macrófagos de mamíferos; sendo portanto rico em lisossomos que contêm muitas 

das enzimas hidrolíticas. BEZERRA et ai. (1997) demonstraram que cerca de 80% 

dos hemócitos, tanto de B. glabrata quanto de B. tenagophila, são células fagocíticas 

com capacidade para incorporar partículas do vermelho neutro, de maneira 

semelhante aos macrófagos. Nestes animais, as enzimas hidrolíticas também 

podem ser liberadas na hemolinfa, onde matam e degradam as partículas não 

fagocitadas ou alteram as características das membranas para que o 

microorganismo invasor se torne mais susceptível para o reconhecimento e ingestão 

(FOLEY & CHENG, 1977; CHENG, 1983). Entretanto, quando presentes no lúmen 

dos lisossomos, tais enzimas atuam em meio ácido. Estudos desenvolvidos por 

KROSCHINSKl & RENWRANTZ (1988), demonstraram que, de maneira similar ao 

que ocorre em mamíferos, o pH dos vacúolos digestivos dos hemócitos de Mytilus 

edulis (d’Orbigny, 1846) decrescia durante a fagocitose de leveduras; atingindo 4,5 -

5,0 após 25 minutos. Além disso, estas células têm sido consideradas capazes de 

produzir espécies oxidativàs derivadas do oxigênio, como o superóxido, o peróxido 

de hidrogênio ou a hidroxila (HARRIS & CHENG, 1975; CHENG & GARRABRANT,
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1977; DÍKKEBOOM et ai, 1987; SMÍNIA & van der KNAAP, 1987; ADEMA et ai, 

1997; HAHN et ai, 2001a; YOSHINO etal., 2001).

Estudos ciíológicos e citoquímicos têm sido desenvolvidos com a finalidade 

de melhor caracterizar o comportamento fagocítico dos granulócitos em moluscos 

normais e/ou infectados por larvas de trematódeos. CHENG & GARRABRANT

(1977) demonstraram que, em B. glabrata da linhagem IO-R2 infectado pelo S. 

mansoni, os granulócitos que participavam da destruição dos esporocistos-mãe 

continham altos níveis de fosfatase ácida; que persistiam durante todo o processo 

de encapsulamento. Estes autores determinaram, ainda, que a encapsulação podia 

ser dividida em dois estágios distintos: o primeiro envolvendo a acumulação de 

granulócitos ricos em fosfatase ácida; sendo completado 24 horas após a 

penetração do miracídio e o segundo caracterizado pela gradual desintegração e 

eliminação do esporocisto e um gradual decréscimo no tamanho do granuloma. Com 

a regressão do granuloma, a atividade da fosfatase ácida estava aumentada nos 

granulócitos remanescentes.

Estudos realizados por GRANATH & YOSHINO (1983) demonstraram que 

tanto em exemplares de B. glabrata susceptíveis (linhagem PR) quanto em 

exemplares de 6. glabrata resistentes (linhagem IO-R2), havia uma discreta 

subpopulação de hemócitos positivos para três enzimas hidrolíticas 

(fosfatase ácida, esterase não-específica e peroxidase). Contudo, uma diferença 

significante na distribuição e abundância destas enzimas foi observada entre os 

hemócitos de uma mesma linhagem; ficando claro que algumas destas células 

possuiam a capacidade para sintetizar uma ou nenhuma das três enzimas 

estudadas. Este estudo demonstrou, também, uma heterogeneidade enzimática 

entre as duas linhagens. Caramujos IO-R2 apresentaram conteúdos enzimáticos 

maiores quando infectados pelo S. mansoni enquanto que nos caramujos PR albinos 

os níveis enzimáticos permaneceram constantes durante todo o curso da infecção; 

estes achados confirmam as diferenças intra e inter especificas observadas quanto 

ao caráter resistência ou $usçeptibilidade.
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Usando técnicas hístoquímicas para a detecção de sete enzimas (fosfatase 

ácida, fosfatase alcalina, a-naftil-acetato-esterase, ATPase, peroxidase, 5’ 

nucleotidase e cloroacetato esterase), MCKERRON et al. (1985) compararam os 

hemócitOS de B. glabrata, presentes tanto no órgão produtor de hemócitos (OPH) 

quanto nas reações de encapsulamento formadas em torno dos esporocistos de 

Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967), com os macrófagos epitelióides dos 

granulomas, monócitos circulantes e polimorfonucleares (PMNs) de pacientes com 

sarcoidose ou tuberculose. Segundo os autores, a marcação para estas enzimas foi 

mais intensa nos hemócitos envolvidos nas reações de encapsulamento das larvas 

de E. paraensei do que naqueles presentes no OPH. Além disso, os hemócitos 

demonstraram as mesmas reações positivas e negativas como observado nos 

macrófagos de granulomas humanos; exceto para a enzima a-naftil-acetato-esterase 

que foi menos intensa. Em contraste com as similaridades obsen/adas entre os 

hemócitos e os macrófagos epitelióides, houve diferenças significativas entre os 

hemócitos e os PMNs; indicando que estas células não representam um híbrido 

entre macrófagos e os PMNs, mas uma célula macrófago-semelhante altamente 

diferenciada.

DIKKEBOOM et al. (1984) demonstraram que, em L  stagnalis, a fosfatase 

ácida (AcP), a esterase-não-específica (NSE) e a fosfatase alcalina (AiP) estavam 

presentes em todos os amebócitos de caramujos juvenis e adultos. Entretanto, foram 

observadas diferenças para a enzima peroxidase (PO). Todos os amebócitos 

PO - negativos eram arredondados (menos diferenciados). Em todas as células 

PO - positivas, o produto da reação foi observado em numerosos grandes grânulos. 

Nos caramujos juvenis uma baixa porcentagem de células foi positiva e os granulos 

que continham a atividade para esta enzima foram menos abundantes do que nos 

amebócitos dos adultos. Segundo os autores, tais resultados poderiam explicar o 

fato dos caramujos juvenis serem mais susceptíveis às infecções pelo 

Trichobilharzia ocellata (La Valette, 1855) do que os caramujos adultos. É bem 

sugerido que o baixo nível da atividade PO em certas linhagens de B. glabrata pode 

ser responsável pela alta susceptibilidade ao S. mansoni (GRANATH & YOSHINO,
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1983). Nos leucocitos de mamíferos, a peroxidase é tóxica para helmintos (BUYS et 

al. 1984).

Quando comparados aos hemócitos de bivalves (HUFFMAN & TRIPP, 1982; 

PIPE, 1990) e aos de outros pulmonados (SMINIA & BARENDSEN, 1980; MONTEIL

& MATRICON-GONDRAN, 1993), os hemócitos de B. glabrata demonstram pouca 

atividade enzimática; sendo o produto estocado em grânulos discretos. ADEMA et al. 

(1992); SMINIA et al. (1992) e MONTEIL & MATRICON-GONDRAN (1993) 

demonstram que a atividade para peroxidase foi extremamente baixa e esta situação 

estava contrária àquela observada em L. stagnalís, Bulinus natalensis (Kuester, 

1841), Achatina achatina (Linnaeus, 1758) e L. truncatulata. A ausência de grânulos 

e do baixo conteúdo enzimático levantou, então, a questão de que os hemócitos de 

B. glabrata possuíam outros mecanismos para suprimir e internalizar organismos e 

materiais estranhos. É conhecido que os granulócitos e macrófagos de vertebrados 

produzem radicais tóxicos de oxigênio (ROS). Entretanto, nestes animais a morte do 

parasito pode ocorrer sem a presença desses metabólitos ou em cooperação com 

outros mecanismos, sendo mais eficiente (ROSS, 1980; YASDANBAKSH et ai, 

1987; CAVACINI et a i, 1989; KLEBANOFF, 1992).

Embora o oxigênio seja fundamental para os organismos vivos, espécies

intermediárias reativas que se formam em suas reações são extremamente

prejudiciais aos componentes celulares como lipídios, ácidos nucléicos, proteínas,

carboidratos, etc. De acordo com BAYNE et a i (2001), a explosão respiratória pelas

células fagocíticas e a conseqüente produção de ROS são o resultado da ativação e

reunião do complexo NADPH oxidase na membrana plasmática do fagócito. Este

complexo enzimático catalisa a produção do ânion superóxido (O2 ), que serve como

primeiro radical na cadeia de produção adicional de espécies reativas do oxigênio:

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (0H ‘), ácido hipocloroso (HOCI) e

oxigênio molecular (O2). Devido ao caráter altamente tóxico do radical hidroxila

(OH), as células utilizam meçanismos para evitar sua formação, eliminando 0 íon

superóxido e o compostó pgróxido de hidrogênio, sendo que a primeira linha de

defesa é enzimática envolvendo as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e peroxidases (PO). A enzima superóxido dismutase (SOD) cataliza a reação
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que dstoxifica o superóxido e a caíaiase e peroxidase detoxificam H2O2 (FELTON & 

SUMMERS, 1995; ROSEN et al., 1995). Adicionalmente, a maioria dos tipos 

ceiuiares fagocííicos possui um óxido nítrico sintase induzíveí (iNOS), que gera óxido 

nítrico (NO) a partir de oxigênio molecular e argínina. Embora o NO tenha atividade 

cítoíóxica por si só, e!e rapidamente reage com o 02' para formar urna molécula 

muito mais reativa, o peroxinitrito (ONOO’).

Nos neutrófiios de mam.íferos a maioria do 02 ' produzido é convertido em 

H2O2 (MAKINO et al., 1986) e a maior parte deste, é consumida pela 

mieloperoxidase (MPO), urna enzima que usa H2O2 e o ion cíoreto para produzir 

HOCI, o mais potente antibiótico produzido pelas células de defesa. Assim como nos 

mamíferos, os hemócitos dos moluscos geram HOCi (SCHLENK, MARTINEZ & 

LIVINGSTONE, 1991; TORREILLES, GUERIN & ROCH, 1997) e NO (CONTE & 

OTTAVIANÍ 1995; TORREILLES â GUERIN, 1999; ARUMUGAM etal., 20G0). Desta 

forma, os hemócitos têm o potencial de produzir tanto moléculas altamente reativas 

(02*, OH, O2, NOCÍ e ONOO') quanto de vida relativamente longa (NO e H2O2); que 

diferem em suas propriedades (e.g. habilidade de causar dano ao DNA, peroxidação 

lipídica, inativaçâo enzimática, etc.). Entretanto, o papei específico de cada urna 

dessas formas de oxigênio reativo na morte de um patógeno não está muito claro. 

Em populações humanas, a deficiência na MPO (mieloperoxidase) é um defeito 

congênito multo comum em crianças e que pode resultar em infecções bacterianas 

oportunistas e recorrentes. Um aumento na susceptibilidade a infecções fúngicas 

também foi descrito em estudos desenvolvidos em camundongo MPO-deficientes 

(ARATANI etal., 1999, 2000). Em B. glabrata, a deficiência nesta enzima promove a 

resistência ao S. mansoni. Os hemócitos de B. glabrata utilizam H2O2 

(e não HOCI) para matar os esporocistos. Estudos ín vítro têm demonstrado que este 

composto é um agente oxidante muito potente. Enquanto que 300 de HOCI são 

requeridos para alcançar 100% de mortalidade dos esporocistos, apenas 150 j.iM de 

H2O2 são necessários para atingir ,a mesma porcentagem. Então, em termos de

toxicidade, a mieloperoxidase (MPO) tem um papel essencial como enzima
1

detoxicante. Em contrapartida, nos caramujos susceptíveis a atividade da
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mieioperoxidase (MPO) impede a morte dos esporocisíos porque baixa a quantidade 

de H2O2.

Estudos in vitro têm demonstrado que os parasitos são capazes de modular 

(KEMP et al-, 1980) ou imunosuprimir (CARRON & CAMUS, 1979) o sistema interno 

de defesa de seus hospedeiros intermediários. E, em aiguns casos, esta 

interferência parasitária pode atuar tanto contra a resistência natural como sobre a 

resistência adquirida. A exposição de exemplares B. glabrata a uma variedade de 

espécies de trematódeos, particularmente do gênero Echinostoma, como, por 

exempio, o £. paraensei, resulta em alterações no comportamento dos granuiócitos 

e altera a susceptibilidade deste caramujo á infecção por outras espécies de 

digenéicos (LIE et ai, 1987). LOKER et ai. (1992) e DeGAFFÉ & LOKER (1998) 

notaram que os hemócitos de B. glabrata expostos aos esporocistos de E  paraensei 

diminuiam sua atividade fagocltica e permaneciam arredondados na presença de 

produtos excretados por estas larvas. Estudos anteriores já haviam demonstrado 

que os produtos excretados pelo S. mansoni podem estimular os hemócitos a 

produzirem componentes que inibem outros hemócitos (FRYER & BAYNE, 1990) e 

que a infecção pelo Sctiistosoma pode estimular 0 sistema nervoso do caramujo a 

liberar fatores que suprimem os hemócitos (AMEN & de JONG-BRÍNK, 1992; 

DUVAÜX-MIRET et a/.. 1992). Os dados obtidos por CONNORS & YOSHINO (1990) 

já haviam confirmado a hipótese de que os produtos excretados/secretados pelas 

larvas do S. mansoni tinham uma atividade antioxidante: sendo capazes de reduzir 

os níveis de 02' em hemócitos ativos de B. glabrata da linhagem M-line. Em 

Staptiyiococcus aureus Rosenbach, 1884, por exem.plo, a cataiase produzida por 

este microorganismo degrada o H2O2 produzido pelo sistema peróxido de hidrogênio

-  MPO -  hialide e impede a formação de pontes dissulfetos entre os a.minoácidos 

cisteína de diversas proteínas estruturais, 0 que levaria à morte da bactéria.

1.2.3 Fatores Humorais

A morte ou sobrevivência das larvas do S. mansoni em seu hospedeiro

intermediário, a 6. glabrata, envolve uma associação dinâmica e complicada entre
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este parasito e o sistema interno do molusco. Em caramujos de sinhagens 

resistentes, os hemócitos atuam juntamente com os fatores solúveis da hemolinfa no 

processo de encapsulamento e destruição das larvas por fagocitose. Entretanto, os 

mecanismos pelos quaís hemócitos e fatores solúveis destroem o parasito ainda não 

foram completamente elucidados. BAYNE et al. (1980a,b) foram os primeiros a 

desenvolver métodos in vitro para avaliar o efeito da hemolinfa de B. glabrata sobre 

0 esporocisto primário de S. mansonl transformado axenica.mente. Nestes estudos, 

os autores demonstraram que lectinas presentes na hemolinfa destes gastrópodes 

poderiam mediar o reconhecimento dos parasitos pelas células de defesa.

As íectinas são proteínas complexas multiméricas que possuem vários sítios 

de ligação: que se ligam especificamente a certos carboidratos presentes na 

superfície do parasito e que requerem a presença de cátions bivalentes, 

especialmente o cálcio, para exercer sua função. Uma vez presentes estes cátions 

servem para estabilizar a conformação destas proteínas e/ou de seus sítios de 

ligação.

Nos moluscos, as lectinas são sintetizadas pelos hemócitos fagocíticos 

(=granulócitos) localizando-se na superfície externa da membrana e distribuídas 

irregularmente. Quando lançadas no plasma imobilizam, através da aglutinação 

“materiais estranhos” ou podem servir como ponte para diferentes tipos celulares. 

Em alguns moluscos funcionam também como opsoninas. iniciando e facilitando o 

processo de fagocitose.

Nos bivalves, as lectinas são compostas por subunidades diferentes capazes

de se ligarem a um determinado monossacarídeo ou a um grupo de

monossacarídeos com estruturas similares. Como exemplo, temos a lactina da ostra

Pinctada fucata martensii (Dunker, 1872) que se liga à galactose e a

n-acetilgalactosamina com equivalente eficiência. Entretanto, apesar do plasma dos

bivalves conter lectinas polireativas, ele também contém lectinas com uma estreita

afinidade. No plasma dé Anadara granosa (Linnaeus. 1758), por exemplo, foi

identificada uma lectina que reage especificamente com o ácido idurônico. De modo

diferente, as lectinas dos gastrópodes estão constituídas por subunidades de um
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único tipo e são fortemente específicas para um certo monossacarídeo. A lectlna 

“achatinia H”, Isolada da hemoiinfa de Achatina fúlica Bowdlch, 1822, um caramujo 

africano gigante, se liga especificamente ao ácido 9-0-acetiisiálico. Esta iectina de 

alta especificidade está sendo usada como marcador de linfoblastos “transformados” 

na leucemia linfoblástica aguda da Infância. Além disso. foi também demonstrado 

que a concentração de lectinas é maior na hemoiinfa dos bivalves. Entretanto, a 

despeito das diferenças observadas em ambos os grupos, os sistemas de 

aglutinação são igualmente eficientes (FINSTAD et al., 1974; LOKER et al., 1984; 

FRYER & BAYNE, 1989; RICHARDS & RENWRANTZ. 1991; YAKOVLEVA et al.. 

2001).

Estudos desenvolvidos in vitro e in vivo têm demonstrado que o pré - 

tratamento de esporocistos por lectinas exógenas pode provocar a morte destas 

formas larvais pelos hemócitos de caramujos susceptíveis (BOSWELL & BAYNE. 

1986). Segundo BAYNE (1990), após a ligação das lectinas com “o não - próprio", 

ocorre uma mudança conformacional das mesmas, levando à ativação dos 

hemócitos. Tal mecanismo de reconhecimento do “não - próprio” foi descrito em L  

stagnalis. B. glabrata e Helix pomatia (Linnaeus, 1758). Posteriormente, FRYER & 

BAYNE (1996) confirmaram estes achados demonstrando que partículas de 

poliestireno tratadas com fatores solúveis da hemoiinfa de linhagens resistentes de 

B. glabrata eram significativamente mais fagocitadas pelos hemócitos de linhagens 

susceptíveis do que as partículas não-tratadas.

JOHNSTON & YOSHINO (1996) demonstraram que, lectinas similares ás da

Conavalia ensiformis (ConA), Erythrina corallodendrom (EGA), Glycine Max (SBA),

Tetragonolobus purpureas (TPA) e Triticum vulgaris (WGA), estavam presentes na

hemoiinfa de B. glabrata e ligavam-se às proteínas presentes na superfície do

esporocisto do S. mansoni. Vários autores têm demonstrado a presença de

carboidratos, especialmente glicoproteínas e glicolipídios, como os principais

componentes do tegumentq de miracídios e esporocistos de S. mansoni

(ZELCK & BECKER, 1990; UjCHIKAWA & LOKER. 1991). ZELCK & BECKER (1990)

sugerem que diferenças na susceptibilidade de espécies ou linhagens de

Biomphalaria á infecção por S. mansoni podem estar relacionadas a variações
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quantitativas e/ou qualitativas de determinadas iectinas. ivlais recentemente, um 

grupo de proteínas, com homología ao fibrinogênio e atividade de iectlna, foi 

identificado na hemoiinfa de B. glabrata, sendo que sua expressão aumenta após a 

infecção do molusco com E. paraensei. Esta proteína tem a capacidade de precipitar 

antigenos de excreção/secreção do parasito e os autores sugerem que, aíém de 

participar do reconhecimento, estas proteínas poderiam ser importantes inibidores 

de mecanismo de evasão do parasito.

Além das iectinas. outras proteínas, com função homóloga aos mediadores 

celulares já descritos em vertebrados, têm sido identificadas na hemoiinfa de muitos 

invertebrados, podendo estar envolvidas na ativação dos hemócitos durante todo o 

período da infecção por trematódeos digenéicos.

OTTAVIANi et al. (1993) relataram a presença de uma variedade de proteínas 

semelhantes às citocinas pró - inflamatórias, como a interleucina-1 alfa (IL-1 a), a 

lnterleucina-1 beta (iL-1 p), a interieucina-2 (!L-2), a ínterleucina-6 (IL-6) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-a), em hemócitos de duas espécies de moluscos - 

Planorbarius corneus (Linnaeus. 1758) e Viviparus ater (Cristofori & Jan, 1832), 

estando estas presentes somente nos hemócitos com atividade fagocitária. Nestes 

animais, a resposta inflamatória também parece desempenhar um papel importante 

no sistema interno de defesa (ROWLEY, 1996).

Moléculas semelhantes á IL-1. ou com atividade imunológica. funcionai e/ou 

biológica semelhantes à IL-1 dos vertebrados, também já foram detectadas ou 

isoladas em hemócitos de camarões de água doce (BECK & HABiCHT, 1986), 

insetos (SCHARRER et al., 1996), mexilhões (HUGHES et al., 1990), caramujos 

(OTTAVIANi eta l.. 1993. 1995) e tunicados (BECK eta!., 1989). CHERBAS (1973). 

por exemplo, já havia descrito em larvas de Samia cynthia (Butler, 1878), Antheraea 

Polyphemus (Cramer. 1775), e Byaíophora cecropla (Linnaeus, 1758) a 

haemoquinina: uma proteína de 50 Ka que quando injetada em Insetos adultos
}

interfere no comportarrientd dós hemócitos que começam a se tornar amebóides e 

adesivos. BECK et al. (1986, 1989) demonstraram que o plasma ou extratos de
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células provenientes de equinodermos e tunicados estimulam a proliferação de 

timócitos em camundongos. Esta atividade estimulatória foi atribuida às moléculas 

de aproximadamente 20 kDa. que eram secretadas em três formas isoeiétricas (pis 

4,8, 5,4 e 7,5). Moléculas de IL-1-símile também foram capazes de estimular a 

proliferação de fibroblastos em mamíferos, aumentar a síntese protéica. induzir a 

produção de prostaglandina E2, aumentar a permeabilidade vascular em coelhos e 

tiveram atividade citotóxica para células humanas da linhagem A375 (BECK et al.. 

1989; 1991).

Em moluscos, a presença de proteínas semelhantes à !L-1 têm sido 

associada à ativação e proliferação celular (HUGHES et ai, 1991; RAFTOS et ai, 

1991, 1992), ao aumento da fagocitose (BURKE & WATKINS, 1991; BECK et ai. 

1993) e da produção de superóxido (GRANATH et ai, 1994). Em B. glabrata, a 

infecção pelo S. mansoni afeta seletivamente os níveis piasmáticos desta molécula. 

Caramujos resistentes apresentam níveis de IL-1 significativamente mais elevados 

do que aqueles de linhagens susceptíveis (GRANATH et ai. 1994). Posteriormente, 

foi verificado que a inoculação do recombinante humano da interleucina-1 (rhiL-1) 

em exemplares de B. glabrata susceptíveis, resultava em uma rápida ativação dos 

hemócitos e produção de superóxido equivalentes aos níveis encontrados em 

caramujos resistentes e conseqüentemente, resultando em uma redução altamente 

significativa do número de cercárias produzidas por estes caramujos 

(CONNORS et ai, 1995). Mais tarde, estes autores (CONNORS et ai, 1998) 

demonstraram que a diminuição na produção de cercárias, observada em B. 

glabrata susceptíveis inoculados com rhlL-1 é conseqüência da elevada mortalidade 

observada em esporocistos primários. Embora a hemolinfa livre de células recolhida 

de caramujos tratados com rhlL-1 tenha sido capaz de matar esporocistos de S. 

mansoni, testes in vitro mostram que rhlL-1 não apresenta efeito tóxico, sugerindo 

que no processo de destruição do parasito possa ocorrer à produção de fatores 

citotóxicos solúveis que atuem independentemente do contato celular.

OTTAVIANI ét ai (t995) já haviam relatado uma profunda inter - relação entre

proteínas homólogas à citocina e à resposta imune de invertebrados, principalmente

nos moluscos. Segunao estes autores, diferentes citocinas (IL-1 a, íL-2 e TNF-a)
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estimulam significativamente a mobilidade, aumentam a atividade fagocitária dos 

hemócitos, e além disso provocam a indução da óxido nítrico sintetase. Estes 

resultados sugerem que citocinas podem ser importantes moléculas ancestrais, 

funcionalmente conservadas, que também mantiveram a sua pleiotropicidade 

redundante no modo de ação, e a alta promiscuidade dos seus receptores durante 

evolução. Apesar destas proteínas apresentarem semelhanças funcionais com 

citocinas de vertebrados, fazem-se necessários estudos mais sofisticados, para 

estabelecer o grau de homología entre estas proteínas.

Especificamente em B. glabrata, BOYER et al. (1994) detectaram a presença 

de proteína com imunoreatividade de TNF-a humana em grânulos citoplasmáticos 

de alguns hemócitos. Na hemolinfa destes caramujos também foi identificada por 

“Western Blot”, a presença de uma proteína de 53 kDa imunoreativa a anticorpos 

anti-TNF-a, sendo que, sua quantificação através da técnica de ELISA, demonstra 

que a quantidade desta proteína diminui durante a infecção por S. mansoni. Apesar 

da homología desta molécula com TNF-a humana, seu papel na regulação da 

resposta funcional e na relação parasito hospedeiro ainda não foi esclarecido.

1.2.4 Reações Teciduais e Hemolinfa Periférica

Como descrito anteriormente, o sistema interno de defesa dos gastrópodes 

(SIDG), assim como o dos bivalves, é constituído por componentes presentes na 

hemolinfa, equivalente ao sangue dos vertebrados. Esta hemolinfa é constituída por 

elementos celulares (hemócitos ou amebócitos) e humorais (o plasma: fluido rico em 

lisinas, fatores antimicrobianos e substâncias com ação semelhante as linfocinas). 

Como os moluscos possuem um sistema semi-aberto, a hemolinfa é bombeada pelo 

coração chegando aos espaços intersticiais de vários órgãos; onde os hemócitos 

podem ser observados móvendo-se| livremente.
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Em gastrópodes, os hemócitos sâo produzidos no OPH (Órgào Produtor de 

Hemócitos), localizado entre o pericárdio e o epitélio posterior da cavidade do manto. 

Em repouso, o órgão se caracteriza como uma estrutura pequena, pouco espessa 

ou conspícua. Entretanto, em caramujos infectados pelo Echinostoma, o OPH 

apresenta-se hiperplasiado e/ou hipertrofiado; observando-se um aumento da 

atividade mitótica. Respostas similares ocorrem após infecção com Ribeiroia marini 

(Faust & Hoffman, 1934) (SULLIVAN et a i, 1982) ou S. mansoni (SULLIVAN et a i,

1984). Estudos recentes (SULLIVAN et a i, 2004) mostraram um aumento de 

mitoses nas células desta região, entre 24 - 72 h após inoculação de antígenos de 

miracídios ou cercárias de S. mansoni.

O OPH lança, na circulação tanto hemócitos maduros, quanto ameboblastos 

secundários promovendo, conseqüentemente, um aumento de células totais na 

hemolinfa periférica. Contudo, o incremento no número de mitoses nem sempre está 

associado ao encapsulamento de parasitos. Moluscos de linhagens susceptíveis 

também são capazes de produzir hemócitos na presença do estímulo parasitário. 

Contudo, estas células muitas vezes são afetadas por produtos excretados - 

secretados pelos esporocistos que interferem com a síntese e secreção de 

proteínas: bem como a capacidade de migração destas células através dos tecidos 

(LODES & YOSHINO, 1990). Nestes animais, as respostas teciduals estão 

ausentes, discretas e/ou moderadas e a destruição do parasito não ocorre de 

maneira eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os mecanismos envolvidos na resistência ao S. mansoni apresentados 

pela B. glabrata (Linhagem: Feira de Santana, Bahia -  Brasil), visando uma melhor 

caracterização, morfológica e funcional, dos hemócitos presentes nos tecidos e na 

hemolinfa circulante e investigando a correlação entre estes dois setores.

2. 2 Manuscrito I

Correlacionar o número e o grau de atividade dos hemócitos periféricos, com a 

intensidade e o tipo de reação histopatológica presente em B. glabrata submetida à 

infecção experimental pelo S. mansoni.

2.2.1 Objetivos Específicos

Acompanhar as alterações ocorridas na hemolinfa através da contagem 

total e diferencial de hemócitos periféricos em caramujos normais, 

normais-irradiados (4.000 rads/Césio 137) e infectados pelo S. mansoni]

Estudar em cada grupo acima a capacidade fagocítica dos hemócitos 

periféricos após estimulação pelo Zymozan A {Saccharomyces 

cerevisiae) ou pela tinta nanquim;

Analisar através de cortes histológicos as reações teciduais, estimuladas 

pelo S. mansoni, em exemplares de B. glabrata da linhagem Feira de 

Santana.
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2.3 Manuscrito II

Analisar a ultraestrutura e histoquimica dos hemócitos teciduais após infecção 

pelo S, mansoni.

2.3.1 Objetivos Específicos

Comparar as características ultraestrutura is e histoquímicas de 

hemócitos em repouso e ñas suas várias fases de atividade.
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3 MANUSCRITO I
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Patologia da Infecção pelo Schistosoma mansoni em Biomphalaria glabrata.
(Tentativa de correlação entre as alterações nos tecidos e na hemolinfa)

Claudia Maria da Cunha Borges, Carine Machado Azevedo, Zilton A. Andrade.

Laboratório de Patologia Experimental (Lapex), Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz

-  FIOCRUZ. Rua Waldemar Falcão 121, 40295-001 Salvador, BA, Brasil.

RESUMO

A Biomphalaria glabrata (Say, 1818), um dos principais hospedeiros 

intermediários do Schistosoma mansoni Sambon, 1907, apresenta uma patologia 

variada face a este trematódeo, na dependência de diversos fatores que levam à 

maior ou menor reatividade de sua principal célula de defesa -  o hemócito. Esta 

célula está presente no interior dos tecidos e na hemolinfa circulante, mas pouco se 

sabe como os hemócitos circulantes refletem o que se passa no interior dos tecidos.

Na presente pesquisa foram utilizados caramujos jovens e adultos, muito 

susceptíveis ao S. mansoni e se fez à correlação dos achados histopatológicos e a 

eliminação de cercárias, com o número de hemócitos circulantes e a sua capacidade 

de incorporar o Zimozan A (fagocitose). Verificou-se que, os caramujos com muitos 

parasitos nos tecidos, exibindo discreta a moderada reatividade celular, não revelam 

modificações significativas no número ou no grau de atividade (capacidade 

fagocítica) dos hemócitos circulantes, nem na relação granulócitos/hialinócitos, 

quando comparados aos controles intactos ou após serem submetidos à radiação 

ionizante. Estes dados, embora necessitando serem repetidos em caramujos menos 

susceptíveis ao S. mansoni, sugerem que os elementos celulares da hemolinfa 

refletem pobremente a patologia da esquistossomose nos tecidos da B. glabrata.

Palavras-chave; Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, hemócitos; atividade 

fagocítica; histopatologia.



Biomphalaria glabrata is one of the most important Intermediate hosts for 

Schistosoma mansoni. It exhibits variable responses when infected by that 

trematoda, depending upon several factors that may induce different degrees of 

reactivity of the hemocytes, which are the principal cells of defence. The hemocytes 

are present in two compartments: the interior of the tissues, and the circulating 

hemolymph, but little is known about how circulating peripheral hemocytes reflect the 

changes going on within the tissues. The present research used young snails, highly 

susceptible to S, mansoni, and correlated histological changes and cercarial 

emission, with the number of circulating hemocytes and their phagocytic activity 

toward Zymosan. Snails with numerous multiplying parasitic forms in the tissues, 

accompanied by mild to moderate cellular response, failed to show significative 

differences in the number and functional degree of activity of the hemolymph 

hemocytes, when compared with intact or ionizing-irradiated controls. Also, there 

occurred no modification of the granulocyte/hialinocyte rate. These data, although 

needing confirmation in snails presenting different degrees of susceptibility/ 

resistance, suggest that hemocytes in circulating hemolymph do not adequately 

reflect the changes going on within the tissues of S. mansoni-infecied B. glabrata.

ABSTRACT

Key Words; Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata; hemocytes; phagocytic 

activity; histopathology



INTRODUÇÃO

As células de defesa dos caramujos são cotetivamente denominadas de 

hemócitos. Em S. glabrata, por exemplo, que está entre os principais hospedeiros 

intermediários do S. mansoni, os hemócitos são encontrados em duas áreas 

distintas; na hemolinfa circulante e nos espaços intersticiais. Estas duas áreas se 

comunicam, mas ainda não existem informações disponíveis suficientes de como as 

alterações de defesa envolvendo os hemócitos no interior dos tecidos se refletem, 

não só na hemolinfa como um todo, mas particularmente na população de hemócitos 

circulantes. Esta informação seria desejável para que se tenham dados de patologia 

comparada, bem como um melhor conhecimento da origem, função e destino dos 

hemócitos e a possibilidade de monitoramento dos processos de defesa através de 

estudos da hemolinfa, com finalidades experimentais.

Em alguns exemplares de B. glabrata, por exemplo, há uma grande 

proliferação de hemócitos nos espaços intersticiais dos túbulos renais, glândula 

digestiva e ovoteste, órgãos mais freqüentemente parasitados durante a infecção 

pelo S. mansoni. Em contrapartida, as formas larvais deste trematódeo podem 

proliferar livremente nos exemplares altamente susceptíveis (tolerantes). Um estudo 

prévio realizado no Laboratório de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz -  FIOCRUZ (BA) demonstrou que, em alguns casos, esta aparente 

tolerância inicial poderia ser revertida em fases mais tardias da infecção. Animais 

que estavam eliminando um grande número de cercárias demonstraram intensa 

proliferação de hemócitos, com formação de lesões encapsulantes em torno de 

esporocistos e cercárias degenerados, quando sacrificados 142 dias pós-infecção; 

sugerindo a existência de um tipo de imunidade adaptativa ou adquirida. Na maior 

parte destes casos não se sabe como estas mudanças de reatividade poderiam 

repercutir na hemolinfa (LEMOS & ANDRADE, 2001).

Estudos desenvolvidos por ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980)

demonstraram um aumento no número de hemócitos circulantes em exemplares de
t

B. glabrata com 4 e 6 semanas de infecção pelo S. mansoni. Similarmente, 

MOUNKASSA & JOURDANf (1990), demonstraram que, em exemplares B. glabrata



infectados pelo Echinostoma liei {= Echinostoma caproni), este aumento no número 

de hemócitos circulantes era ainda mais significativo. Estes autores obtiveram, 

através de contagens individuais, uma média de 300 hemócitos/mm^ em exemplares 

com 20 dias de infecção, enquanto nos controles a média era de 199 

hemócitos/mm^.

Outros tipos de estresse também têm sido identificados como estimulantes 

e/ou inibidores para os hemócitos. Contudo, estes estudos não envolveram o 

monitoramento da resposta hemocítica durante as diferentes fases da parasitose, 

nem uma correlação com os aspectos histopatológicos. STUMP & GILBERTSON

(1978) demonstraram que a densidade de hemócitos circulantes em duas linhagens 

distintas de B. glabrata estava correlacionada positivamente com a idade. 

DIKKEBOOM et al. (1984) obtiveram os mesmos resultados em Lymnaea stagnalis 

(Linnaeus, 1758). Do mesmo modo. MICHELSON & DUBOIS (1975) verificaram 

haver uma associação positiva entre certos parâmetros químicos da hemolinfa e o 

tamanho e a linhagem do molusco. Em seus estudos, estes autores foram capazes 

de verificar um aumento de proteínas plasmáticas em caramujos de maior tamanho. 

Entretanto, FENG (1965) demonstrou não haver uma associação entre o número de 

hemócitos e o tamanho em Crassostrea virginica (Gmelin, 1791). Contudo, uma 

correlação positiva foi demonstrada, pelo mesmo autor, entre o número de hemócitos 

e a temperatura da água na qual os animais eram mantidos. FENG (1965) 

estabeleceu que o número de hemócitos era afetado pelo calor. Um aumento no 

número de hemócitos também pode estar associado ao decréscimo de tensão do 

oxigénio, à extração da hemolinfa e, em alguns casos, à lesão da concha.

0  presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de correlacionar o número 

e o grau de atividade dos hemócitos periféricos, com a intensidade e tipo de reação 

histopatológica presente em B. glabrata submetida à infecção experimental pelo S. 

mansoni. As mesmas técnicas foram também aplicadas a dois grupos controles: (1) 

exemplares normais, não infectados-; (2) exemplares normais, submetidos à radiação
j

ionizante.
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MATERIAIS E MÉTODOS 

A. Caramujos e Parasitos

Foram utilizados exemplares juvenis e adultos da espécie B. glabrata 

provenientes de Feira de Santana (FS), BA. Esta é uma colónia mantida há 20 anos 

no moluscário do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ) e 

utilizada na rotina de manutenção do ciclo S. mansoni. Esses moluscos foram 

colocados em frascos individuais contendo 180 mL de água desdorada e 

alimentados com alface e ração ad libitum.

Nos experimentos foram utilizados miracídios da cepa FS (Feira de Santana, 

Andrade & Sadigursky, 1985), a qual é mantida há 20 anos no Laboratório de 

Patologia Experimental (LAPEX) por passagens sucessivas em camundongos suíços 

e/ou hamsters-

Os seguintes grupos, cada um com dez exemplares, foram considerados.

1. Caramujos normais -  medindo entre 8 mm e 14 mm,

2. Caramujos normais e irradiados pelo Césio 137(4.000 rads) -  com 12 a 13 mm;

3. Caramujos infectados -  de 12 a 13 mm

B. infecção

Cada caramujo (grupo 3) foi exposto individualmente a 20 miracídios de S. 

mansoni obtidos a partir de ovos colhidos do fígado de camundongos e/ou hamsters 

com no mínimo 50 dias da exposição cercariana. Um total de 10 animais foi utilizado 

para este grupo experimental.

Depois de comprovada a infecção, foi feita a retirada do fígado, o qual foi 

homogeneizado em um tamis (GRANUTEST -  USBS 40), com abertura de 0,42 mm

-  número 35, na presença de pequena quantidade de salina à 0,85%. 0  material foi 

colocado em um cálice de sedimentação e levado a geladeira por 50 minutos (2 x). 

Decorrido este tempo desprezou-se'o sobrenadante, adicionou-se água destilada ao 

recipiente, despejando-se tocjo o conteúdo do cálice em um vasilhame de boca larga 

(tipo cristalizador) que fói deixado sob luz intensa (3 lâmpadas de 60 watts) por 30



minutos. Em seguida, transferiu-se o líquido para um balão volumétrico envolto em 

papel aluminio, deixando-se apenas o gargalo descxjberto, por um tempo de 10 a 20 

minutos exposto à luz. Retirou-se 1 mL do líquido do gargalo, contou-se o número de 

miracídios e ajustou-se o inoculo necessário para obtenção de 20 miracídios/mL. 

Fez-se, a partir daí, a infecção individual dos moluscos colocados em pequenos 

poços de placas de cultura (24 poços); onde foi acrescentado um pequeno volume 

de água, o suficiente para que cada animal ficasse totalmente submerso.

C. Verificação da Taxa de Infecção

A taxa de exemplares positivos foi determinada através da quantificação de 

cercárias eliminadas por cada caramujo (grupo 3); entre o período de 30 a 63 dias 

pós-infecção. Os animais foram colocados individualmente em frascos contendo 5mL 

de água desdorada e expostos a um foco de luz (3 lámpadas de 60W), por 2 horas. 

Após exposição, os caramujos foram removidos do frasco e as cercárias presentes 

em 1mL de água foram coradas em lugol, colocadas em placas escavadas e 

contadas em lupa (LEICA ZOOM 2000). Os animais positivos foram transferidos para 

nevos frascos de vidro e mantidos no escuro até o próximo exame ou até o momento 

do sacrificio.

Os caramujos infectados foram classificados de acordo com o númerc  ̂ de 

□ercarias eliminadas: o grupo que eliminou de 01 a 10 cercárias foi considerado 

muito pouco susceptível; 50 a 150 cercárias como susceptível e 150,1 a 500, muito 

susceptível (FRANDSEN, 1979).

D. irradiação dos Caramujos

Sessenta caramujos normais foram expostos a 4.000 rads obtidos do césio 

137 (IBL 937C Irradiador, Type H, Cis Bio International, Gif-Sur Yvette, France). Dez 

animais/grupo foram sacrificâdos e o número de hemócitos circulantes contados, 24, 

48 e 72 horas após a irradiaÇãq.
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E. Análise dos Hemócitos

- Contagem de Células

A avaliação numérica dos hemócitos foi realizada em todos os grupos 

experimentais (1,2,3). A hemolinfa de 10 animais/grupo foi individualmente coletada. 

A concha de cada caramujo foi limpa em álcool a 70%, seca em papel filtro e então 

lavada três vezes em solução contendo 400(iL de ourotetra (antibiótico de uso 

veterináho) diluído em 250 mL de água desdorada. Cada lavagem foi feita por 30 

minutos.

A concha foi então perfurada com uma agulha 26-G 1/2 próximo à região das 

glândulas digestivas e a hemolinfa extravasada foi coletada e transferida para tubos 

siliconizados de 5mL; sendo mantida a 4°C até o momento do uso para prevenir sua 

coagulação e aderência dos hemócitos. Exemplares de B. glabrata adultos (12 -  14 

mm) forneceram aproximadamente 100(iL de hemolinfa e os jovens com 8 - 1 1  mm 

de diâmetro forneceram aproximadamente 30¡.iL de hemolinfa. Após sedimentação 

dos pequenos fragmentos da concha por 10 minutos, a hemolinfa foi transferida para 

novos tubos siliconizados e usada para quantificação dos hemócitos. A contagem 

total e diferencial dos hemócitos foi realizada em câmara de Neubauer usando-se 

lOjdL do total de hemolinfa coletada de cada caramujo e diluída 1/10 em PBS 

(solução tampão fosfato) contendo vermelho neutro a 1% (Sigma). Neste estudo, as 

células coradas em vermelho foram identificadas como granulócitos e as não 

coradas como hialinócitos (BEZERRA et ai, 1997).

- Avaliação da Atividade Fagocítica

A análise da atividade fagocítica dos hemócitos foi também realizada em todos 

os grupos (1,2,3). Em amostras de hemolinfa, contendo 10  ̂células + fatores solúveis 

da hemolinfa foram adicionados a 40|xL de meio RPMl - 1640 na presença do 

Zimozan A (0,624 mg/mL) (Sigma, lote 092K11240) ou na presença de tinta nanquim 

diluída em RPMl - 1640 (1/1000) e incubadas por 3 horas em banho-maria a 37°C. 

Após este período, 20j^L de MTT ![3-(4,5 dimetiltetrazolium bromide) Sigma, lote 

66H5033] (5mg/mL de PBS, pH 7.2) foram adicionados e os tubos incubados em 

banho-maria a 37°C por rnais 2 horas, Em seguida, foi adicionado 1 mL da solução
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de ¡sopropanol-HCi 0,04 N, e estes foram homogeneizados em agitador automático 

individual (Vortex-Genie-cat. 12-812), centrifugados e os sobrenadantes levados ao 

espectrofotómetro (Hitachi: U-2000) no comprimento de onda 570 nm. Para calibrar o 

espectrofotómetro foi utilizado como padrão meio RPMI, MTT e isopropanol-HCI 

0,04 N.

- Análise Histológica

Para o estudo histológico, os animais foram anestesiados com cristais de 

mentol por 4 horas antes de serem removidos da concha (BARBOSA et al., 1960). A 

parte mole foi fixada em líquido de Bouin por 5 horas e transferidas para o álcool a 

70%. Os exemplares foram então desidratados em álcool, clarificados em xilo!, 

embebidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina/eosina, ácido 

periódico de Schiff e pelo método do sírius-vermelho para o tecido conjuntivo.

A análise histopatológica foi realizada aleatoriamente por dois observadores 

independentes. Os animais foram estudados de acordo com os seguintes cntérios: 

três regiões foram selecionadas para análise em particular, as porções sacular e 

tubular do rim, as glándulas digestivas e o ovoteste. Dois elementos básicos foram 

quantificados; a reação celular e os elementos parasitários. As reações teciduais 

examinadas foram classificadas como;

A) Difusa; proliferação de hemócitos pelos espaços intersticiais dos órgãos 

estudados (figuras 03 e 04);

B) Focal: proliferação de hemócitos em torno dos parasitos formando estruturas 

concêntricas frouxas, às vezes simulando estruturas granulomatosas vista nos 

tecidos de mamíferos (figuras 05 e 06).

Os resultados obtidos permitiram classificar os animais como;

1) Tolerantes ( - ) :  animais com intensa proliferação de parasitos, na ausência quase 

total de reação histopatológica (figura 01);

2) Reativos ( + ): animais com proliferação de parasitos e discreta reação tecidual 

(figura 02);
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3) Reativos ( ++ ): animais com proliferação de parasitos e moderada reação 

tecidual (figura 03);

4) Reativos ( +++ ): animais com proliferação de parasitos e intensa reação tecidual 

(figura 04),

F. Análise Estatística

O método estatístico empregado para a contagem de hemócitos e atividade 

fagocítica foi à análise One-Way (ANOVA) e como pós-teste o Neuman-Keuls 

Multiple Comparison Test.
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A. Taxa de Infecção

A quantificação de cercárias eliminadas demonstrou que os caramujos da 

linhagem estudada (FS=Feira de Santana) representam um grupo de exemplares 

que, segundo FRANDSEN (1979), podem ser considerados como susceptíveis (50 - 

150 cercárias); onde 80% mostraram-se positivos. Através da análise estatística não 

foram verificadas diferenças estatisticamente significantes entre as médias obtidas 

nos diferentes dias de sacrifício. Entretanto, observou-se que em alguns exemplares 

a taxa de eliminação era nula ou inferior á apresentada pelo grupo como um todo; 

contribuindo para que o desvio padrão fosse alto em cada ponto como observado na 

figura 07.

RESULTADOS

Figura 07: Média de cercárias eliminadas em cada ponto de sacrifício. 
(n=10 por ponto; S= semana pós-exposição).
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- Contagem de Células e Atividade Fagocítica

A contagem total de hemócitos periféricos realizada em caramujos normais 

demonstrou diferenças estatisticamente significantes (p< 0,001) entre os exemplares 

juvenis ( 8 - 1 1  mm) e os adultos (12 -14 mm) (tabela 1 e figura 08). Nos caramujos 

normais de 13 mm, o número total de células obtidas foi maior quando comparado 

com os demais exemplares. Ao contrário, estas diferenças não foram observadas no 

grupo 2; que estava constituído por caramujos normais irradiados e sacrificados 24, 

48 e 72 h (tabela 2 e figura 09).

A análise estatística realizada no grupo 3 demonstrou que os animais 

sacrificados na 6  ̂ semana pós-infecção apresentaram um número de hemócitos 

periféricos totais maior do que os normais, os normais irradiados (24 h) e os 

sacrificados na 7̂  semana (p< 0,05). Entretanto, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes entre a 6® e 9® semana pós-infecção (tabela 2 e figura 

09).

A avaliação da atividade fagocítica face ao Zimozan A demonstrou um 

aumento gradual no grupo 2, Em contrapartida, diferenças estatisticamente 

significantes foram observadas somente entre os animais normais e os sacrificados

24 h após irradiação (4.000 rads) (p< 0,001). No grupo 3, os animais de 6® semana 

demonstraram menor atividade fagocítica quando comparados aos demais 

sacrificados na T  e 9® semanas. Estas diferenças foram mantidas entre o grupo 

normal x 6® semana e o grupo normal x 9  ̂semana (p< 0,001); sendo menores nestes 

dois grupos de infectados. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre a taxa de fagocitose de animais normais e os sacrificados na 7® 

semana pós-infecção (figura 10).

B. Análise dos Hemócitos
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TABELA 01: Contagem total e diferencial de hemócitos circulantes na 

hemolinfa de B. glabrata norníiais com diferentes tamanhos.

Os valores expressos em cada coluna representam a média e o desvio padrão de cada grupo. 

* Média de células maior que os demais grupos.

Grupos que não diferem estatisticamente (p>0,05)

Grupo Experimental Total de Hemócitos 

( lÔ /̂mm’)

Granulócitos
%

Hialinócitos
%

8 mm (n-10) 1,39+/- 0,07 1,13+/- 0,11 81,29 0,26 +/- 0,06 18,71

9 mm (n-10) 1,10 * 1 - 0 , 0 8 ’ 0,87 +/-0,11 79,09 0,23 +/- 0,05 120,91

10 mm (n=10) 0,66 +;- 0,09 0,47 +/- 0,06 71,21 0,19 +/- 0,04 28,79

11 mm (n=10) 1,15+/-0,12“ 0,89 +/- 0,10 77,39 0,26 +/- 0,04 22,61

12 mm (n=10) 1,81 +/- 0,09'’ 1,48 +/- 0,06 81,76 0,33 +/- 0,06 18,24

13 mm (n=10) 1,97+/- 0,06* 1,60 +/- 0,03 81,21 0,37 +/- 0,05 18,79

14 mm (n=10) 1.84 +/- 0,08’’ 1,46 +/- 0,04 79,34 0,39+/-0,06 20,66

8 mm 9 mm 10 mm 11 mm 12 mm 13 mm 14 mm

G ru p o s  - Norm a i s

Figura 08: Média de hemócitos totais circulantes na hemolinfa de B. glabrata normais com 

diferentes tamanhos. p<0,001. (n=ip por ponto; amostra = lOuL).
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TABELA 02: Contagem total e diferencial de hemócitos circulantes na 

hemolinfa de B. glabrata normais, normais irradiados (4.000 rads -  césio 137) e 

infectados pelo S. mansoni sacrificados na 6® , 7 ® e 9 ® semanas após a 

exposição a 20 miracídios.

Grupo Experimental Total de Hemócitos 

( 10"/mm’)
Granulócltos

%

Hialinócitos
%

Normal (n=10) 1,83 +/-0,11 1,58 +/-0,12 86,33 0,25 +/- 0,05 13,69

Irradiado (24 h) (n=10) 1,89 +/- 0,07 1,55 +/- 0,08 82,01 0,35 +/- 0,04 17,99

Irradiado (48 h) (n=10) 2,12 +/- 0,14 1,69 +/- 0,08 79,71 0,43 +/- 0,06 20,29

Irradiado (72 h) (n=10) 2,01 +/-0,05 1,66 +/- 0,07 82,58 0,35 +/- 0,07 17,42

6“Semana (n=10) 2,70 +/- 0,61“ 2,07 +/- 0,54 76,66 0,63 +/-0,11 23,34

7“Semana (n=10| 1,69 +/- 0,77 1,30 +/- 0,56 76,92 0,39 +/- 0,22 23,08

9 ‘ Semana (n=10) 2,12 +/-1,26 1,54 +1- 0,88 72,64 0,58 +/- 0,38 27,36

Os valores expressos em cada coluna representam a média e o desvio padrão de cada grupo.

° Média de células que difere dos grupos normal (p<0,0S), normal irradiado (24 h) (p<0,05) e 7° semana (p<0.01).

Figura 09: Média de hemócitos totais circulantes na hemolinfa de B. glabrata normais, normais 

irradiados (4.000 rads -  césio 137) (24h, 48h, 72h) e infectados pelo S. mansoni (sacrificados na 

6®,7® e 9“ semanas após exposiçãó a 20*míracídios); (n=10 para cada ponto; amostra = 10uL); 

(h = horas; S= semana pós-expostção).
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TABELA 03: Avaliação da atividade fagocítica contra o zimozan A e tinta 

nanquim em hemócitos circulantes de B. glabrata normais, normais irradiados 

com 4.000 rads-césio 137 e infectados pelo S. mansoni e sacrificados na 6̂ ,7® 

e 9̂  semanas após exposição a 20 miracídios.

Grupo Experimental
Atividade Fagocítica contra o 

Zimozan A 

Absorbância (570 nm)

Atividade Fagocítica contra 

a Tinta Nanquim 

Absorbância (570 nm)

Normal (n=10) 0,366 +/- 0,014* 0,191 +/-0,009

Irradiado (24 h) (n=10) 0,332 +7-0,016'' 0,171 +/-0,009

Irradiado (48 h) (n=10) 0,350 +/-0,016* 0,181 +/-0,007

Irradiado (72 h)(n=10) 0,373+/- 0,019“’*̂ 0,193 +/- 0,013

6  ̂Semana (n=10) 0.276 +/-0,030 0.148 +/-0,010

7 ^Semana (n=10) 0.370 +/-0,010*'= 0.192 +/-0,010

9® Semana (n=10) 0.324 +/- 0,020'* 0.169 +/- 0,010

Os valores expressos em cada coluna representam a média e o desvio padrão de cada grupo.
a,b,c Grupos que não diferem estatisticamente.

Grupos
Figura 10: Avaliação da atividade fagocítica contra o zimozan A em hemócitos circulantes de B. 
glabrata normais, normais irractíados, (4.000 rads-césio 137) (24h, 48 h, 72 h) e infectados pelo 

S. mansoni (sacrificados na 6̂ ,7̂  e 9̂  semanas após exposição a 20 miracídios); (n=10 por 

ponto; amostra = lOuL); (H = lloras; S= semana pós-exposição).
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- Análise histológica

As análises realizadas através da microscopía óptica revelaram que os 

exemplares normais do grupo 1 (normais não-expostos) apresentavam 

características histológicas de normalidade; com tecido intersticial rico em espaços 

lacunares onde se pôde observar acúmulo de hemolinfa,

Nos caramujos infectados, as reações em torno e/ou nas proximidades de 

esporocistos e cercárias foram particularmente consideradas; sendo observadas 

predominantemente no ovoteste e na glândula digestiva como já descrito por 

BORGES (2000). As porções sacular e tubular do rim foram identificadas como um 

local secundário para a proliferação dos hemócitos. Entretanto, estas reações 

celulares foram discretas (+) e/ou moderadas (++); confirmando a análise da 

quantificação de cercárias que demonstrou que os caramujos da linhagem estudada 

(FS=Feira de Santana) representavam um grupo de animais susceptíveis 

(figuras 02,03). Nestes animais, estavam presentes focos de proliferação e 

diferenciação de numerosos esporocistos (figura 11, 12, 13, 14). Estruturas 

encapsulantes frouxas e/ou compactas ocorreram raramente (figuras 05,06) e, em 

alguns exemplares, estavam ausentes na glândula digestiva cuja histologia 

apresentava-se dentro dos padrões de normalidade.

As observações histopatológicas demonstraram não haver uma associação 

direta entre a hemolinfa periférica e os espaços intersticiais onde os hemócitos 

estavam presentes. Animais infectados apresentaram um total de células circulantes 

menor do que os normais; exceto os sacrificados na 6® semana cuja média foi de 

2,70 x 10  ̂ células/mm^. Entretanto, mesmo nestes exemplares as reações teciduais 

foram discretas e/ou moderadas. Também foi possível observar que, em alguns 

animais considerados reativos, o número total de hemócitos periféricos não diferiu 

daqueles considerados tolerantes. Além disso, não foram verificadas diferenças entre 

a porcentagem de granulócitos e hialinócitos dos animais sacrificados nos diferentes 

pontos de sacrifício.
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DISCUSSÃO

A hipótese que as modificações no número e na atividade funcional dos 

hemócitos presentes na hemolinfa da B. glabrata fornecessem um bom índice do que 

acontece nos tecidos ao curso da infecção pelo S. mansoni, não se confirmou com 

os resultados do presente estudo. As pequenas variações observadas estiveram 

dentro dos limites da normalidade. O fato da cepa do parasito e seu hospedeiro 

intermediário estarem bem adaptados um ao outro constituiu uma desvantagem para 

0 presente estudo, pois a escassa reação celular pode ter também dado uma 

repercussão periférica difícil de ser detectada. Todavia, os sinais de proliferação 

celular ocorreram em um ou outro órgão e em alguns poucos casos. Estes sinais se 

correlacionaram de maneira bem evidente com a redução local dos elementos 

parasitários e até mesmo com a eliminação de cercárias. Mas, nenhuma repercussão 

foi notada nos parâmetros pesquisados na hemolinfa que distinguissem estes casos 

dos demais. Os resultados indicam que a hemolinfa não se constitui um bom espelho 

das reações de tipo inflamatório ou degenerativo que se passam no interior do 

molusco infectado pelo S. mansoni.

A grande maioria das investigações sobre a esquistossomose mansônica na 

região neotropical utiliza B. glabrata como modelo de agente transmissor, 

provavelmente porque este molusco ajustou-se muito bem à condição de vetor do S. 

mansoni na América do Sul e no Caribe. Assim, alguns estudos têm demonstrado a 

sua alta susceptibilidade e compatibilidade à infecção com esse parasito. Entretanto, 

existem populações dessa espécie pouco susceptíveis onde as larvas do S. mansoni 

são reconhecidas e rapidamente destruídas (GUIMARÃES et ai, 1997).

Em gastrópodes, a resposta tecidual é mediada pelos hemócitos e inclui os 

processos de fagocitose, formação de granulomas, coagulação da hemolinfa e 

cicatrização. Estas células, por sua vez, podem ser encontradas em duas áreas

distintas, na hemolinfa circulante (onde também estão presentes lisinas, fatores
, t

antimicrobianos e substâncias com ação semelhante às linfocinas) e nos espaços 

intersticiais do tecido conjuntivo.
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Vários estudos têm sido desenvolvidos com o objetivo de melhor caracterizar 

os hemócitos teciduais. Alguns deles têm demonstrado que estas células 

apresentam heterogeneidade morfológica e bioquímica (HARRIS, 1975; YOSHINO, 

1976; CHENG & GUIDA, 1980; LO VERDE et al., 1982; LIE et al., 1987; BORGES & 

ANDRADE, 2003). Entretanto, ainda não se têm uma noção exata de como os 

acontecimentos no interior dos tecidos repercutem na população de hemócitos da 

periferia. Nosso primeiro passo foi a padronização desta população de células em B. 

glabrata não infectadas, uma vez que, estes dados eram inexistentes para a 

linhagem estudada (FS=Feira de Santana). Desta maneira, a quantificação de 

hemócitos, bem como sua capacidade fagocitária foi determinada em caramujos 

normais, normais irradiados (estimulo não biológico) e infectados pelo S. mansoni 

(estímulo biológico).

A contagem total de hemócitos realizada no grupo 1 (normais) demonstrou 

grandes flutuações durante o crescimento destes animais. O gráfico 2 mostra 

distintamente que em caramujos juvenis ( 8 - 11  mm) o total de hemócitos periféricos 

(granulócitos + hialinócitos) é menor do que nos adultos. Estes resultados diferem 

dos obtidos por Loker et al. (1987) que observaram que B. glabrata não-expostos 

com 12 mm de diâmetro apresentavam densidades hemocíticas menores (89,1 ± 

13,5) do que aqueles com 6 mm (246,5 ± 59,1). STUMPF & GILBERTSON (1978) já 

haviam demonstrado que as variações hemocíticas observadas em B. glabrata 

(linhagem PR=Porto Rico) estavam correlacionadas positivamente com o tamanho 

da concha. Contudo, estes autores usaram caramujos de 8 mm; como os utilizados 

em nossos experimentos. DIKKEBOOM et al. (1984) obtiveram resultados similares 

em L  stagnaUs] mostrando que animais com 25 ± 1 mm tinham 3,5 x mais 

hemócitos/mm^ do que aqueles com 10 ± 1 mm diâmetro de concha. DEGAFFÉ & 

LOKER (1998) demonstraram que a diferença no número de hemócitos, observada 

entre caramujos juvenis e adultos, estava correlacionada ao aumento no número de 

células que emitiam pseudópodo? quando aderidas ao vidro. Ambos os grupos 

estudados por estes autores, apresentavam quantidades equivalentes de células 

arredondadas, Nossps resultados refletem portanto possíveis mudanças metabólicas
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ocorridas durante a maturidade sexual, uma vez que, os hemócitos também 

participam ativamente da digestão e transporte de nutrientes (SMINIA et al., 1974).

Nos caramujos irradiados (4.000 rads) -  grupo 2, esta variação não foi 

observada. Dados obtidos por MARTINS-SOUZA et al. (2003) demonstraram que a 

inoculação com sílica feita em duas linhagens de B. tenagophiia (Taim e Cabo Frio) 

induz uma redução significativa na subpopulação de granulócitos periféricos. Esta 

redução foi acompanhada por um aumento do número de células mortas. Entretanto, 

os dados apresentados na tabela 02 não confirmam estes achados. A porcentagem 

de granulócitos observada nestes animais variou entre 1,55 -  1,69 x 10® células/mm^ 

(82%); não diferindo dos normais (1,58 x 10  ̂ células/mm^ -  86%). Estudos 

desenvolvidos por BEZERRA et al. (2003) demonstraram que os hemócitos de B. 

tenagophiia normais e infectados pelo S. mansoní são extremamente resistentes não 

havendo alteração no número total de células periféricas após irradiação por 10 

Krads (Co^). Estes autores observaram, também, que a irradiação não afetou a 

sobrevivência dos moluscos. A taxa de mortalidade dos caramujos, nos três grupos 

experimentais (irradiado/não-infectado = 13%; irradiado/infectado = 14%; não- 

irradiado/não-infectado = 11%) foram similares. Em um estudo desenvolvido por 

Azevedo et al. (2004), animais irradiados-infectados demonstraram alterações 

histológicas na região do ovoteste quando sacrificados logo após irradiação. 

Entretanto, a taxa de mortalidade permaneceu similar ao grupo controle. Em fases 

mais tardias estas alterações histológicas não foram observadas. É importante 

ressaltar que subdoses (0,5 Krads) provocam uma total supressão do sistema 

imunológico em mamíferos (camundongos e ratos); o que aparentemente não 

ocorreu nos moluscos.

Os caramujos infectados demonstraram alterações discretas com relação ao 

número de hemócitos periféricos. Animais sacrificados na 6  ̂ semana apresentaram 

uma média de 2,70 x 10® células/mm^. Além disso, a porcentagem de hialinócitos foi

de 23%, refletindo a produção de novas células, uma vez que em caramujos normais
t

obteve-se uma porcentagem de 13%. Entretanto, esta média não foi mantida na 7® e
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9̂  semanas; apesar de terem sido observadas as mesmas porcentagens (72-76% - 

granulócitos; 23-27% - hialinócitos). ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980) já 

haviam observado que caramujos sacrificados entre 4-6 semanas pós-infecção 

apresentavam diferenças significativas quando comparados aos controles. 

GRANATH & YOSHINO (1983) já haviam evidenciado uma diminuição rápida no 

número de hemócitos circulantes de linhagens resistentes de B. giabrata expostas ao 

S. mansoni, especulando que tal fato seria decorrente da mobilização de hemócitos 

para os tecidos em resposta a multiplicação dos parasitos. A hipótese de uma 

resposta quimiotática dos hemócitos após a infecção tem sido reforçada pelos 

estudos in vitro de LODES & YOSHINO (1990), ao demonstrarem que frações 

isoladas de esporocistos primários de S. mansoni estimulam a mobilidade de 

hemócitos de linhagens resistentes de B. giabrata, mas inibem a mobilidade de 

hemócitos de linhagens susceptíveis. Contudo, nossas observações histopatológicas 

não revelaram a presença de reações teciduais de encapsulamento bem constituídas 

nos caramujos sacrificados na 6®, 7® e 9® semanas. Tal condição indica que, na 

linhagem estudada, o parasito pode estar interferindo com as propriedades 

morfológicas e funcionais dos hemócitos.

Nos caramujos infectados, a atividade fagocítica contra o Zimozan A não 

demonstrou diferenças com relação ao grupo normal. Vários estudos desenvolvidos 

em B. giabrata mostram que, em combinações susceptíveis, o parasito não gera uma 

resposta imune adequada por parte do hospedeiro. LOKER et al. (1984) já haviam 

demonstrado a presença de substâncias plasmáticas denominadas aglutininas. Estas 

opsoninas promovem a adesão dos hemócitos ao parasito facilitando o processo de 

endocitose. B. giabrata de diversas linhagens podem expressar de modo 

diferenciado estas aglutininas; que estão ausentes em algumas delas. Na linhagem 

estudada, o fenômeno de ativação celular não foi detectado. Estes resultados 

reforçam a hipótese de que o contato, a habilidade de encapsulação e a destruição 

do parasito não foram eficientes.

Ao término desta pesquisa ficou evidente que, se alguns dos moluscos 

infectados tivessem apréseptado uma exuberante reação tecidual, com fortes



acúmulos ou infiltrações difusas de hemócitos, com freqüentes formação de lesões 

encapsulantes, os resultados da hemolinfa, caso persistissem os mesmos de agora, 

poderiam ser tomados com maior grau de confiabilidade.
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PRANCHA 01



Classificação Histopatolóqica
(Reações Teciduais)

Figura 01: Tolerante (-) Proliferação de parasitos sem reação tecidual. 
Glândula digestiva; hematoxiiina/eosina. Aumento 200 x.

* V Í  ____ -

- o é .
Figura 02: Reativo (+) Reação tecidual discreta (seta). 

Glândula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.



P R A N C H A  02



Figura 03: Reativo(++) Reação tecidual moderada do tipo difusa (seta). 
Ovoteste; hematoxílina/eosina. Aumento 100 x.

Figura 04 Reativo(+++); Reação tecidual intensa do tipo difusa. 
Glándula digestivs '̂ hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.



PRANCHA 03



Figura 05: Reação tecidual encapsulante; observar a formação de 
camadas concêntricas em tomo do parasito em degeneração. 

Glândula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

Figura 06: Reaçãp tecidual do tipo granulomatosa. 
Glândula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.



P R A N C H A  04



Classificação Histopatológica
(Parasitismo)

Figura 07: Proliferação discreta de parasites na glândula digestiva (seta); 
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.

Figura 08: Proliferação moderada de parasitos na glândula digestiva; 
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.



P R A N C H A  05



Figura 09: Proliferação intensa de parasites na glândula digestiva (seta); 
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.

Figura 10: Proliferação intensa de parasitos na glândula digestiva; 
hematoxilina/eosina. Aumento 200 x.
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Contribuição ao Estudo dos Hemócitos da Biomphalaria glabraía.

Dados ultraestruturais e histoquímicos observados em Biomphalaria glabrata Infectados

pelo Schistosoma mansoni.

Claudia Maria da Cunha Borges, Rafael Valente Veiga,

Carine Machado Azevedo, Zilton A. Andrade.

Laboratório de Patologia Experimental (Lapex), Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz -  

FIOCRUZ. Rua Waldemar Falcão 121, 40295-001 Salvador, BA, Brasil,

RESUMO

Os hemócitos são células móveis, fagocíticas e secretoras, que têm sido 

comparados aos macrófagos dos vertebrados. Durante a infecção da Biomphalaria 

glabrata (Say, 1818) pelo Schistosoma mansoni Sambon, 1907 o comportamento dos 

hemócitos teciduais é fundamental para determinar a evolução e o destino da interação 

hospedeiro-parasito que então se estabelece.

Os dados ultraestruturais obtidos no presente estudo revelaram evidências de 

alterações induzidas pela infecção, tanto sob a forma de sinais de ativação do retículo 

endoplasmático e de modificações no conteúdo de gllcogênío, ao lado de freqüentes 

sinais degenerativos como a presença de lisossomas secundários e auto-fagossomas, 

tumefação e cristólise nas mitocôndrias, dispersão de ribossomos no citoplasma. Os 

dados obtidos com métodos histoquímicos para fosfatase ácida e succino 

desidrogenase mostraram que os hemócitos, além de conterem enzimas hidrolíticas 

que refletem seu estado de ativação, também liberam aparentemente tais enzimas ao 

seu redor.

0  estudo representa uma tentativa de trazer novos aportes para o entendimento 

da estrutura e função dos hemócitos da B. glabrata, uma célula tão importante e ainda 

pouco conhecida.

Palavras-chaves; Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni] hemócitos; 

ultraestrutura; fosfatase ácida; succino-désidrogenase.



Contribution to the study of Biomphalaria glabrata hemocytes 

Ultrastructural and histochemical data on Biomphalaria glabrata infected with

Schistosoma mansoni

Snail hemocytes are mobile, phagocytic, and secretory cells that have been 

compared with vertebrate macrophages. During the infection of Biomphalaria glabrata 
(Say, 1818) with Schistosoma mansoni (Sambon,1907), the behavior of the tissue 

hemocytes is the main factor determining the evolution and fate of the host-parasite 

interaction.

The present investigation describes ultraestructural features that reflect changes 

induced by the parasitic infection. That include not only signs of cell activation going on 

in granular endoplasmic reticulum and in cytoplasmic dispersion of ribosomes, but also 

degenerative features, such as the presence of frequent secondary lysosomes, and 

auto-phagosomes, as well as swelling and cristolysis of mitochondia. Data obtained with 

histochemical methods for acid phosphatase and succinate-dehydrogenase indicated 

that the presence of such enzymes in hemocytes varies with their state of activity. 

Moreover, the presence of the enzyme can be detected in close proximity to the 

hemocytes while their interior may be negative, an indication of secretion.

This study represents an attempt at disclosing new data for the understanding of 

structure and function of hemocytes, an important and still incompletely known cell of B.

glablata

Key Words. Biomphalaria glabrata] Schistosoma mansoni, hemocytes; acid 

phosphatase; succinate dehydrogenase.
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INTRODUÇÃO

Os hemócitos dos gastrópodes em geral e da B. glabrata em particular constituem 

a principal linha de defesa dos mesmos contra os organismos invasores. Nesta função 

eles se assemelham aos macrófagos dos vertebrados, funcionando ao mesmo tempo 

como células secretoras e fagocíticas. Como urna célula mesenquimal primitiva, ele 

pode vir a assumir também características fibroblásticas, influenciando modificações na 

matriz extracelular (PAN, 1958).

Em B. glabrata, os hemócitos representam uma população celular de morfologia e 

conteúdo enzimáticos variáveis. Estas células também apresentam subpopulações com 

capacidade de adesão e fagocitose diferenciadas que correspondem a diferentes 

estágios fisiológicos (KNAAP & LOKER, 1990; MATRICON-GORDAN & LETOCARD, 

1999b).

Vários autores sugerem, após estudos ultraestruturais, a existencia de duas 

subpopulações celulares: os hialinócitos (que são pequenos, redondos e não fagocitam 

partículas) e os granulócitos (que são grandes, aderem ao vidro, emitem pseudópodos 

e são ativamente fagocíticos) (LIE et al., 1987; BARRACO et al., 1993). Outros, 

entretanto, acham que os gastrópodes, bem como os cefalópodes, possuem apenas 

um tipo celular, o qual desempenha várias funções (SMINIA, 1972; SMINIA et al., 
1973). O emprego de técnicas histoquímicas tem facilitado o estudo da atividade 

funcional dos hemócitos, bem como fornecido dados para o estudo comparativo destas 

células com os macrófagos humanos (CHENG & GARRABRANT, 1977; MCKERRON et 

ai, 1985; SMINIA & BARENDSEN, 1980; MONTEIL & MATRICON-GONDRAN, 1993).

Embora muito se tenha investigado, a biología dos hemócitos ainda permanece 

com muitos pontos obscuros. Visando a busca de novos dados, o presente estudo se 

concentrou em analisar alguns aspectos histológicos, ultraestruturais e histoquímicos 

dos hemócitos da B. glabrata em condições normais e durante a infecção pelo S.

mansoni. ■ ’ ,



MATERIAL E METODOS 

A. Moluscos Utilizados e Parasitos
Os exemplares de B. glabrata utilizados neste estudo provieram da linhagem 

designada como Feira de Santana (FS), Salvador -  Bahia; mantida há 20 anos no 

moluscário do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM -  FIOCRUZ) e utilizada na 

rotina de manutenção do ciclo do S. mansoni.

Todos os moluscos foram expostos a 20 miracídios do S. mansoni (cepa FS -  

Andrade & Sadigursky, 1985) e sacrificados em diferentes intervalos de tempo; sendo 

divididos em dois gnjpos distintos;

a. Grupo Controle: caramujos (12-13 mm) normais, não infectados.

b. Grupo Infectado: caramujos (12 - 13 mm) subdivididos em 3 subgrupos, após 

verificação de positividade e de acordo com a média quinzenal de eliminação de 

cercárias; de acordo com a classificação de Frandsen (1979);

Subgrupo I: caramujos muito pouco compatíveis (classe 2), eliminando até no máximo 

10 cercárias.

Subgrupo II: caramujos compatíveis (classe 4), eliminando entre 50 a 150 cercárias. 

Subgrupo III: caramujos muito compatíveis (classe 5), eliminando entre 151 a 500 

cercárias.

B. Infecção
Cada caramujo (grupo b) foi exposto individualmente a 20 miracídios de S. 

mansoni obtidos a partir de ovos colhidos do fígado de camundongos e/ou hamsters 

com no mínimo 50 dias de infectados. Um total de 25 animais foi utilizado para este 

grupo experimental.

0  fígado retirado destes animais doadores foi homogeneizado em um tamis

(Granutest -  USBS 40) com abertura de 0,42 mm -  número 35 na presença de
t

pequena quantidade de salina à 0,85%, colocado em um cálice de sedimentação e

levado á geladeira (4° C) por 50 minutos (2 x). Decorrido este tempo desprezou-se o
' ' 4



sobrenadante, adicionou-se água destilada ao recipiente, despejando todo o conteúdo 

do cálice em um vasilhame de boca larga (tipo cristalizador) que foi deixado sob luz 

intensa (3 lâmpadas de 60 watts) por 30 minutos. Em seguida, transferiu-se o líquido 

para um balão volumétrico envolto em papel escuro, deixando-se apenas o gargalo 

descoberto, por um tempo de 10 a 20 minutos exposto à luz. Retirou-se 1 mL do líquido 

do gargalo, contou-se o número de miracídios e ajustou-se o inoculo necessário para 

obtenção de 20 miracídios/mL. Fez-se, a partir daí, a infecção individual dos moluscos 

colocados em pequenos poços de placas de cultura (24 poços); onde foi acrescentado 

um pequeno volume de água, suficiente para que cada animal ficasse totalmente 

submerso.

C. Teste de Positívidade
A partir da 4  ̂ semana (28 dias), foi realizado quinzenalmente o teste de 

positívidade para eliminação de cercárias, no qual os moluscos foram lavados em água 

corrente e colocados individualmente em frascos contendo 5 mL de água desdorada e 

expostos á luz (3 lâmpadas de 60 w), durante duas horas. Decorrido este tempo de 

exposição, 0 caramujo foi removido dos frascos e as cercárias presentes em 1 mL de 

água foram mortas e coradas com lugol e em seguida contadas em microscópio 

esterioscópico (LEICA ZOOM 2000). Os animais positivos foram transferidos para 

novos frascos de vidro e mantidos no escuro até o próximo exame ou até o momento 

do sacrifício (30 a 63 dias pós-infecção).

Os caramujos infectados foram agrupados como descritos no item A.

D. Processamento Histológico
D.1 Técnica de Fixação e Contrastação para a Microscopia Eletrônica

Animais de cada grupo foram anestesiados com cristais de mentol por quatro 

horas e retirados da concha com o auxílio de pinças oftálmicas (BARBOSA et al., 1960). 

Os fragmentos obtidos foram fixados em glutaraJdeío a 2% + tampão cacodilato a 0,2M
I

(1:1 -  por 1 hora a 4°C) e pós-fixados em uma mistura de tetróxido de ósmio a 2% +

tampão cacodilato a 0,3M,;na^. proporção de 1:1, por mais 1 hora em temperatura de
' ' 5



4°C. Decorrido esse tempo, o material foi lavado em tampão cacodilaío à temperatura 

ambiente e desidratado em acetona no vácuo. O material foi colocado em uma mistura 

de resina Polybed 812 (Polysciences, INC) e acetona pura no vácuo por uma hora à 

temperatura ambiente, seguindo Impregnação, por 12 horas (“ovemigth”), em resina 

pura no vácuo e temperatura ambiente e posterior emblocamento em moldes plásticos. 

A polimerização da resina foi realizada á 60°C por 2 - 3  dias. Após polimerização, os 

blocos foram levados ao ultramícrotomo da marca Reichert (Ultratome Supernova 

Leica) onde foram feitos cortes semifinos de 0,5 ^m. Selecionados os melhores cortes, 

foram feitos cortes ultrafinos de 450 Á, os quais foram montados em grades de cobre, 

contrastados com acetato de uranila e depois em citrato de chumbo para análise ao 

microscópio eletrônico da marca Zeiss, EM-109 sob uma voltagem de 50kV.

D.2 Técnicas Utilizadas para Histoquímica Enzimática
Em todas as reações enzimáticas foram utilizados caramujos adultos (12-13 mm) 

da espécie 6. glabrata (linhagem FS) infectados individualmente com 20 miracídios do 

S. mansoni (cepa FS) e sacrificados 42, 49 e 63 dias pós-infecção.

Todos os animais foram anestesiados como descrito anteriormente; sendo as 

porções da glândula digestiva e ovoteste colocadas imediatamente em TISSUE -  TEK 

(Sakura) e congelados em nitrogênio líquido e criopreservados a -  70°C até o momento 

do uso.

Os blocos foram cortados á -  21°C em criostato da marca Reichert-Jung 

(2.800 Frigocut) obtendo-se cortes de 5 ^m que foram montados em lâminas 

previamente tratadas com Poli-L-lisina a 10% (Sigma St. Louis, Mo. USA) e fixadas em 

acetona (100%) gelada por 10 minutos.



D.2.1 Desídrogenase
0  método descrito por PEARSE (1960) foi usado para demonstrar a presença da 

desídrogenase. Os cortes obtidos foram incubados na solução substrato formado pela 

mistura do tampão (fosfato de sódio monobásico a 0,2 M) + succinato de sódio dibásico 

hexahidratado (Sigma, S2378-100G -  123K0148) em uma proporção de 1:1 e NITRO 

BT (nitro blue tetrazolium -  Sigma, No. N-6876); por 30 minutos a 37°C. Nos controles o 

substrato foi utilizado mas, a enzima foi inativada a 90°C por 10 minutos. Após 

incubação, as lâminas foram lavadas em salina a 0,85%, contracoradas em safranina a 

1% por 2 minutos, fixadas em formol a 10% (10 minutos), desidratadas em álcool 

(30 -  100%), clarificadas e montadas em bálsamo do Canadá sintético (Biotec -  

Reagentes Analíticos).

D.2.2 Fosfatase Ácida
Para demonstrar a fosfatase ácida o método Naphthol AS-BI (BARKA, 1960) foi 

aplicado. As lâminas foram lavadas em água destilada e incubadas por 60 minutos na 

solução substrato que continha pararosanilina, nitrato de sódio a 4%, acetato de sódio e 

Naphthol AS-BI (BioChemika -  70491). Os controles também foram incubados no 

mesmo substrato. Entretanto, nestes a enzima foi inativada a 90°C por 10 minutos. 

Decorrido o tempo de incubação, as lâminas foram lavadas em água destilada por 3 

minutos, contracoradas com verde metila (Sigma, M-8884, lot. 90K3641) por 10 

minutos, desidratadas (95 -  100%), clarificadas e montadas permanentemente em 

bálsamo do Canadá.

Em ambas as técnicas, as lâminas foram fotografadas em microscópio Zeiss 

(Axioskop 2).



RESULTADOS

A. Análise Histoquímica

A análise histoquímica realizada nos caramujos da linhagem estudada demonstrou 

que a desidrogenase e a fosfatase ácida estavam presentes em todos os exemplares 

infectados. Entretanto, a atividade da desidrogenase foi relativamente mais fraca; sendo 

positiva apenas para as formas larvais que se encontravam em diferentes fases de 

desenvolvimento (figura 01). Não foram observados hemócitos positivos (figura 02). Nos 

caramujos normais esta enzima foi detectada em alguns locais, como a moela e a 

região cefalopodal; em ambos os casos apenas as fibras musculares apareceram 

marcadas.

Para a fosfatase ácida, a reação positiva também foi observada em alguns 

hemócitos que se acumulavam ao redor do parasito ou naqueles que estavam 

dispersos no tecido conjuntivo (figura 04). Estas células, por sua vez, apresentaram a 

região citoplasmática marcada uniformemente (figura 03A). Além disso, a presença 

desta enzima foi detectada na hemolinfa em zonas adjacentes aos parasitos 

(figura 03B). Contudo, não foram constatadas diferenças quantitativas entre os animais 

sacrificados nas semanas pós-exposição (6®, 7®, 9®). Em paralelo, esta enzima pôde ser 

demonstrada em determinados órgãos como o ovoteste (cauda dos espermatozóides, 

espermateca) e nos lóbulos da glândula digestiva.

B. Microscopia Eletrônica
B.1 Ultraestrutura
Os hemócitos que foram encontrados nos espaços intersticiais das glândulas 

digestivas e do ovoteste de animais parasitados, apresentavam características 

morfológicas variáveis, tanto quanto ao tamanho, densidade do citoplasma, número e 

disposição dos filopódios, presença de organelas citoplasmáticas e características 

nucleares.

i

Os hemócitos observados, são células assimétricas de citoplasma eletrodenso no

qual estavam presentes filopódios que se distendiam pela matriz extracelular, formando
8



um aspecto labiríntico característico. Os espaços entre os prolongamentos estavam 

preenchidos por material amorfo, sob a forma de grumos com fraca eleírodensidade 

(figura 05). Das organelas, foi relativamente freqüente a presença de numerosas 

mitocòndrias na região perinuclear. 0  retículo endoplasmático mostrou-se bem 

desenvolvido, estando associado aos ríbossomos que foram observados espalhados 

por esta região em particular. Tal organela estava presente em torno do núcleo e 

próximo ao ectoplasma celular (figura 06). Em algumas micrografias ficaram evidentes a 

presença do complexo de Golgi, de corpúsculos residuais e finos grumos eletrodensos 

identificados como grânulos de glicogênio (figuras 07, 08). Osfagossomos (lissosomos 

secundários) foram freqüentemente observados nos hemócitos dos animais infectados, 

mesmo na ausência de elementos parasitários (figura 08). Alguns deles continham 

corpos esféricos, limitados por compartimentos delimitados por duas membranas, 

contendo no seu interior, detritos remanescentes de componentes do citoplasma como 

mitocòndrias, retículo endoplasmático e outras (vacúolos autofágicos) (figura 08). 

Foram notadas também algumas estruturas filamentosas, densas, concêntricas, 

simulando as chamadas ‘figuras de mielina” e alguns corpos eletrodensos, irregulares, 

pequenos; representando lisossomos primários (figuras 08, 10)

Em algumas células foi possível observar a presença de um núcleo grande, 

excêntrico, rico em grumos de cromatina fortemente condensada (heterocromatina) e 

nucléolo granular (figura 09).

Nos animais controle, os hemócitos foram escassos, apresentando características 

de células inativas de aspecto arredondado.



DISCUSSÃO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de aprofundar o 

conhecimento das características ultraestruturais e investigar a atividade enzimática dos 

hemócitos teciduais em caramujos B. glabrata, normais e infectados pelo S, mansoni] 

uma vez que este molusco representa o principal hospedeiro intermediário deste 

trematódeo nas Américas. Além disso, tais informações seriam valiosas para que se 

acumulem dados básicos de uma patologia primitiva, úteis para os estudos de patologia 

comparada, já que se relacionam com mecanismos básicos envolvendo as defesas do 

hospedeiro contra organismos invasores.

Nos moluscos, o hemócito é a principal célula que reage a infecção parasitária. 

Estudos prévios desenvolvidos por SMINIA et al. (1982) e JEONG et al. (1983) 

consideram os hemócitos como protótipos do macrófago de mamíferos na resposta 

imune. Estudos sobre fagocitose (JEONG & HEYNEMAN, 1976) também revelaram 

evidências da relação entre estes dois tipos celulares. Nos vertebrados, os macrófagos 

são células que descartam células mortas e outros debris indesejáveis, os quais estão 

amplamente distribuídos pelos tecidos. Estas células podem ser identificadas por 

técnicas histoquímicas ou imunohistoquímicas que detectam enzimas presentes no 

citoplasma (como por exemplo, fosfatases, esterases, quimiotripsina, alfa-1 antitripsina), 

ou pela utilização de anticorpos monoclonais (HAM-56, OKM 1-CD11, Leu Ml-GDI 5).

Em nossos testes histoquímicos para detectar a presença de duas enzimas, os 

hemócitos foram positivos para a fosfatase ácida; a reação foi mais intensa naquelas 

células envolvidas nos processos de encapsulamento das larvas do S. mansoni. 

Usando a fosfatase ácida como marcador, CHENG & GARRABRANT (1977) 

detectaram a presença desta enzima nos granulócitos que participavam da destruição 

dos esporocistos-mãe do S. mansoni, em B. glabrata da linhagem 10R2 (considerada 

resistente). Mais tarde, DIKKEBOOM ..ef al. (1984) obtiveram os mesmos resultados 

para os hemócitos de Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758). Entretanto, neste trabalho a 

atividade da enzima foi mai^ fr^ a .
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A presença da fosfatase ácida também foi detectada na interface hemócito x 

parasito e nos hemócitos localizados fora desta zona de destruição; encontrados nos 

espaços intersticiais da glândula digestiva e ovoteste. FOLEY & CHENG (1977) e 

Cheng (1983) já haviam demonstrado que as enzimas lisossomais, que atuam na morte 

dos microorganismos, eram liberadas no plasma (hemolinfa) durante a fagocitose como 

resultado da degranulação dos granulódtos. Entretanto, nossos achados revelaram, 

ainda, células que não se mostraram reativas. Tais resultados podem estar refletindo 

diferentes estágios transicionais e fisiológicos de um mesmo tipo celular. É importante 

salientar que a linhagem estudada foi considerada susceptível a infecção pelo S. 

mansoni, uma vez que, os dados obtidos no manuscrito I não revelaram uma relação 

clara entre o número de hemócitos da hemolinfa periférica e as reações celulares 

observadas nos tecidos. Estes resultados estão, em parte, de acordo com os descritos 

por alguns autores que demonstraram a interferência exercida por produtos excretados- 

secretados pelas larvas do Schistosoma na mobilidade e capacidade de síntese e 

secreção de proteínas em hemócitos de B. glabrata (YOSHINO & LODES, 1988).

Estudos de eletromicroscopia feitos por CARTER & BOGITSH (1975) 

demonstraram que os hemócitos dos caramujos possuem atividade focal para a 

peroxidase nos lisossomos. Estudos prévios desenvolvidos por BORGES & ANDRADE 

(2003) identificaram a presença de alguns corpos eletrodensos, irregulares, de 

diferentes tamanhos representando provavelmente lisossomos primários. Estas 

estruturas foram observadas mas testes histoquímicos não foram realizados para a 

detecção desta enzima no presente trabalho.

As observações ultraestruturais, realizadas nos tecidos da glândula digestiva e do 

ovoteste, revelaram algumas células ricas em pseudópodos, vacúolos fagocíticos e 

organelas lisossômicas. Estas células, muito provavelmente, podem estar 

representando aquelas que foram positivas para a fosfatase ácida nas preparações

histoquímicas. MATR1C0N-G0NDRAN.& LETOCART (1999a) demonstraram que entre
t

os hemócitos há uma variedade de feições; propondo o reconhecimento de três tipos

celulares de acordo com o critério morfológico: células assimétricas grandes; células de
'  '  11



tamanho médio pobres em organelas e glicogênio e células pequenas com poucas 

organelas e poucos grânulos densos. Esías autoras determinaram também que os 

hemócitos de S. gtabrata possuem pouca atividade enzimática, estando associada aos 

poucos grânulos encontrados nos hemócitos grandes e ocasionalmente a rede trans- 

Golgi.

Em determinadas micrografias foi possível verificar, ainda, a ocorrência de células 

com retículo endoplasmático rugoso bem desenvolvido, onde também foram 

identificados ribossomos como partículas enegrecidas espalhadas pela superfície desta 

organela; sugerindo síntese protéíca, KRUPA et al. (1977) ao descreverem os 

granulócitos de Buiinus guemei infectados pelo Schistosoma haematobium 

(Bilarz, 1852), mostraram que nestas células o retículo endoplasmático rugoso foi 

escasso. Grânulos de glicogênio foram observados dispersos no citoplasma, indicando 

armazenamento de açucares. Embora, as gorduras sejam uma forma de 

armazenamento mais importante do que o glicogênio.

Os dados obtidos neste trabalho apoiam, portanto, a analogia de que os hemócitos 

partilham similaridades com os macrófagos ativados. E, como tais, possuem enzimas 

hidrolíticas e capacidade fagocítica; onde englobam e destroem o agente agressor 

como parte do processo de restabelecimento da função normal do hospedeiro.

12
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REAÇÕES HISTOQUÍMICAS
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PRANCHA 02



Figura 03: Ovoteste de um animal parasitado pelo Schistosoma mansoni. A, 
marcação positiva dos hemócitos localizados ao redor dos parasitos. B, 

marcação positiva na hemolinfa em zonas adjacentes ao parasito 
(interface hemócito x parasito). Hemócitos não marcados (cabeça de seta);

fosfetase ácida. Aumento 200 x.

Figura 04: Marcação positiva em hemócitos observados nos espaços 
intersticiais do ovoteste; fosfatase ácida. Aumento 1000 x.
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MICROSCOPIA ELETRÔNICA

Figura 05: Visão gerai dos hemócitos mostrando a presença de material amorfo nos espaços entre os

pseudópodos. Aumento 3.000 x. __________________

Figura 06: Detalhe de um hemócito com retículo endoplasmático bem desenvolvido. Observar no 

citoplasma inclusão citoplasmática/provalvemente de natureza lipídica (A). Figura de mielina

extracelular (B)."Aumento 30.000 x.
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Figura 07: Detalhe de uma célula sem pseudópodos e com vacúolo autofágico 
(onde se vê material em degradação) presente no citoplasma. Também é possível observar o

Complexo de Golgi. Aumento 12.000 X.

Figura 08: Hemócito de citoplasma distendido onde é possível observar a presença de (A) estruturas 
filamentosas, densas e concéntricas (figura de mielina), (Cabeça de seta) fagossomas e (Seta)

grânulos de glidogénio. Aumento 20.000 x.
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Figura 09: Detalhe de um hemócito de núcleo grande excéntrico e nucléolo granular.
Aumento 15.000 x.

Figura 10: Hemócito encontrado em um exemplar de Biomphalaria glabrata infectado 
pelo Schistosoma mansoni sacrificado na 7‘  semana.

Observar a presença de corpos eletròdensos de diâmetros diferentes no citoplasma 
da célula e mitocóndrías com cristólise. Aumento 10.000 x.



5 DISCUSSÃO

Inicialmente, este estudo teve como objetivo aprofundar os conhecimentos 

ultraestruturais e investigar a atividade enzimática dos hemócitos teciduais. Neste 

trabalho fez-se, ainda, uma tentativa para verificar se o número e a atividade dos 

hemócitos periféricos estavam correlacionados com a quantidade e o tipo de reação 

teciduai presente em 6. glabrata submetidos à infecção experimental pelo S. 

mansoni. Quando infectados pelas larvas deste trematódeo, estes moluscos podem 

mostrar-se refratários, resistentes ou susceptíveis, enquanto a reação celular 

formada pode ser forte nos espécimes mais resistentes, mas menos intensa nos 

espécimes mais compatíveis.

A contagem total e diferencial de células da hemolinfa e a análise das secções 

histológicas não demonstraram um aumento significativo no número de hemócitos 

circulantes em caramujos infectados, exceto em animais sacrificados na 6® semana 

pós-infecção. Este aumento brusco no número de hemócitos circulantes, chamado 

por alguns autores de “leucocitose”, é resultante da infecção parasitána. Ele mostrou- 

se concordante com os achados assinalados por STUMP & GILBERTSON (1980), 

que observaram que, os granulócitos (células fagociticamente ativas) expressaram 

aumento em número em exemplares de B. glabrata parasitados por S. mansoni, em 

relação aos controles sem infecção. Neste estudo, os experimentos demonstraram 

nos animais sacrificados na 6^ semana um aumento no número de granulócitos (2,07 

+/- 0,54 células/mm^) e hialinócitos (0,63 +/- 0,11 células/mm^), em relação aos 

normais não infectados que apresentaram, respectivamente, 1,58 +/- 0,12 

células/mm^ (granulócitos) e 0,25 +/- 0,05 células/mm^ (hialinócitos). 

Hipoteticamente, pode-se sugerir que o parasitismo tenha ativado as células 

fagocíticas, já que se sabe por CHENG & SCHOENBERG (1980), que essas células 

são dependentes de fatores quimiotáxicos ou fatores de reconhecimento, e que o 

número dessas células participantes na fagocitose de partículas é de 30 a 100% 

(ANDERSON & GOOD, 1976). Em hossos experimentos, obtivemos para os animais

sacrificados na 6®, semana, 76,66%' de granulócitos e 23,34% de hialinócitos.
' /'

Entretanto, estes achados não se repetiram nas demais semanas de sacrifício. Nos
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animais superiores, a leucocitose é um fenômeno resultante da infecção aguda que 

se caracteriza como uma resposta imediata, de curta duração; onde são observadas 

alterações no calibre vascular levando a um aumento do fluxo sanguíneo local; 

mudanças estruturais na microvasculatura que permitem a saída de proteínas 

plasmáticas, formando edema e emigração de leucócitos da microcirculação, 

principalmente neutrófilos e seu acúmulo no foco da lesão.

Nos gastrópodes, um perfil de variação semelhante à reação inflamatória dos 

vertebrados foi demonstrado em B. glabrata 30 minutos após a infecção pelo S. 

mansoni (FENG, 1965; 1967; SETA et al., 1996). STUMPF & GILBERTSON (1978) 

observaram um aumento do número de amebócitos circulantes em B. glabrata 

susceptível, 2 h após a infecção pelo S. mansoni. GRANATH & YOSHINO (1984) 

verificaram em S. glabrata da linhagem PR Albina, susceptível, um aumento precoce 

de amebócitos circulantes e, após uma hora de infecção, uma diminuição brusca, 

atingindo o valor inicial por volta das 24 h. Em B. glabrata infectados pelo 

Echinostoma, o aumento no número de hemócitos circulantes ocorreu após o 7° dia e 

permaneceu estável até o 20® dia; sendo observada em vários exemplares uma 

contagem de 1.300 hemócitos/mm^ (superior ao grupo controle -  199 

hemócitos/mm^). Este período representa a fase maciça de colonização dos tecidos 

do hospedeiro por rédias-mães e rédias-filhas, as quais têm alta capacidade de 

mobilidade. As análises histológicas mostraram que neste modelo de parasitismo, o 

decréscimo no número de hemócitos circulantes estava associado a uma 

mobilização destas células para os tecidos, que foram lesados durante o período de 

produção de cercárias (isto é, na fase pré-patente da infecção).

Comparando os perfis de variação cinética dos hemócitos circulantes com a 

avaliação histopatológica pôde-se destacar alguns aspectos interessantes;

1. As pequenas variações observadas estiveram dentro dos limites da 

normalidade. É importante ressaltar que, estes animais mostraram-se muito 

susceptíveis á cepa do parasito; apresentando reações teciduais discretas e 

moderadas, com focos de proliferação e diferenciação de numerosos esporocistos e 

cercárias em diferentes órgãos como ovoteste, glândulas digestivas e túbulos renais.
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Todavia, os sinais de proliferação celular ocorreram em alguns poucos casos. Estes 

sinais se relacionaram de maneira bem evidente com a redução local dos elementos 

parasitários e até mesmo com a eliminação de cercarias. Mas, nenhum reflexo foi 

notado na hemolinfa periférica, que distinguissem estes casos dos demais. Desta 

forma, considerando-se os resultados aqui observados, a hemolinfa não constitui um 

bom espelho das reações teciduais que se passam no interior do molusco infectado 

pelo S. mansoni. Segundo LEWIS et a i (1993), algumas combinações genéticas de 

populações de B. glabrata e S. mansoni ajudam o parasito a se desenvolver e a 

proliferar nos tecidos, porque o molusco não o reconhece como corpo estranho. Em 

outras combinações o parasito é reconhecido e rapidamente encapsulado pelos 

hemócitos e fagocitado em poucos dias.

2. Em nosso modelo experimental, os exemplares infectados foram sacrificados 

entre a 6® e a 9® semana; quando já estavam eliminando cercárias (período pós- 

patente). ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980) já haviam indicado um aumento 

significativo no número de hemócitos entre a 4^ e 6^ semana pós-infecção. Usando o 

modelo L  stagnalis -  T. ocellata, van der KNAAP et al. (1987) observaram um 

incremento tardio dos hemócitos circulantes entre a 5® e a 14® semana pós- 

exposição. REIS (1995), não observou aumento significativo do número de células 

estreladas em moluscos inoculados com hemolinfa e posteriormente infectados pelo 

S. mansoni. BORGES (2000) observou uma correlação entre o número de hemócitos 

e a resposta tecidual quando sacrificou caramujos B. glabrata com infecção tardia 

(12 semanas).

Nos caramujos infectados, a atividade fagocítica contra o Zimozan A não 

demonstrou diferenças com relação ao grupo normal, exceto na 6® semana. É 

possível que neste período da infecção, a presença de substâncias provenientes do 

parasito tenham diminuído a ação fagocitária dos hemócitos. NODA & LOKER (1989) 

já haviam demonstrado que hemócitos, removidos de caramujos infectados por 5 

semanas, tinham sua atividade fagocítica reduzida. O trabalho de FRYER & BAYNE
j

(1990) mostrou que a incubação de miracídios de S. mansoni em hemolinfa de 

caramujos resistentes !e ^susceptíveis modifica a capacidade fagocitária dos 

hemócitos. Entretanto, outra hipótese poderia ser levantada. A contagem diferencial
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dos hemócitos, realizada neste ponto de sacrificio, demonstrou um aumento no 

número de células náo-estreladas e não coradas pelo vermelho neutro (hialinócitos = 

23%). Diversos estudos têm determinado que os hialinócitos representam um subtipo 

celular com características de células menos diferenciadas; alta taxa de mitose, 

baixo conteúdo enzimático, baixa capacidade fagocítica e pequena tendência de 

aderir ao vidro. Apresentam-se, ainda, como células “imaturas”: ricas em ribossomos 

livres, tendo um retículo endoplasmático rugoso (RER) pouco desenvolvido, além de 

raras mitocôndrias (SMINIA & BARENDSEN, 1980; BARRACO et al.. 1993). 

Entretanto, nossos resultados não demonstram evidências de que os hialinócitos 

periféricos se transformem nos granulócitos teciduais; representando assim 

diferentes estágios ontogenéticos de um mesmo tipo celular. Nos animais superiores, 

todos os tipos celulares sanguíneos são derivados de um único tipo de célula-tronco 

primitivo pluripotencial que se diferencia em cinco tipos de células-tronco 

unipotenciais, cada um comprometido com uma diferente linhagem de 

desenvolvimento; hemácias, granulócitos, linfócitos, monócitos e plaquetas.

Em um trabalho prévio desenvolvido por nossa equipe, os hemócitos 

observados nas glândulas digestivas e no ovoteste revelaram apenas a presença de 

células ricas em pseudópodos, vacúolos digestivos e numerosas organelas 

lisossomais; indicando que este tipo celular predominava nos tecidos. Em nossas 

observações atuais, o mesmo tipo celular foi descrito. Entretanto, novas informações 

foram coletadas. Verificou-se, por exemplo, a ocorrência de células com retículo 

endoplasmático rugoso (RER) bem desenvolvido, sugerindo síntese protéica. E, 

acúmulo exacerbado de glicogênio no citoplasma indicando reserva energética.

Os macrófagos são capazes de aderir fortemente ao vidro, o que permite 

separá-los de populações heterogêneas de células. Diversos estudos têm sugerido 

que os hemócitos, em especial a subpopulação de granulócitos, são protótipos do 

macrófago de mamíferos na resposta imune. Caramujos resistentes formam reações

multicelulares encapsulantes em torno dos organismos estranhos, tanto esporocistos
t

do Echinostoma, como do Schistosoma, que se assemelham morfologicamente aos 

granulomas formados nos ^mamíferos (SMINIA et al., 1982; JEONG et al., 1983). 

Estudos sobre fagocitose também revelaram evidências da relação entre estes dois
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tipos celulares. BEZERRA et al. (1997), demonstraram que cerca de 80% dos 

hemócitos, tanto de B. glabrata quanto de B. tenagophUa, têm capacidade de 

incorporar partículas de vermelho neutro, de maneira semelhante aos macrófagos. 

MARTINS-SOUZA et al. (2003), demonstraram que a inoculação de sílica em S. 

tenagophUa da linhagem de Taim elimina parcialmente a população de granulócitos 

na hemolinfa, mas não altera a capacidade fagocítica dessas células e não altera a 

resistência desses caramujos à infecção pelo S. mansoni. Em mamíferos, o 

tratamento com sílica também produz a destruição dos macrófagos porque interage 

com a membrana dos lisossomas primários ocasionando a liberação de enzimas 

proteolíticas para o citoplasma resultando na üse da célula.

Nos testes histoquímicos, a presença da fosfatase ácida foi observada tanto 

nos hemócitos das reações de encapsulamento como nos localizados fora desta 

zona de destruição. Entretanto, algumas células se mostraram negativas 

provavelmente porque estavam quiescentes ou inativas ou em estágios metabólicos 

diferenciados. Nos macrófagos e neutrófilos, a fosfatase ácida é uma enzima 

facilmente associada a grânulos azurófilos. Usando a fosfatase ácida como 

marcador, CHENG & GARRABRANT (1977) concluíram que as células que 

participavam da destruição dos eporocistos-mães do S, mansoni, em B. glabrata 

(linhagem 10-R2), são exclusivamente os granulócitos, visto que, a presença desta 

enzima não foi detectada nos hialinócitos. MCKERROW et aí. (1985) compararam os 

hemócitos de B. glabrata, presentes tanto no órgão produtor de hemócitos (OPH) 

quanto nas reações de encapsulamento formadas em torno dos esporocistos de E. 

paraensei, com os macrófagos epitelióides dos granulomas, monócitos circulantes e 

polimorfonucleares (PMNs) de pacientes com sarcoidose ou tuberculose. Segundo 

estes autores, os hemócitos demonstraram as mesmas reações positivas e 

negativas, como observado nos macrófagos de granulomas humanos; exceto para a 

enzima a-naftil acetato esterase, que foi menos intensa. Entretanto, quando 

comparados aos hemócitos de bivalves (HUFFMAN & TRIPP, 1982, PIPE 1991) ou 

aos de outros pulmonados (SMINI/\ & BARENOSEN, 1980; MONTEIL & MATRICON- 

GONDRAN, 1993), os hemócitos de 6. glabrata demonstram pouca atividade 

enzimática; sendo o (xodüto de secreção estocado em grânulos discretos. 

MATRICON-GORDAN & LETOCART (1999), observaram que nos hemócitos de B.
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glabrata a atividade da fosfatase ácida foi associada a poucos grânulos e 

ocasionalmente a rede trans-Golgi.

Os dados obtidos neste trabalho apóiam, portanto, a analogia de que os 

hemócitos partilham similaridades com os macrófagos ativados dos vertebrados. E, 

como tal, possuem enzimas hidrolíticas e capacidade fagocítica; onde englobam e 

destroem o agente agressor como parte do processo de restabelecimento da função 

normal do hospedeiro. Além disso, ficou evidente que, se alguns moluscos infectados 

tivessem apresentado reações teciduais intensas, com acúmulo ou infiltração difusa 

dos hemócitos e freqüente formação de lesões encapsulantes, os resultados da 

hemolinfa, caso persistissem os mesmos de agora, poderiam ser tomados com maior 

grau de confiabilidade. Os estudos ao longo desta linha devem prosseguir.
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6 CONCLUSÕES

1. Em Biomphalaría glabrata da linhagem estudada, não foi verificada uma 

relação positiva entre o número de hemócitos e as reações histopatológicas 

observadas nos tecidos, principalmente das glândulas digestivas, do ovoteste 

e dos túbulos renais;

2. A atividade fagocitária dos hemócitos circulantes da Biomphalaría glabrata, 

testada pelo zimozan A, revelou pequena alteração durante a infecção pelo 

Schistosoma mansoni,

3. As modificações observadas nas células que participam das reações de 

defesa da Biomphalaría glabrata contra o Schistosoma mansoni confirmam as 

semelhanças morfológicas e funcionais de tais células com os macrófagos 

dos mamíferos;

4. Os dados histoquímicos demonstraram que os hemócitos da Biomphalaría 

glabrata podem exibir características funcionais diferenciadas quando 

envolvidos na reação contra o Schistosoma mansoni.
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Comparative Histopathology of Biomphalaria glabrata  ̂B. 
tenagophila and B. straminea with Variable Degrees of 

Resistance to Schistosoma mansoni Miracidia
Cecilia Pereira de Souza, Claudia Cunha Borges/^, Andréa Guimarães 

Santana*, Zilton A Andrade V"*'
Laboratório dc Malacologia, Centro dc Pesquisas Rcnc Rachou-FIOCRUZ, Av. Augusto dc Lima 1715, 30190- 
002 Belo Horizonte, MG, Brasil ‘ Laboratório dc Patologia Experimental. Centro dc Pesquisas Gonçalo Moniz- 

HOCRUZ, Rua Valdemar Falcão 12!, 40295-001 Salvador, BA, Brasil

A comparative histopathalogical study o f  three snails species - Biomphalaria glabrata, B. tenagophila 
and B. stram inea - which had been injected with Schistosom a m ansoni miracidia revealed similar 
qualitative features, consisting o f  areas o f sporocyst proliferation and differentiation associated with 
reactive host reaction, at the time they were actively eliminating great number o f  cercariae. However, 
in specimens that were exposed to miracidia hut failed to eliminate cercariae later on, different histo- 
pathological pictures were observed in different snail species.

While B. glabrata exhibited frequent focal (granulomatous) proliferation o f  amebocytes in several 
organs, B. tenagophila and B. stram inea only rarely showed such reactive changes, suggesting that the 
mechanism o f  resistance to miracidial infection probably follows different pathways in the snail species 
studied.

Key words: Biomphaliiria histopathology - SchL'ilo.'iomci man.soni - differential susceptibility

M em  Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 92(4): 51 7-522, Jul./Aug. 1997 51 7

Biomphalaria glabrata is highly susceptible 
to infection with Schistosoma man.soni miracidia 
and represents the main interm ediate host for that 
trcm atodc in the large endcm ic area o f  northeast
ern and southeastern Brazil (Paraense 1970). How
ever. susceptibility to infection is variable am ong 
ditTerent specim ens, a high degree o f  resistance be
ing sonietinies exhibited by som e o f  them  (Pan 
1965). Recently, Godoy ct al. ( 1997) reported that 
B. glabrata, which com pletely failed to em it cer
cariae after a relatively prolonged tim e following 
exposition to S. mansoni m iracidia, exhibited fo
cal inflam m atory and granulom atous lesions in 
several organs in the absence o f  dem onstrable para
sites, histopathologically.

Such lesions were interpreted as the afterm ath 
o f  a successful clearance reaction against invad
ing sporocysts, suggestive o f  high degree o f  resis
tance.

There arc two other important S. mansoni in
term ediate host snails in Brazil: B. tenagophila and 
B. straminea. Several studies have attem pted to  
com paratively evaluate the behavior o f  tht)se sus
ceptible snails regarding their interaction with S.
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mansoni (Barbosa 1975, Paraense & Correa 1978, 
S o u /a  e t al. 1995a, b) but whether the peculiar tis
sue reactivity described by Godoy et al. (1997) in 
resistant B. glabrata does ever occur in these other 
tw o species, and to  which extent and frequency, 
has hitherto not been reported.

Present investigation is concerned with a com 
parative study o f  the tissue reactions in three S. 
mansoni in te rm ed ia te  hosts.- B. glabrata, B. 
tenagophila and B. straminea. The purpose is to 
com paratively describe the histopathologic find
ings and attem pt to correlate them with previous 
m alacological data indicative o f  different degrees 
o f  susceptibility am ong the three snail species.

MATERIALS AND METHODS

Laboratory bred B. glabrata, B. tenagophila 
and B. straminea from the State o f  M inas Cierais, 
Brazil, w ere individually exposed to 50 miracidia 
o f  S. man.wni. The strain used was the SJ-strain 
which is better adapted to B. tenagophila snails 
(Paraense & Correa 1981). The exposed snails 
were divided into two groups according to whether 
they were or not em itting cercariae. Emission o f  
cercariae occurred after the first month from  ex
posure. Those snails that did not em it cercariae 
were observ ed during three months and were then 
selected for study. Random ly chosen snails, rep
resentative o f  the tw o groups and belonging to the 
three species were submitted to histological exam i



518 C oinpdrativf' Histopatholo¡>y o f fSiomphnh]ria Species • CP de Souza et al.

nation. Sincc B. gUihrata presented liigli m ortality 
rate, the eases for histological study w as com ple
m ented with previously obtained material. As con
trols, non-exposed snails belonging to  the same 
three species were also used. The snails were re
moved from the shell under m enthol anesthesia, 
fixed in lolum in B ouin’s fluid for 6 hr and then 
transferred to  70% alcohol. Further procedures in
cluded dehydration in 100% alcohol, clearing in 
xylol and paraffin em bedding. Five )im  paraffm- 
em bedded sections were stained with hem atoxy
lin and eosin, and eventually with the sirius-red 
method for collagen and the Periodic-acid Schiff 
(PAS) with and w ithout previous diastase treat
ment. Slides stained with sirius-red w ere also mi
croscopically exam ined under polarized light.

RKSiJi;rs
Table 1 shows the general com parative mala- 

cological results obtained w ith the infection o f  the 
three snail species. B. gkihrala was the most sus
cep tib le , fo llo w ed  by  B. tenagaphila and B. 
slraminea in that order. Table II sum m arizes the 
main histological results. Quantitative histological 
findings were different for each snail species. De
scrip tion w ill consider the qualita tive changes 
which were common to all snails belonging to  each 
group, according to cercarial elim ination.

Snails sheJJing cercariae - Developing sporo- 
eysts w ere found in large num bers in all snails 
which were elim inating cercariae, but not in those 
that did not. The secondary sporocysts found ap
peared larger and more num erous in B. glabrata, 
and slightly more frequent in B. tenagophila than 
in B. stmminea, but the general microscopical ap
pearance was sim ilar regardless snail species. Spo
rocysts w ere usually formed as a space-occupying 
lesion, w ithout any visible changes in the neigh
boring snail tissues. However, sporocysts were also 
found in several locations, side by side with vari
able degree o f  tissue reactions (Fig. 1). These lat
ter consisted o f  cither focal and diffuse prolifera
tion o f  am ebocytes, frequently forming encapsu
lating or granulom atous structures centered by spo- 
rocyst and cercaria remnants, and lim ited periph
erally by concentric lam inations o f  thin fibers.

Sometimes an encapsulating, ring-like, cellular 
reaction was formed around a collection o f  viable 
cercariae, which exhibited different degrees o f 
maturation (Fig. 2). Cells involved in these reac
tions were mainly macrophage-like amebocytes. 
They varied in shape from round to fusiform, with 
little variation in size. The stroma o f  the inflamma
tory foci was represented by an increased amount 
o f  the amorphous and fibrillar components o f  the 
extracellular matrix, sometimes mimicking the pro-

lABLE I
Comparative results on the infection o f three Biomphaiaria species by 50 miracidia o f Schistosoma mansorti

Species hxposed No. o f positives" Infection Mortality
snails rate" rate"

B. glabrata 50 26 96.3% 46%
B. tenagophila 50 17 68% 50%
B. slraminea 50 6 18.7% 36%

a: M days after exposition

TABLK II
Comparative histopathological study of Biomphaiaria glabrata, B. tenagophila and B. straminea exposed to 
Schistosoma mansoni miracidia, emitting (Positives) or not cercariae (Negatives) after three months from 

exposure, regarding the presence of sporocysts (Sp.) and inflammatory lesions (L.)

Orijans

Kidney 
Dig. Gl. 
Ovolestis 
Album. Gl 
Others

li. glabrata
Positive 

Sp. L.
Negative 

Sp. L.

Snail species 

B- tenagophila
Positive

Sp.
Negative 

Sp. L.

>: few (sporocyasts and/or lesions); rpoderate; n  ! : intense; absence

B. straminea
Positive 

Sp. L.
Negative 

Sp. L.

t- 
+ 4
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Fig. 1: aspect of Biomphalaria glahrala digestive glands showing both parasites and tissue reaction. Parasites are seen above left, 
with sporocy sts and cercariae at several stages of development. At lower right there is dense amebocyte proliferation forming three 
nodular (granulomatous) reactions. Structures o f the digestive glands can be seen at upper right. Hematoxylin & eosin, 200X.

Fig. 2: region of the ovotestis o f  Biomphalaria straminea showing foci of proliferation of Schistosoma mansoni sporocysts and 
differentiation of cercariae encircled by a strong stromal reaction, represented by diffuse amebocyte infiltration and thickening of 
the extracellular matrix. Hematoxylin & eosin, 150X.

cess of fibrosis seen in vertebrates. Hjoweyer, t̂he teristjc polarization-light refringence. It should be
newly formed “fibrous” tissue, both within jind at mentioned here that some normal fibers of the ex-
the periphery of the inflammait0ry lesions, did not tracellular matrix of the snail (especially in the foot)
stain with sirius-red as does vertebraie collagen. Jn do stain like vertebrate collagen and exhibit bire-
a few instances it did stain, but y i t t^ t  tiie charac- fnngence under polarized light.
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Exposed snails that failed to eliminate cercariae
- No viable sporocysts were found in histological 
sections taken from any of the three snail species. 
However, focal inflammatoiy tissue reactions were 
found in several organs in B. glabrata and only

rarely in the two other species. In the ovotestis and 
renal tubular region in the case of B. tenagophila 
(Fig. 3) and only once, in the region of an atrophic 
ovo-testis of B. straminea (Fig. 4). These reactions 
were entirely similar to those seen in snails shed

Fig. 3: region of the ovotestis of Biomphalaria straminea which had been infected, but did not eliminate cercariae. It shows 
infiltration and proliferation of amebocytes and the fomation of three nodular lesions, some of them containing dark irregular non
identified material. The possibility of this latter being sporocyst remnants has not been excluded. Hematoxylin & eosiin, 200X.

Fig. 4: focal, nodular and dense sporocyst ínfiltrUion observed in region of the ovotestis of Biomphalaria tenagophila that did not 
eliminate cercariae although being exposed to Schistosoma mansoni miracidia 32 days previously. Again, presence of a dark 
structureless inclusion (arrowy surround^ by ̂ active cells. Hematoxylin & eosin, 400X.
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ding many cercariac, and which were found encir
cling or in closc vicinity o f  proliferating sportx-ysts. 
However, no evident sporocystic structures were 
identified in any o f  the foci o r in any other part o f  
the snail tissues.

Normal non-infecled anails - They showed es
sentially normal histology. No focal or difflise in
flam m atory reaction was ever observed.

DISCUSSION

A tentative histological grading o f  susceptibil
ity for the three snail species was attem pted by 
considering sporocyst distribution in different o r
gans, their size and number, as well as the tissue 
reaction elicited by them. In the present investiga
tion this would place B. glahnila, B. tenagophila 
and B. siraminea, in that order, ;is the most sus
ceptible S. m m soni interm ediate hosts. These re
sults are in keeping with previous ones obtained 
by a com bination  o f  m alaco log ical techniques 
(Souza et al. 1995b).

Susceptible snails give rise to  variable num 
bers o f  cercariae. Those which are very suscep
tible can shed num erous cercariae, w ith no overt 
reactions, their tissues appearing tolerant to  the 
presence o f  the m ultiplying and grow ing sporo- 
cysts (Newton 1952). O thers may eliminate only a 
few cercariae and in them variable degrees o f  tis
sue reactions take place (Pan 1965). These reac
tions usually consist o f  m assive proliferation o f  
am ebocytes, with encapsulation and destruction o f  
sporocysts, the cells probably acting in concert 
w ith soluble factors in the m olluscan hcm olym ph 
(Bayne ct al. 1980). Recently, some specim ens 
taken from a resistant F 15 generation o f  B. glahrata 
com pletely failed to em it cercariae several months 
after being exposed to num erous miracidia. When 
they were hi.stologically exam ined, no sporocysts 
were found, but focal and diffuse inflam m atoiy 
reactions, sim ilar to those seen in infected and re 
sistant snails, appeared at several location.s. Such 
peculiar reactions were not found in normal, non- 
exposed control stiails. They were thought to rep
resen t c ica trices  left by des troyed  sporocysts  
(Ciodoy et al. 1997). TIris kind o f  delayed-devel- 
oped resistance probably represents an alternative 
and novel kind o f  host defense mechanism  against 
S- inansoiii m iracidia, in spite o f  evidences sug
gesting that S. mansoni sporocysts can sometim es 
better develop their ability to interfere w ith the 
defense mechanism o f  the snail as they grow  older 
(Lie ct al. 1980). Thus, the am ebocytic reaction 
that is already known to be partially inhibitoi^ o f  
sporocyst developm ent, appears sometimes! to  be 
totally effective.

Therefore, protection against m iracidial inva
sion could be provided by at lea^t t\^o mechanisms.

One being represented by the already known ex
am ple o f  direct m iracidium  destruction w hich 
occurs soon after penetration. Locker et al. (1986) 
found miracidium -am ebocyte contact within 3 hr 
and phagocytosis o f  sporocysts m icrovilli and 
pieces o f  tegum ent within 7.5 hr, while extensive 
pathology was dem onstrated within 24 hr and by 
48 hr only scattered rem nants o f  sporocysts re
m ained. The other m echanism  w ould be repre
sented by the one here postulated, that is, a suc
cessful m ounting o f  a destructive reaction when 
several sporocysts  have a lready  d issem inated  
throughout the snail tissues.

This second mechanism  appeared frequently 
and widespread in B. glahrata, but it was only 
rarely seen in the other tw o species. Strongly re
sistant B. tenagophila and B. straminea rather uti
lize the second m echanism, the killing o f  invading 
miracidia probably occurring soon after their pen
etration into the snail tegument, which would leave 
no residual changes.
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Histopathologic Features Associated with Susceptibility and 
Resistance of Biompha/ariaSmixXs to Infection with 
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Resistance and susceptibility o f  Biomphalaria snails to Schistosoma mansani sporocysts occur in 
different degrees. H istopathology reflects these diferences. In a state o f  tolerance num erous sporocysts 
in different stages o f  differentiation are seen in the absencc o f  host tissue reaction. H ow ever extensive 
diffuse and focal proliferation o f  ameb<.)cytes with sequestration and destruction o f  many parasitic struc
tures appear in resistant snails. Some snails are totally resistant and when exposed to infecting m iracidia 
may never elim inate cercarie. Sequential histopathological exam ination has revealed that in such cases 
the infected miracidia arc destroyed a few minutes to 24 hr after penetration in the snail. However, B. 
glahrata  that w ere exposed to S. mansoni m iracidia and three m oths later failed to  shed cercariae, exhib
ited focal and diffuse proliferation o f  am ebocytes in many organs in the absence o f  pasitic structures. 
These lesions w ere sim ilar to  those observed in resistant snails that were still elim inating a few cercariae, 
with the difference that no recognizable sporocystic structures or rem m ants were present. Histological 
investigation carried out in sim ilarly resistant B. tenagophila and B. straminea presented essentially 
normal histologic stnicturcs. Only occasionally a few focal proliferative (granulomatous) am cbocytic 
reactions w ere seen in ovotestis and in the tubular portion o f  the kidney.

Probably, there arc two types o f  reactions to m iracidium  presented by totally resistant snails: one 
would implicate the imm ediate destruction o f  the miracidium leaving no traces in the tissues; the other 
involving late reactions that seem  to com pletely destroy invading sporocysts and leave histological 
changes.

Key words: snails - Schistosoma mansoni - susceptibility - resistance - histopathology
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M orphological features o f  host/parasite rcia- intensity from case to case, according to the de-
t io n s h ip  h av e  b ee n  s p e c ia l ly  s tu d ie d  in  gree o f  susceptibility or resistance present, and
Biomi>halana glahrata üübmittiià to infection with being reflected in the num ber o f  cercariae emmitted
Schistosoma mansoni m iracidia (New ton 1952, by the infected snail. Am ebocytes arc primitive
Barbosa & Barreto 1960, Pan 1965). It has been m acrophages th a t c irc u la te  free ly  w ith in  the
dem onstrate that miracidia penetrate in susceptible hem olym ph and can accum ulate in specific sites
snail and differentiate into sporocysts. These forms around sporocysts form ing focal, granulom atous
exhibit extensive proliferation, rem aining viable structures. Bayne et al. (1980) dem onstrated that
and active, producing great num ber o f  cercariae. am ebocytes from highly resistant snails are capable
However, in highly resistant specim ens, penetrat- to  dam age the miracidium  tegum ent and to seri-
ing m iracidia are quickly recognized and destroyed ously com prom ise its v iability . H owever, such
by m eans o f  am ebocytes. In som e cases, m iracidia am ebticyte capacity is variable am ong several in-
succced in invading and developing sporocy.sts, but dividuals. Several intrinsic and extrinsic factors are
some o f  them are surrounded by amebocytes, form- able to  interfere w ith the degree o f  snail suseepti-
ing encapsulating reactions, apparently destroying bility and/or resistance. Probably, genetic-derived
the parasites. The occurrence o f  this focal, prolif- factors play a key role (Richards et al. 1992). It
erati VC, inflammatory reactions vary in num ber and has been dem onstrated that the degree o f  histocom 

patibility  betw een sporocysts and snails, which 
som etim es appears to be acquired, can be an im 
portant factor (Yoshino & Bayne 1983, Daminian
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Accepted 31 August 199X ' - have been dem onstrated between different snail
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species, such as B. glahrata, B. lenagophila and 
B. straminea (Barbosa 1975, Souza et al. 1995a).

Our studies refer to a histopathoiogical inves
tigation of resistant snails, that although submitted 
to an infection to numerous S. mansoni miracidia 
completely failed to emit cercariae after a three 
month period (Godoy et al. 1997, Souza et al. 
1997).
STUDIES WITH B. GLABRATA

Histological observation was first concerned 
with B. glabrata. Strongly resistant B. glabrata 
were observed through successive generations dur
ing an investigation on gcnetic influences in resis
tance. Snails from an F-15 generation experimen
tally exposed to S. mansoni miracidia failed to shed 
cercariae three months afeter being exposed to 
miracidia. When submitted to histological exami
nation these snails did not exhibit S. mansoni spo- 
rocysts, but insteade presented an unusual and strik
ing picture of amebocyte reactivity (Godoy et al. 
1997). This basically consisted of focal and dif
fuse proliferation of amebocytes, accompanied by 
an expansion of the extracellular matrix, which 
sometimes simulated the process o f fibrosis seen 
in vertebrate tissues. The diffuse amebocyte reac
tion was conspicuously seen in the albumen gland 
of all the five cases examined and also appeared 
associated with thickening and increased basophilia 
(calcification) of the amorphous secretion mate
rial accumulated in the ducts and acini o f the albu
men gland, which were lined by disintegrating epi

thelial cells. A collar of amebocyte proliferation 
and matrix thickening was frequently seen around 
the ducts and tubes, especially at the external coat 
of the digestive tube (esophagus and intestines) and 
around the acini of the nidamental gland. A few 
scattered areas of focal thickening of the stroma 
appeared amongst the digestive glands and in the 
ovotestis (Fig. 1). Focal reaction frequently as
sumed a granuloma-like apperance. Encapsulating 
lesions were especially observed at the tubular and 
sacular portions of the kidneys. They were also seen 
within tfie connective tissue bordering the mantle 
cavity, but were rare in the foot and other areas of 
the anterior portion of the snail. These reactions 
were formed by amebocytes, fibrils and fibers con
centrically disposed around a center area in which 
a few small irregular basophilic granules were 
sometimes seen (Fig. 2). The possibility that such 
granules represented sporocysts remnants could not 
be ruled out. Of course the lesions just described 
could be caused by an associated infection, unre
lated to S. mansoni. An attempt was made to rule 
out this possibility. Normal snails of the same age 
and maintained under the same conditions as the 
exposed ones were submitted to histological ex
amination. No similar changes were seen in them.

Although the possibility of auto-cure has been 
mentioned in 5. wamom-infected snails (Lie et al. 
1980), no similar histological picture of amebocyte 
reactivity was described in snails exposed to mira
cidia and that subsequently failed to eliminate cer
cariae.

Fig. 1: a large band of proliferating amebocyte»'appears in between digestive glands of a Biomphalaria glabrata submitted to 
miracidial exposure but that didT not shed 9ercapae after a three month period. Hematoxylin and Eosin, 100 X.
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Fig. 2: an encapsulated focal reaction in the region of the mantle collar, seen in Biomphalaria ghbrala  that failed to eliminate 
cercariae after being exposed to Schistosoma mansoni miracidia. There is a concentric lamination of fibers at the periphery of the 
granulomatous lesions and dark stained cellular debris at the center. Hematoxylin and Eosin, 200 X.

The histological changes were thus seggestive 
of sequelae left by the apparently complete destruc
tion of sporocysts. Therefore, strong snail immu
nity can be raised during the course of infection to 
eliminate the parasite. This would also place present 
findings as one pole of snail reactivity toward S. 
mansoni invasion, the other being represented by 
the complete tolerance seen in some extremely 
susceptible snails (Guimarães ct al. 1997).

The next step was to investigate whether such 
tissue changes were also present in other snail spe
cies, which are naturally more resistance to S. 
mansoni invasion than B. glabrala.

STUDIES WITH B. TESACOPHILA  AND B. STRAMINEA

B. tenagophila and B. straminea from tíie State 
of Minas Gerais, Brazil, were individually exposed 
to 50 miracidia of S. mansoni (Souza et al. 1995b, 
1997). The strain used was the SJ-strain which is 
better adapted to B. tenagophila snails (Paraense 
& Correa 1981). Those which failed to shed cer
cariae up to a period of three months were submit
ted to histological examination. As before, the same 
technique of Bouin’s fluid fixation and embedding 
in paraffin was used. Sections were routinely 
stained with hematoxylin and eosin.

Although numerous sporocysts and fpci o f  
amebocyte proliferation were detected in those 
snails shedding great number of cercariae, no vi
able sporocysts were found in histological sections

taken from any of the exposed snails that failed to 
eliminate cercariae. Focal inflammatory tissue re
actions were found rarely and in only two speci
mens each to B. tenagophila and B. straminea. In 
ovotestis and renal tubular region in the case of B. 
tenagophila (Fig. 3) and only once, in the region 
of an atrophic ovotestis of B. straminea (Fig. 4). 
These reactions were similar to those found encir
cling or in close vicinity of proliferating sporocysts 
in snails shedding cercariae. However, no evident 
sporocystic structures were identified in any of the 
foci or in any other part o f the snails that failed to 
eliminate cercariae. Normal non-infected snails of 
the two species examined showed essentially nor
mal histology. No focal or diffuse inflammatory 
reaction was ever observed.

DISCUSSION

By observing tissue changes in snails that were 
exposed to miracidial infection but that failed later 
on to shed cercariae, considerable dift'erences were 
noted among snail species. A common fmding was 
the absence o f parasitic structures, but while B. 
glabrata frequently exhibited focal and diffuse 
amebocyte proliferation in several organs, only a 
few and occasional focal amebocyte reactions were 
seenln B. tenagophila and B. straminea. The ame
bocyte reactions seen probably represented the af
termath of sporocyst destruction (Godoy et al. 
1997).
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Fig. 3: focal collection of amebocytes found in an atrophic ovotestis of Biomphalaria tenagophila that failed to shed cercariae. 
Hematoxylin and Eosin, 160 X.

Fig. 4: a collection of amebocytes, similar to that seen in Fig. 3, but found in the region of the digestive glands of Biomphalaria 
straminea resistaat U) Schistosoma ;nan.von/miracidia. Hematoxylin and Eosin, 160 X.

This kind of delayed-developed resistance prob
ably represents an alternative and novel kind of host 
defense mechanism against S. mansoni miracidia, 
in spite of evidences suggesting that S. mansoni s j^  
rocysts can sometimes better develop their abihty 
to interfere with the defense mechanism pf the snail 
as they grow older (Lie -et al. 1980^, Thus, the

amebocytic reaction that is already known to be 
partially inhibitory of sporocyst development, ap
pears sometimes to be totally effective.

Therefore, protection against miracidial inva
sion could be provided by at least two mechanisms. 
One being represented by the already known ex
ample of direct miracidium destruction which oc
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curs soon after penetration. Lokcr et al. 0 9 8 2 )  
found m iraeidium  am etoey tc contact within 3 hr 
and phagocy tosis o f  sporocysts m icrovilli and 
pieces o f  tegum ent within 7.5 hr, while extensive 
pathology was dem onstrated within 24 hr and by 
4H hr only scattered rem nants o f  sporocysts re
m ained. The other m echanism  w ould be repre
sented by the one here postulated, that is, a suc
cessful m ounting o f  a destructive reaction when 
several spo rocysts  have a lready  d issem inated  
throughout the snail tissues.

This second mechanism  appeared frequently 
and w idespread in B. glahmla: it w as only rarely 
seen in the other two species. Strongly resistant B. 
lenagopfiila and B. siratnineci rather utilizc the first 
mechanism, the killing o f  invading miracidia would 
leave no residual changes.

The finding o f  tissue reaction in the absence o f 
sporocystic sti'ucture does not mean that S. mansoni 
infection has been com pletely erradicated. It is 
possible that a few undam aged sporocysts can re
main viable in som e rem ote location w ithin the 
snails. That such situation exists is indicated by 
the em ergency o f  cercariae from  highly resistant 
snails up to  nine month interval following mira- 
cidial exposure (CP Souza, unpublished data).
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Extra-cellular Matrix Changes in Schistosoma mansoni-iníecteá 
Biomphalaria glabrata
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Reacthnt}! o f  snails against parasites exhibits a primitive focal reaction, with encapsulation, phagocytosis and  
destruction o f  parasite larvae by macrophage-like cells -  the hemocyles. This reaction mimics granulomatous 
inflammation seen in higher animals. Ihnvever, different from  the latter, little is known about the participation o f  
extra-cellular matrix in such snail defense reactions. Normal and  Schistosom a mansoni-/>i/èf7É>íy B iom phalaria 
glabrata o f  different strains were submitted to cytological, histological, ultrastmctitral and biochemical methods in 
order to investigate the behavior o f  extra-cellular tissues at the site o f  anti-parasite reactions. In spite o f  the 
presence o f  two cel I-types in peripheral hemolymph, only one cell-type was present at the sites o f  tissue reactions. 
Although pre-existent collagen and elastic fibers and micrafibrils sometimes appeared slightly compressed around 
focal reactions, no evidences o f  duplication, synthesis or deposition o f  connective-tissue extra-cellular components 
were observed within or around the zones o f  reactive cell accwmdations. Thus, tissue reactions against S. mansoni 
in the snail B. glabrata appeared exclusively dependent on one specific population o f  hemocytes.

Key words; Hiomphalaria glabrata - Schistosoma mansoni - hemocytes - encapsulating complexes - extra-cellular matrix

M em Inst O swsldo Cruz, Rio dc laneiro, Vol. 98(1): 135-139, January 2003 135

M any parasites, including several species o f  medical 
and veterinary  significance, have life cycles that require 
developm ent, reproduction or both in invertebrate hosts. 
These hosts also vigorously defend their self-integrity 
(Loker 1994). In com m on with other invertebrate groups, 
mollusks tack an adaptative imm une system, with specific 
antibodies and m em ory cells o f  vertebrates. Their internal 
defense system  com prises hum oral and cellular elem ents 
cooperating in the recognition and destruction o f  invad
ing organism s (Ouwe et al. 1994). Several authors have 
recognized the existence o f  subpopulations o f  hemocytes, 
depending on their age (D ikkeboom  et al. 1984), their en
zyme content (Granath & Yoshino 1983), or their surface 
determinants (Dikkeboom et al. 1985, Yoshino & Granath 
1985). Resistant Biomphalaria glabrata specim ens typi
cally encapsulate larval stages o f  nonadaptcd invading 
parasites, such as the sporocysts o f  schistosom es, in a 
structure that morphologically resembles a primitive granu
loma, the encapsulating  com plexes (Pan 1965, Lie & 
Heyneman 1980, Jeong & Heyneman 1984). Since the par
ticipation o f  coruiective-tissue cells and matrix is so prom i
nent in the granulom as o f  h igher anim als, one wonders 
whether a primitive form o f  participation o f  these elements 
would be expressed in m ollusks. As noted by the same 
authors ju st mentioned, extracellular fibrils were observed 
in association with the m olluskan granulom a-like struc
tures. Lie and Heyneman ( 1980) did observe fibrils with a 
periodicity o f  80 nm in the outerm ost layer o f  capsules 
containing daughter sporocysts in snails undergoing self-

^Corrcsponding author. Fax: 155-7I-.356.4155 . H-mai'l: 
zilton(a;cpqgm.fiocruz.br >
Received 9 May 2002 
Accepted .30 October 2002

cure. Sminia et al. ( 1974) reported deposition o f  collagen
like fibrils at the periphery o f  encapsulating reactions to 
Lymnaea stagnalis, by showing that the flattened cells o f  
the outer capsule layers w ere involved in the synthesis o f  
these fibrils. Also, Rifkin et al. (1969), Yoshino (1976), and 
K rupa et al. (1977) noted the presence o f  extracellular 
fibrils in association with m olluscan cellular responses, 
but Harris (1975) found no extracellular elements contrib
uting to the form ation o f  capsules.

Tlie present paper extends these observations by docu
menting aspects o f  hemocytes and extracellular matrix and 
connective-tissue celts in norm al and in Schistosoma 
mansoni-míecleà B. glabrata, representative o f  strains 
with variable degrees o f  resistance/susceptibility to the 
parasite.

MATERIALS AND ME I HODS

Snails and exposure to S. mansoni miracidia - Sus
ceptible (Feira de Santana-FS, BA, Brazil) and resistant 
B. glabrata {B'dnciiode Cima, Beto Horizonte-BH, MG, 
Brazil) to S. mansoni were maintained in aerated w ater at 
28°C and fed on lettuce ad libitum. The snails m easured 
from 8 to 16 mm in shell diameter. A total o f  30 snails (FS) 
were subm itted to infection w ith 20 m iracidia, during 1 h 
w ith a Feira de Santana strain o f  S. mansoni (Andrade & 
Sadigurky 1985). Ten specim ens from Minas Gerais were 
exposed individually to  50 m iracidia with a BH strain o f  
S. mansoni. Follow ing exposure to m iracidia, all snails 
w ere m aintained in a  dark room  for 35 days, the w ater 
being changed tw ice weekly.

Cercarial shedding - Em ission o f  cercariae occurred 
a t the first month follow ing exposure. Cercarial release 
w as m onitored by placing the snails, individually, in 1 GO 
ml beakers containing 10 ml o f  dechlorinated tap water. 
Each specim en w as exposed to bright light during I h, for 
cercarial shedding and counting. The exposed snails were 
classified according to  whether they w ere em itting cer-



cariae: a group eliminating from zero to 10 ccrcariae was 
considered as poorly susceptible; from 50 to 150: as sus
ceptible, and from 151 to 500, extremely susceptible. Non
exposed snails were used as controls.

Histology - Snails were examined at different days pos- 
infection (24 h up to 100 days). They were submitted to 
anesthesia with menthol crystals for 4 h before being re
moved from the shells. The entire snail was placed in 
Bouin’s fluid during 5 h for fixation and then transferred 
to 70% alcohol. Further procedures included dehydration 
in 100% alcohol, clearing in xylol and embedding in paraf
fin. Sections were stained with hematoxylin and eosin, 
sirius-red method for collagen, orcein and Weigert’s re- 
sorcin-fticsin for elastic fibers. Sirius-red stained slides 
were microscopically examined with and without polariz
ing filters (Junqueira et al. 1979).

Electron microscopy - After removal from the shell, 
the snail was cut in small pieces and immediately fixed in 
iced 2% glutaraldehyde in 0.2 M phosphate buffer (pH 
7.2) for 2 h and post fixed in 2% osmium tetroxide in 0.2 M 
phosphate buffer. Specimens were dehydrated in acetone 
and embedded for 12 h in Poly-bed 812 resin. Ultra thin 
sections from selected blocks were made with a diamond 
knife in a Reichert-Supemova ultra-microtome. Sections 
were mounted on copper grids, contrasted with uranyl 
acetate and lead citrate, and examined with a Zeiss Elec
tron Microscope at 50 Kv.

Collagen measurements - The method of Bergman and 
Loxley (1963) was used to determine collagen concentra
tion by the measurement of hydroxyproline content Briefly, 
after fixation in neufral 10% formalin the snails were hy
drolyzed for 9 to 18 h in hydrochloric acid at 110°C, neu
tralized in NaOH (1 ON) and HCl (6N). Samples o f 100 fil 
were treated in mixture o f chloramine T and Erlichs’ re
agent and read in a Hitachi 200 spectrophotometer (558 
nm). As positive controls, fragments of a fibrotic mouse 
liver {S. mansoni-infectsd) were used.
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Cytology - The examination of circulating hemocytes 
was made from a fresh hemolymph sample. To obtain 
hemocytes, four snails were selected for each group. Snails 
were first swabbed with 70% ethanol to remove debris 
fh)m the external surface and then the shell was perfo
rated with a needle ( 1 3x4  mm). The iced-samples were 
collected and placed into a 500 1̂ siliconized micro
centrifuge tube for 5 min to allow shell debris or mucus to 
sediment. After sedimentation, slides with 10 ml of  
hemolymph were incubated at 22-28°C for 30 min, fixed in 
methanol for 5 min and stained with Giemsa or Neutral 
red.

RESULTS

Sections from infected snails invariably presented fo
cal collections of sporocysts and cercariae in several de
velopmental stages, as well as in several degrees of disin
tegration, usually surrounded by focal and diffuse accu
mulations of hemocytes. The number of parasite collec
tions and the extent of hemocyte proliferation appeared 
to be inversely proportional to the degree of snail sus
ceptibility or resistance o f the strains, as can be appreci
ate in Fig. 1 A, B. Apart from that, the type of tissue reac
tion was the same for all parasitized snails. Location of 
the lesions did not differ, either. The sites mostly parasit
ized were the digestive glands, ovo-testis and the renal 
regions. The capsular reactions exhibited distinct shghtly 
flattened hemocytes, many o f which contained phagocy- 
tosed material from sporocysts and cercariae. Focal 
hemocyte concentrations around groups of proliferating 
as well as disintegrating parasites assumed the arrange
ment of a granuloma, appearing at the routinely stained 
slides as a mixture of cells and fibers (Fig. 2A, B, C). Al
though special staining for collagen and elastic tissue 
failed to reveal specific fibers in these granuloma-like le
sions, collagen and rare elastic fibers seemed to form an 
outer, thin and incomplete capsule around the focal en

Fig. lA: section from the digestive glandsiof a highly susceptible Biomphalaria glabrata showing numerous developing forms of 
Schistosoma mansoni and the almost total absenoé of cellular reaction; B: extensive and diffuse cellular reaction within the connective 
tissue, and concentrically arranged aroimd a few disintegrating <portions of the parasite (arrow) in the digestive glands of a S. mansoni 
resistant snail. Hematoxylin & Eosin, lOOX
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capsulated lesions. In effcct, closer examination detected 
some rather slightly compressed pre-formed fibers (Fig. 
2D). Sometimes hemocyte proliferation resulted in diffuse 
collections of such cells, devoid of any fibers.

At the ultrastructural level, collections of hemocytes 
were represented by cells with numerous interdigitating 
filopodia, forming a complcx network of cytoplasmic pro
longations, in the presence of an amorphous, poorly dense 
matrix, but in the absence of cellular or fibrous elements 
(Fig. 3 A, B). Some of these cells showed a large nucleus 
with the chromatin distributed along the nuclear periph
ery (Fig. -3B, C). Mitochondria, Golgi apparatus, electron- 
dense bodies (lysosomes) and myelinoid bodies were regu
larly found. At the proximity of the hemocyte collections 
some parallel disposed fibers and fibrils were noted (Fig. 
2D). Some of these fibers revealed periodicity, suggest
ing a collagenous nature.

No significant differences were noted in normal and 
S. mansoni-infecteà snails submitted to biochemical de
termination o f hydroxyproline.

Two kinds o f hemocytes were found in fresh he- 
molymph samples: small spherical hemocytes with a large 
nucleus surrounded by a thin cytoplasm layer (they ad
hered to glass surface, but did not spread appreciably), 
and larger spreading hemocytes with extending numer
ous thin filopodia. However, in the capsules observed in 
the kidney and digestive glands, only spreading 
hemocytes could be positively identified. The number of 
spreading cells present in hemolymph of snails at 24 h-35 
days after infection did not differ quantitatively after a 
simple counting on stained slides, but it did diminish at 
49-100 days.

The normal non-infected snails showed essentially 
normal histology. In areas with abundant connective tis

i ü í ' i É
Fig. 2: encapsulating lesions centered by groups'of disintegratftig sprocysts (S) of Schistosoma mansoni. A and B show that concentrically 
disposed and elongated hemocytes simulating Á fibrous granulomatous structure (short arrows); sections stained for elastic fibers (C) and 
collagen (D) exhibit only a few circular or scattered fibers at the periphery of the encapsulating lesions (short arrows). A, B: Hematoxylin 
& Eosin, A: 400X and B; 200X; C: Orcein stain for elastiç fibers, 400X; D: Sirius-red method for collagen. 200X
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sue, such as the foot region and digestive glands, numer
ous thin and long fibers were seen forming sometimes a 
eris-crossing pattern. These fibers took a strong red stain
ing with sirius-red and appeared bi-refringent, with stri- 

I periodicity, when observed under polarizing light. 
The color hue varied from red to yellowish. No focal or 
diffuse imflammatory reaction was observed.

DISCUSSION

Present study was aimed at finding evidences o f a 
primitive participation of the extracellular matrix in defense 
mechanisms of mollusks. It represents an exercise in com
parative pathology, regarding an invertebrate, devoid of 
lymphocytes, which mounts a defense mechanism by 
means of a macrophage-like cell that destroys an invad
ing parasite by forming focal encapsulating structures, 
similar to a vertebrate granuloma, with interactions with 
humoral factors. (Loker& Bayne 1986, Loker 1994). Such 
morphological structures are composed by a homoge
neous population of cells, with expanded cytoplasmic 
processes. The presence o f cytoplasmic prolongations 
rom numerous cells, appears under the light microscope 
as containing fibers, sometimes mimicking the process of

fibrosis seen in vertebrates. Fibers with staining charac
teristics o f collagen or elastin have been demonstrated in 
nOTmal snail tissues (Lemos 1999). However, the presence 
of elements fiom the extracellular matrix in the granuloma
tous lesions of B. glabrata against S. rnansoni has been 
a controversial issue. Although Yoshino (1976) and Krupa 
et al. (1977) noted that the presence of extracellular fibrils 
contributed to the formation of the encapsulating lesions, 
Harris (1975) did not find extracellular elements associ
ated with the molluskan cellular reactive responses. One 
probable cause for these divergences could be the pres
ence of true collagen and orcein-positive elastic fibers 
only at the periphery of the lesions, as noted in the present 
study. Both at light microscopy and ultra-structurally, 
collagen-like fibers are noted at the proximity of hemocyte 
accumulations. Since no active connective-cell was visu
alized and no real accumulation o f such fibers could be 
documented, they are probably pre-existing normal com
ponents of the molluskan tissues.

This study was also concerned at identifying the types 
o f hemocytes present in the lesions. Only one cell type 
could be disclosed by light and electron microscopy at 
the tissue level. Only the granulocytes could be posi-

Fig, 3: A and B show hemocytes with their numeroii^ filopodia as part of an encapsulating structure. Besides the filopodia (F), the nucleous 
(N); C: representative of hemocytes at the periphery of an encap^lating lesion. They appear in the middle of an amorphous and fibrilar 
extracellular matrix (M). Short arrows are pointing'to electron-dense bodies (lysosomes). D: parallels fibrils with periodicity are forming 
a fiber ate the periphery of an encapsulating lesion. Just below there, a part of a connective cell cytoplasm with dilated endoplasmic 
reticulum (arrow heads) is shown. Electron microscopy. A, Bi, 7,000X; C; 3,000X; D: 12,OOOX
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lively identified. The present study and those o f  Lie and 
Heyneman (1980) revealed that these cells contain nu
merous primary and secondary lysosom e-like structures, 
extensive pseudopodia processes, som etimes containing 
sporocyst in phagolysosomes. However, it was confirmed 
that two types o f  hcmocytes are present in peripheral 
hcmolymph: granulocytes and hyalinocytes. As a matter 
of fact, not only the present observations, but many oth
ers (Stang-Voss 1970, Sminia 1972, Sminia & Barendscn 
1980), clearly shown that hcmolymph cclls o f  pulmonate 
gastropods are a group o f  morfologically heterogeneous 
cells. Iw o kinds o f  h cm ocytes arc found in fresh  
hemolymph samples o f  B. ^lahrata. Probably, the round 
and spreading cclls distinguished in stained preparations 
are the hyalinocytes and granulocytes described by vari
ous authors (Cheng 1975, Yoshino 1976). In peripheral 
lymph preparations, these cells differ greatly with respect 
to the development o f  their organcl Ics (psciidofxxiia, Golgi 
bodies, lysosomes) (Barracco etal. 1993).

Collagen is very much conserved in the animal king
dom. The present attempt to measure the concentration 
of hydroxiproline in molluskan tissues was probably made 
for the first time and the technique may require better 
controls. However, no significant differences were noted 
in normal and S. Awaw.vorti-infected snails submitted to the 
biochcmicaal determination o f  hydroxyproline. The data 
are in keeping with other present findings, which did not 
reveal any increase o f  extracellular matrix in B. glahlata, 
during its reaction to S. mansoni invasion.

REFERKNCKS

.Andrade ZA. Sadigursky M 19X5. Um estudo comparativo das 
cepas de Feira de Santana (Bahia) e Porto Kico do Schixto- 
soma mansoni na infecção cxperimenlal do camundongo. 
Mc>m Inst Oswuldo Cruz 38: 37-40.

Barracco MA, Stcil AA, Gargioni R 1993. Mortblogical char
acterization of hcmocytes ofpulmonate snail Biomphalaria 
glahrata. Mem ¡nst Oswaldo Cruz M; 73-83.

Bergman L, Loxley R 1963. I wo improved and simplified meth
ods for lhe spectropholometric determinalion o f  
hydroxyrolinc, Ann Chcm 35: 1961-1965.

Cheng 1C 1975. Functional moiphology and biochemistry of 
moliuscan phagocytes./)wn NY Acad Sc 26(5:343-379. 

Dikkeboom R, van dcr K.napp WPW, Maaskant JJ, de Jonge 
AJR 19X5. Different subpopulalions o f haemocytes in 
jiivcnilc, adult and irivhohilhurziu infected Lvmnuea 
stagna/is: a characterization using monoclonal antibodies. 
Z ParasHenkd ParasHol Res 7/: XI5-819.

Dikkeboom R, van dcr ICnapp WPW, Meulcman FA, Sminia 
r 19X4. Differences between blood cells of juvenile and 
adult specimens of the pond snail Lymnaea stagnalis. Cell 
Tissue Res 23H: 43-47,

Granath WO, Yoshino TP 19X3. Characterization of moliuscan 
phagocyte subpopulations based on lysosomal enzymes

markers.. / /¿r/7 Zoo/ 226: 205-210.
Harris KR 1975. The fine structure o f encapsulation in 

Biomphalaria glahrata. Ann NY Acad Sci 266: 446-463.
Jeong Kll, Heyneman D 1984. Leukocytes o f Biompha

laria glahratcr. moiphology and behaviour of granulocytic 
ceils in vitro. J Invert Pathol 28: 357-362.

•lunqueira LCLJ, Bignolas G, Brentani R 1979. Picrosirius stain
ing plus polarization microscopy, a specific method 
tbr collagen detection, in tissue section. Histochem J II: 
447-455.

ICmpa PL, Lewis LM, Vecchio PD 1977. Schistosoma hae
matobium in Bulinus guernei: Electron microscopy of  
hemocyte-sporocyst Interactions. J  Invert Pathol 30: 35- 
45.

Lemos QT 1999. Contribution to the histology of Biompha
laria glahrata. Rev Soe Bras Med Trop 32: 343-347.

Lie KJ, Heyneman D 1980. Tissue reactions induced by Schis- 
tosoma mansoni in Biomphalaria glahrata. Ann Trop Med 
Parasitol74:\51-\h(>.

Loker ES 1994. On being a parasite in an invertebrate host; a 
short survival coursc. JParasitol SO: 72X-747.

Loker FS, Bayne CJ 1986. Immunity to trcmatode iai-vae in 
ihe snai\ Biomphalaria. Symp Zool Soe Land 56: 199-220.

Ouwe O, Boyer MO, Porchet E, Capron A, Dissous C 1994. 
Characterization of immunoreaetive TNF-a molecules in 
Úie. %a&\io^oá Biomphalaria glahrata. V.ev Comp Immunol 
M; 211-218.

Pan CT 1965. Studies on the host-parasite relationship be
tween Schistosoma mansoni and the snail Australorhis 
glahratus. AmerJ Trop Med lfygl4: 931-975.

Rilkin E, Cheng TC, Hohl HR 1969. An electron microscope 
study of the constituents o f encapsulating cysts in Ameri
can oyster, Cas.wstrea virginica, formed in response to 
Tycephalum Metacestodes. J  Invert Pathol 14:2\\-226.

Sminia T 1972. Structure and function of blood and connective 
tissue cclls o f the freshwater pulmonate Lymnaea stag/talis 
studied by electron microscopy and enzyme histochemis
try. Z ZtZ/yo.vc/! 130: 497-526.

Sminia f, Barendsen L 1980. A comparative morphological and 
enzyme histochemical study on blood cells o f the freshwa
ter snails Lymnaea stagnaU.'i, Biomphalaria glahrata and 
Bulinus truncatus.JMorphol 16: 31-39.

Sminia E, Borghart R, Van der Linde AN 1974. Encapsul
ation of foreign materials experimentally introduced into 
the treshwater snail Lymnaea stagnalis. Cell Tiss Res 153: 
307-326.

Stang-Voss C 1970. Zur ultrastruktur der blutzellen wirbelloser 
tiere III. Ober die haemozyten der schneeke Lymnaea 
stagnalis L. (pulmonata). ZZellforsch 107: 141-156.

Yoshino TP 1976. Encapsulation response of the marine proso- 
branch Cerithidea californica to natural infections of  
Renieola huchanani sporoeysts ('rrematoda;Renicolidae). 
IntJ Parasitol 6: 423-431.

Yoshino TP, Granath Jr WO 1985. Surface antigens o f  
Biomphalaria glahrata (Gastropoda) hcmocytes. functional 
heterogeneity in cell populations recognized by a mono
clonal antibody../ Invert Pathol 45: 174-186.



ARTIGO/ARTICLE Kt‘vií.li» ílít Six ipíJadí* iífasiiriia de Medicina Ti'o¡)kai j 7(3):2I8 )Í21, mai juji. 2(l(!4

Behavior of Schistosoma mansoni ’múmeá histopathological lesions in 
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ABSTRACT

fm 'n i ivporr (icnionsfíntrs r/i;ií rcpeiired raiiiíttion « /  Scíiisiosfitit/j man.sorii-/>?/¿vWí/Biomphalaria giabraia,  totaÜng !5,0fl0 
raé. 1'íiusvd ¿t sudút'ii ¿tlbcif minsicní. suppivssion ofarrariu/sheddinif. initially. :̂ pomcysTí< pracüaüly disappeaivd from 
Èe sihiü tissavs. The mo/v m i.staiu dcwioping ccrcariíw presenU'd nucivur dumping and vaaiolation, ¡x'torc tindcrgoini; 
¡fsis. iiV; Ihüt fissdv ívaction dvís cvidcni at <iny rime. Iliii ty-lbiir d im  ídier the last irradiation, the mails resumed cercaria! 
eliminarion. By that time numerous sporocvsts and developing cercariae were detected, disseminated throughout snail tissues 
in a pattern similar to that o f  a highly maligmml neoplasm, with no signs o f  hast cellular reactions, which on the other hand 
mre piv.sent in  nou-hradiated infected coiitjols. The region o f  the ovo-testis was appaivntly destroyed after radiation, Imt 
ivturned to its normal appearance ¿¡round 10 days after the last radiation. Ionizing radiaiion affected im h  host and parasite 
in S. mansoni infected f ’iompiialaria gialjrata. l)i/t the resulting impressive changes were soon reversed.
Jfej'-HWi/.s.; S( liisiosoiii.i iit.iiisoiii. i i io i i ipha laha  ¡^iabrat.i. hm izing radiation.

RESUMO
0presente traíjalho demonstra qiu' a irradiação repetida, num  total de ¡5.000 rads, resulta numa rápida supres.MU) da 
eliniinaçáo das ceicarias em caramujos infectados pelo Schisto.wnia níansoni. Inicialmente os espoiocistos desaparecem 
dos tei idos. ,‘ÍA formas evolutivas das cercarias são mais resistentes e apresentam vacuolização cítoplasmalica e 
condensação nuclear anles ile desajiarecerem. Aáo foram ol)servadas reações nos tecidos do hospedeiro. Trinta e quatro 
dias apos a ultima irradiação, os carannijos voltam a elim inar cercarias. Ahirnerosos e.sporocistos e cercarias em 
desenvolvimento aparecem infiltrando difusamente os tecidos à maneira de uma neoplasia maligna, sem  sinais de 
opusição da parte do hospedeiro, a qual era visível nos controles infectados e náo irradiado.^. J  região do ovo^testis 
apareceu destruída após a radiação, mas retornou à sua aparência normal em torno de 40 dias mais tarde. A radiação 
ioni/ante afeta taníu o hospedeiro como as formas em desenvolvimento do parasito, mas estas alterações impressionantes 
são logo reversíveis.
Palavras-fhave.f:ScU\\U)swm  inaiisoni. B ioruphala iia  g la lua ia .  Radiação ionizante.

A pievioi is  sliirly fi'oiri tliis l.ahoralnvv hari (lolerl ihal a p r o t i f e r a l i o i i ,  w iü i  f o i r n a l io i i  o f  fo c a i  e n r a p s u i a i i n n ,

sirain o f  IHoinphaiaria glabrata. hi[>hlv s n s c e p i ib l e  lo l e s io n s  a r o u n d  d l s i n ie g r a i i n g  s p o r o c v s i s  a n d  c e r c a r i a e .
Schistosoma maiisoni. vu-tc seen lo sIhhI less a n d  less  Tiiese f ind ii jgs  su g g e s te d  ihe  e x is ie n c e  of a p i i in i i ive  fo rm

cercariae a long  ihe lime o f  in i tH i io n l  ll was a lso  o b se rv ed  o f  a c q u i r e d  i n in iu n i iy  in i n v e r i e b r a l e s -  In  o r d e r  !o

ilial siu li cli .inging p.lileiII ill ( e r ra r ia !  sh e d d in g  p re sen le d  a e x p lo r e  lui ih e r  a lo n g  th e se  l ines ,  a p la n  io e r a d i c a t e  a
good h is lo lo g ic a l  c o r r e l a i i o n .  An in il ial  p ic lu r e  of  n o n -  p re v io u s  s c h i s to s o m a l  snai!  in fec i io n  with  i r r a d i a i i o n  was

leaciioi) ( lo le ia in  e) gradiial lv iiiriu 'd into o n e  o f  iietnocvie in i i ia ie d .

1 .1’inw rfijj:! l i iM ili ir ic iia i isi' licl'.,]', l i r  Í ii’ iiiilii - I I I! )  r . in \r l lM  f, .liio iia ! <ji‘ li.t I 'li iv r ts i 'id r if  rii d,i B iitiid, Sitlvarioi. HA, :>! H s |ii'iiiJii'ii(a l

l’ iillu)l<)[n, H o . r u / : i .  t!<M<i | jili( ir ;( l') ry  ol KxDi-rimeiVtal l’ ,i(holi>oy O n t r o  tic Pesquisas (iu n ç a lo  Moni? da h in d a c à i) ü s u a t(!o  C ru /, Salvador, BA, tk a s il 

In i'A i’ I.S i i l  ‘ / '
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loilizilií; radiaiidii rif snails lias lieeii list'd íor various jiiirpost's. 

Midifisoii and Dubois' applied lovv-dose radiaiioii (60 Co) ui 
Skmiph:i¡¿in\i ¡¡htòrnui a n d  o h s c r v f d  ait (‘idiatucnitMii o í  

reiislaíK í‘ ¡(I Sihi'ilosoiníi uiíinsuni wúwúun. Olher vvdi kcrs have 

used in ad ia l rd  niiia! iília l(i iiiíci i B. f'hihiuín in an alU'rn|)l lo 

iiicrt-as(í lesislant t' afíainsl 3' ni¿)iiy)iií, vvilh apparently good 

resulis ' Wtien .ill irradiaied niii ík idia died vviiliin snail lissues, 
aslrong ivsislanre was (.ibservtKl ki a iin ilier <:iiaileiij.;e will) noirual 

iiiirai idiii.

Al firsi. uui aiif‘ni|)i ai iiiadialiiij,; ,V. inM!M)iij-\íÚ'i led snails 

aimed to eradicate llie developing parasite in o rder lo observe 

whether snch a pr(K (Hlnre would stiniuiale the developnienl ol an 

equivalem of arrinired innnnnilv in Ihe inverlebiate, Fhis proved 

10 be ini[iia< licai due lo (he unexpe< ted Itehavior «Í  the larva! 

forms nf.il, vviiliin Ifie snail lissne.s iollowing irradiation.

Kowevei, ihe data obtained b\ a subseijiienl hlstologiral study 

revealed several points of  hileresi on thediflerenlial suseeptibililv 

of the developin'.' fo in isof  the paiasite, and also of Ihe host tissues 

with their dit'ferential dej’eneralive and regeneran've rapaeit ies 

loward radiaiion dania}',e Thus, Ihe second pari o í  ilie research 

m  to oliseive the behavioi o! itie snail tissue changes upon re- 

infedion. Since no similar data weie found in ihe literature  

levievved, ihepul)li<<ition of these ri'snltsapjieared lo beofiii teresl.

MATFRÍ.4L AND MITHODS

Laboratory raised adull Hiompímlíniíighfhnnn’inm  F(>ira de 

Saiitana strain' weii' inft>cted wilh 20 S. nmnsutii \mà< \ú\à (FS 

ülrain) freshly isolaled ftrirn e!.'j;s extracted from liie liver and 

Inieslifies of fxpi^iiinenhill} iii leded mice. VVfien (he snails stai1«l 

eliniinaiing cercaiiae they were irradiated with cesium 137 (IBl, 

937Í' b I adiaior, Ivpt  ̂11,1 is Bio Inlei nalional, Cii! sur-Yvetie, France) 

wilh the olijectivc o! eiadicaiins; the inieciion. Al h n l ,  ¿1 snails vveie 

irradialed with (wo doses of  4,1)00 rads. deliveiwJ vvilh an inieival of 

flne week. .A .similar second trial wa.s made with another 30 infeclPii 

snails. These were sulmviited to 4 doses of 2,000 rads (>ach al weekly' 

intervals, with n'sults comparable to those of ihe previous group. 

Ilieii, tadiaiion doses were chaiij^wi lo 4 sessions of 3.000 rads 

each 1,24 irile( led snails) at weekly inteivals and 3 doses of 5,000 

rads ear h (3(i in lei irtl snails), al tvvo-dav inteivals. In iheselast two 

g¡(»ii¡),s ( eit. iiia l ('limiiialioii slofiped and 30 lo 48 davs laler the 

snails were killed foi mii roscopic e.’iamirialion. .4llh<iui'h Ihey were 

not vel eliniiuatini> cercariat', an exieusive dissemination of ihe 

nmltiph ing forms of mitiisoiii'm the tissues was observed in tliese 

animals, as delaiknl below

E.k h i r rad ia led  g io u p  was alvvavs male lied '.vi(h a <. ontro l  

group of aluint 20 n o n - i r rad ia ied  a n d  in íec ted  snails . Thev 

regularly (TimitiiJlcd t f u c a r i a e  O inm ghout (ht* lime o f . th e  

e .xper im en l.  C e r t a r i a l  e l i m i n . i l i o n  w a s  m o n i t o i f - d  iiy 

examination o f  individual sna i ls  p laced  into lOOmi Ix 'akers  

coniaining lOntI of  de-( h lo i in a le d  lap water. Each spec im en  

was exposed  lo iiriglii light d t ir ing  an iioiir. loi cercaVial 

shedding and  couiiling. The sna i ls  viere e.xaniined ..*1 vaiioiis 

days posl-iiifection.

For histological examination Ihe snails weie  submitted lo 

anes thes ia  wilh m eniho l  crvsials for 4 i iours before  being 
removed fiotn ihe shells. I h e  eniire snail was filaced in Boihn's 

fluid during 5 liours lor Íi.^íaiion and ihen iransferred to 70% 

alcohol.  Fiirthei' p r o t e d u r e s  included  dehydralion  in 100% 
alcohol. (Tearing in xvlol and embedding hi paraflin. Sections 

were roulinelv stained wilh heinaioxyiin atiii eosin.

RESULTS

Ir rad ia led  infected snails  iiecame negative for c e n  ariai 

eliniiiiaiion one week followiiig (he second radiation, regardless 

of  the doses used, fmt 34 days later they were seen id resume 

elimination. The number' of  elirnitraied cercariac* vaiied from 3 

lo 118 im rned ia te lv  b e fo re  rad ia lio rr .  a n d  d r o p p e d  lo 1 

(rihniniUTnj and 59 (maxiniurn) vvfien examined one week af ter 
ihe fii sl radiaiion. Histological exaiiiiiiatiois of Ihe irifei.led snails, 

both contro ls  artd in tid ia led ,  dur ing  ihe period  of cercarial  

eliniinalton, r evealed (lie p resence of m im eions  sporocysts and 

several slages of devekrping cercariae  located in several orgarrs 
and (issues, especially in ovo-lesiis, digestive glands and Tie 

t i i fm larand secular  porlions of the kidney. (Figures 1 k and B). 

The presence  of hemocytes (amebocyies) was a ronslani feature. 

They fo rm ed  mild lo m o d e ra te  accu m u la t io n s  a ro u n d  the 
p a r a s i t i c  s t r u c tu r e s ,  s o m e t im e s  a s s u m in g  a c o n c e n l r i (  

d is t r ib u t io n  a r o u n d  them  an d ,  larely.  d i f fe ren tia t ing  into 
granuloma Tike slriicliire,s (mcHpsulatinf) am iplfw s).

The snails examined one lo (wo weeks after ihe end of the 
irradiaiion sessions, at a time when cercarial  elimination had 

(iimpletelv slopped, revealed a differenl Iristohigical [nclirre. 

Hemocyles were rarely found, usually appearing isolated in only 
a few phti'es. .No disc'ernalile sporocysis were de ter ted  after a 

thorough .search in various microscopic sections. Developing 
forms of cercar iae ,  especially the m o re  dü íeren lia ied  ones, 
presented fr agmenlalron, condensalion of nuclear ntalerial and 

the pr esence of emply vacuoles o í  dtlTereni sizes. (Figtri e iC 
and D). riuni(>s of eosinophili<- debris ,  probablv representing 

necrohc  paiasi tes, wer’e present in several places, ih e re  was a 

mild to moder ale dt'gree of edema in sever al tissues. The ova 

and spernraiozoids comjileiely d isappeared h'om lire ovo-teslis, 
whir h struct 1 1 1  easstrmed a iiiosak a.speci fonned iiy errrpiy spaces 

delimited by slemier aiid wavy membranes.  The sfiaces delimited 
by m em branes  sometimes contained rem nants  of cercariae.

W hen the h is to lo g ica l  e x a m in a l io n  was p e r fo rm e d  in 

i r rad ia led  snails  that re su m ed  cercar ia l  eliminalioti .  there  
ajipeared num erous  sporocysis throughout the tissues withoiii 

anv signs of lissut' reaction, .4iso, many cerc ari,ie in several stages 

of developmeni were present.  Within Ihe ovo testis parasitic 
mnltiplicalioTi and infiltration appeared  m ore  evident tlian the 

signs of lissue regeneration. The latter were  represen ted  by 

( lusters of ova and onlv a few spermatozoids (Figure 1D and E ) , 
O th e r  sn a i l  t is sues  d id  not e.Khibü ihe r a d ia l i o n - r e la t e d  

degenerative and regenet ative fealure.s observed in the ovo-teslis. 

Snails irradiated four tini(\s vvilh 3 ,000 rads every 7th day o r  

th ree  t imes wilh 5 .000 ra d s  at iwo-day in te rv a ls  s to p p e d
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Figure 1 - A míd B - Hurmal infected sím il control; A -  Presence o f numerous sporocysts and 
developing cercariae within the edematous in te rstitia l tissue o f the digestive glands. B -  Tissue 
reaction is represented hv focal accumulation o f amehocvtes around almost mature cercariae in  
the ovo-testis (aiTow). Cand D - Irradiation damage to both cercaría and ovo-testis, as observed 
two weefis after sessions o f gamma radiation. Cercariae presenting nuclear dumping and 
cytoplasmic vacuoles are seen within the emptyspar.es created by the disappearance o f the cellular 
elements o f the snail ovo-testis. EandF - Infected snaik examined 48 days añer the last session o f 
radiation. The ovo-testis presents both ovum (arrows) and proliferating parasite forms (Í). 
Numerous sporocysts and cercariae are present In  the digestive gland in te rstitia l tissue (I). A ll 
photographs taken fivm  hematoxylin and eosin stained slides. Magnification: X I00, except D (X200).

eliminating cercariae. After 30 to 48 days they were killed 
and microscopically examined. A histological picture was 
obsened entirely similar to that of the snails that were 
eliminating cercariae after a temporary post-radiation 
suppression, which indicated that they were about to resume 
cercarial elimination.

Thus, both the snails and the niuhiplying parasitic forms 
presented a high degree of resistance to Ionizing radiktion. 
In a separate experiment we submitted 12 adulfnon-infected 
B. glabrata to radiation and kept 14',as f^on-irradiated 
controls. After 48 days, 3 of the irradiated snails and two,of 
the controls had died, showing that irradiation was indeed 
well tolerated by normal B. glabrata. Mortality of infected

snails was high, regardless of radiation. It was difficult to 
obtain precise comparative figures because many snails 
were sacrificed during the experiment for microscopic 
examination.

DISCUSSION

The behavior of the developing stages of S. inansoni 
within its intermediate snail host following irradiation was 
strikingly reminiscent of that of a highly malignant neoplasm 
when irradiated. At first the proliferating cells were almost 
completely destroyed, but this was soon followed by a
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