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RESUMO

HEMOCITOS de Biomphalaria glabrata (Say, 1818) NA INTERAGCAO COM
Schistosoma mansoni Sambon, 1907 CLAUDIA MARIA DA CUNHA BORGES.
[INTRODUCAO] Os hemodcitos sao células méveis, fagociticas e secretoras, que tém
sido comparados aos macréfagos dos vertebrados. Durante a infeccdo da B.
glabrata pelo S. mansoni o comportamento dos hemécitos teciduais é fundamental
para determinar a evolugdo da interagdo hospedeiro-parasito. [OBJETIVOS]
| Correlacionar o numero e o grau de atividade dos hemécitos periféricos, com a
quantidade e o tipo de reacado histolégica presente em B. glabraia submetida a
infeccdo pelo S. mansoni. Analisar alguns aspectos histologicos, ultraestruturais e
histoquimicos dos hemécitos em condicbes normais e durante a infecgéo.
[MATERIAIS E METODOS] Exemplares de B. glabrata foram submetidos as analises
histologicas (colora¢do pela hematoxilina/eosina, sirius-vermelho, acido peridédico de
Schiff), ultraestruturais, histoquimicas (fosfatase acida, succinodesidrogenase) e a
| avaliacao da capacidade fagocitica (incorporacdo do zimozan A). [RESULTADOS]
Os achados ndo revelaram modificagbes significativas no nimero ou no grau de
atividade (capacidade fagocitica) dos hemdcitos circulantes, nem na relagdo
granulécitos/hialinécitos, quando comparados aos controles intactos ou apds serem
submetidos a radiacéo ionizante. Os dados ultraestruturais revelaram evidéncias de
alteracdes induzidas pela infecgdo. Os métodos histoquimicos mostraram que os
hemdcitos, além de conterem enzimas hidroliticas que refletem seu estado de
ativacéo, também liberam aparentemente tais enzimas ao seu redor. [CONCLUSAOQ]
As reacées de defesa em B. glabrata contra o S. mansoni sao formadas por células
com caracteristicas similares aos macréfagos dos mamiferos. Ndo ha correlagao
positiva entre os hemocitos periféricos, quanto @ sua concentragao e seus sinais de
ativacéo e os tipos e graus de reagdes teciduais formadas em torno dos esporocistos
e cercarias.

Palavras chave: Biomphalariafglabr'ata; Schistosoma mansoni;, hemécitos; atividade

fagocitica; fosfatase acida, suCcinodesidrogenase.




ABSTRACT

Biomphalaria glabrata (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 B. 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 INTRODUGAO

Nas reacgdes de defesa dos moluscos, hospedeiros intermediarios do
Schistosoma mansoni Sambon, 1907, contra as formas larvais deste trematddeo ha
a participacdo de um tipo celular — o hemdcito — 0 qual exibe caracteristicas muito
proximas aquelas dos macréfagos dos vertebrados. Estas células participam da
fagocitose e lise das estruturas parasitarias e formam lesdes difusas e focais
(encapsuiantes), estas ultimas morfolocgicamente semelhantes acs granulomas dos
mamiferos. Estudos realizados com o auxilio de técnicas histoquimicas,
imunohistoquimicas e de microscopia eletrénica permitiram elucidar as principais
caracteristicas destas células e das capsulas ou complexos encapsulantes por elas
formados. Entretanto, varias questbes ainda n&o foram elucidadas, sendo as
modificacdes que os hemdcitos exibem em animais com diferentes graus de

susceptibilidade ao S. mansoni pouco exploradas.

O presente estudo & uma contribuicdo a ampliagdo do conhecimento sobre as
caracteristicas apresentadas pelos hemdcitos teciduais. Além disso, pretende-se
correlacionar os achados histopatoldégicos e ultraestruturais, presentes em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) submetida a infeccdo pelo S. mansorni, com o

numero e o grau de atividade dos hemacitos periféricos.

1. 1 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

Os invertebrados constituem aproximadamente 98% de todas as espécies
animais e sua sobrevivéncia, ac longo de milhdes de anocs, deve-se em parte &
habilidade que esses animais possuem de prevenir, controlar ou erradicar infecgdes.
Apesar disso, dados sobre o mecanismo e a fungdo do seu sistema interno de
defesa sao ainda relativamente escassos.

, .

Os invertebrados estdo sujeitos a uma gama de desafios no ambiente onde
vivem e aparentemente ,/‘por isso desenvolveram diferentes estratégias de
sobrevivéncia durahte sua evolucao, sejam coloniais ou ndo, bénticos ou pelagicos,

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



deles possuem uma elaborada e obrigatoria relagdo com simbiontes. Contudo, esses
animais encontram diferentes desafios para sua auto-integridade, pois seus habitats
usualmente encerram agentes infecciosos, como virus, bactérias, fungos, protistas,
parasitos e outros. Portanto, a auséncia de um sistema de defesa eficiente poderia

resultar na extingdo de um grande numero de espécies.

Dois sistemas internos de defesa sdo utilizados pelos animais para combater
e eliminar parasitos e outros patdgenos invasores: a imunidade adaptativa e a inata.
O principio da imunidade adaptativa é a presenca de receptores especificos na
membrana das células de defesa (e. g, linfocitos em vertebrados). Esses receptores
ao interagirem com o antigeno iniciam uma cascata de reagdes, desencadeando a
produgdo de imunoglobulinas (anticorpos) especificas que atuardo na eliminacdo do
antigeno. A imunidade inata ndo € dependente desta ativacdo antigeno-receptor
especifico e. portanto, ndo ha producédo de anticorpos especificos (KLEIN, 1989).
Outra importante caracteristica que diferencia a imunidade inata da adaptativa é a
memoria imunologica, isto €, a capacidade que o sistema possui de reconhecer
determinado antigeno algumas semanas ou mesmo anos apos a primeira infecgao.
Assim, respostas a uma segunda ou subseqlentes exposi¢des ao mesmo antigeno,
denominadas respostas imunes secundarias, sdo usualmente mais rapidas, mais
eficientes, e frequentemente diferentes, em termos qualitativos e quantitativos, das

respostas imunes iniciais aguele antigeno.

Os vertebrados possuem tanto imunidade adaptativa quanto inata. Em
mamiferos, por exemplo, a imunidade adaptativa € realizada pelos linfocitos T e B
enguanto a imunidade inata é realizada por células como macrofagos, neutrofilos,
eosindfilos e basofilos. Os invertebrados, por sua vez, apresentam apenas o sistema
imune inato. Mas, a despeito da auséncia de linfocites T e B, imunoglobulinas e
respostas anamnésticas para antigenos especificos, sdo capazes de combater
adequadamente um amplo espectro de patdgenos, sustentar a homeostase do

organisme, discriminar o proprio, do nac - propric e, ne conunio, sustentar g
,

sobrevivéncia das espééies,(KLE!N, 1980 KNAAP & LOKER, 1990; SUN et &/,
1990; YAKOVLEVA et a/.. 2001).

19
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1.2.2 Fagocitose e Citotoxidade

O processo de ingestdo de matéria particulada, denominado de fagocitose
(do grego “phagein“, comer) ocorre em todo Reino Animalia. Entre os protistas, no
grupo Protozoa, & reconhecido como uma forma de alimentagao. Entretanto, nos
animais, aléem de promover a nutricao, habitualmente atua como um mecanismo
geral de defesa, através do qual sdo eliminados particulas inertes e
microorganismos invasores (antigénicos). Nos mamiferos, a fagocitose é realizada
por algumas células sanguineas brancas e pelos macréfagos: células de grande
capacidade fagocitica, ameboides com reticulo endoplasmatico rugoso e complexo
de Golgi bem desenvolvidos e que estdo amplamente distribuidas pelo tecido

conjuntivo ou no parénquima de algum érgao.

Em condigbes ideais, o processo de fagocitose ¢ iniciado pela ligacdo das
particulas e moléculas extracelulares a receptores especificos encontrados na
membrana dos fagocitos. A ligacao destas particulas e moléculas induz a célula
fagocitaria a estender projecdes da membrana plasmatica (os pseuddpodos) que
engolfam o “nao - préprio”. Uma vez englobados por estas células, os
microorganismos invasores sao digeridos no interior dos vacuolos digestivos; sendo
expostos a um conjunto de fatores antimicrobianos dentre os quais estao envolvidas

as enzimas lisossdmicas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Atualmente, sdo conhecidas em torno de 50 hidrolases lisossdmicas capazes
de digerir a maior parte das substancias bioldgicas, incluindo aquelas que degradam
proteinas, acidos nucléicos, oligossacarideos e fosfolipidios. Todas otimamente
ativas em condicdes de pH ~5; mantido gracas a atuagdo de uma bomba H'
ATP-dependente que bombeia prétons H' para o limen do lisossomo, mantendo,
conseqgiientemente, o seu conteldo em pH acido. A liberacdo destas enzimas, no
interior dos vacuolos fagociticos i‘nicia a digestdo das particulas ingeridas. Na
maioria das vezes, todo: esfe processo de digestdo € muito rapido. Estudos
realizados com bactérigs ,'fnarcadaé com ™C e fagocitadas por amebas

demonstraram que a digestio destes microorganismos se completava em trés horas.
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Nos molusccs, os hemocitos que circulam liviemente sao leucécitos
tipicamente fagociticos que podem se agregar em resposta a um trauma
(como por exemplo, fratura da concha); fagocitar pequenas particulas
(bactérias, protozoarios e fungos) e/ou encapsular parasitos (como no caso das
larvas de Digenea). Entretanto, nestes animais estes fendmenos podem ser
influenciados pela presenca de fatores ops6nicos 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 al., 1987; BAYNE & YOSHINO, 1989;
FRYER & BAYNE, 1989; NODA & LOKER, 1989; FRYER & BAYNE, 1990; BAYNE
& FRYER, 1994; FRYER & BAYNE, 1996).

Como descrito anteriormente, diversos estudos tém demonstrado que os
hemécitos representam uma populacdo celular bastante heterogénea na qual foram
identificados dois subtipos celulares: os hialinécitos e os granulécitos. Nos
gastropodes em geral, a subpopulagao de granuiécitos tem sido considerada como
um grupo celular semelhante, morfolégica, ultraestrutural e funcionalmente aos
macrofagos de mamiferos; sendo portanto rico em lisossomos que contém muitas
das enzimas hidroliticas. BEZERRA et al. (1997) demonstraram que cerca de 80%
dos hemécitos, tanto de B. glabrata quanto de B. tenagophila, séo células fagociticas
com capacidade para incorporar particulas do vermelho neutro, de maneira
semelhante aos macrofagos. Nestes animais, as enzimas hidroliticas também
podem ser liberadas na hemolinfa, onde matam e degradam as particulas nio
fagocitadas ou alteram as caracteristicas das membranas para que o
microorganismo invasor se torne mais susceptivel para o reconhecimento e ingestao
(FOLEY & CHENG, 1977; CHENG, 1983). Entretanto, quando presentes no limen
dos lisossomos, tais enzimas atuam em meio acido. Estudos desenvolvidos por
KROSCHINSKI & RENWRANTZ (1988), demonstraram que, de maneira similar ao
que ocorre em mamiferos, o pH dos vacuolos digestivos dos hemocitos de Myftilus
edulis (d’Orbigny, 1846) decrescia durante a fagocitose de leveduras; atingindo 4,5 —
5,0 ap6s 25 minutos. Além disso, estas células tém sido consideradas capazes de
produzir especies oXidativés d‘erivadasldo oxigénio, como o superdxido, o peroxido
de hidrogénio ou a hidroxila (HARRIS & CHENG, 1975: CHENG & GARRABRANT,
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1977, DIKKEBOOM et al., 1987; SMINIA & van der KNAAP, 1987; ADEMA et al.,
1997; HAHN et al., 2001a; YOSHINO et al., 2001).

Estudos citologicos e citoquimicos tém sido desenvolvidos com a finalidade
de melhor caracterizar o comportamento fagocitico dos granulécitos em moluscos
normais e/ou infectados por larvas de trematodeos. CHENG & GARRABRANT
(1977) demonstraram que, em B. glabrata da linhagem 10-R; infectado pelo S.
mansoni, os granuldcitos que participavam da destruicao dos esporocistos-mae
continham altos niveis de fosfatase acida; que persistiam durante todo o processo
de encapsulamento. Estes autores determinaram, ainda, que a encapsula¢ao podia
ser dividida em dois estagios distintos: o primeiro envolvendo a acumulagao de
granulécitos ricos em fosfatase acida; sendo completado 24 horas apds a
penetracdo do miracidio e o segundo caracterizado pela gradual desintegragdo e
eliminagao do esporocisto e um gradual decréscimo no tamanho do granuloma. Com
a regressao do granuloma, a atividade da fosfatase acida estava aumentada nos

granulécitos remanescentes.

Estudos realizados por GRANATH & YOSHINO (1983) demonstraram que
tanto em exemplares de B. glabrata susceptiveis (linhagem PR) quanto em
exemplares de B. glabrata resistentes (linhagem 10-R,), havia uma discreta
subpopulagcdo de hemocitos positivos para trés enzimas  hidroliticas
(fosfatase &acida, esterase nado-especifica e peroxidase). Contudo, uma diferenga
significante na distribuicdo e abundancia destas enzimas foi observada entre os
hemécitos de uma mesma linhagem; ficando claro que algumas destas células
possuiam a capacidade para sintetizar uma ou nenhuma das trés enzimas
estudadas. Este estudo demonstrou, também, uma heterogeneidade enzimatica
entre as duas linhagens. Caramujos 10-R, apresentaram conteudos enzimaticos
maiores quando infectados pelo S. mansoni enquanto que nos caramujos PR albinos
os niveis enzimaticos permaneceram constantes durante todo o curso da infeccao;
estes achados confirmam'as gﬁifer’engas intra e inter especificas observadas quanto

ao carater resisténcia ou susgéptibilidade.
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Usando técnicas histoquimicas para a deteccdo de sete enzimas (fosfatase
acida, fosfatase alcalina, o-naftil-acetato-esterase, ATPase, peroxidase, 5’
nucleotidase e cloroacetato esterase), MCKERRON ef al. (1985) compararam os
hemécitos de B. glabrata, presentes tanto no é6rgdo produtor de hemocitos (OPH)
quanto nas reacbes de encapsulamento formadas em forno dos esporocistos de
Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967), com os macréfagos epitelidides dos
granulomas, mondcitos circulantes e polimorfonucleares (PMNs) de pacientes com
sarcoidose ou tuberculose. Segundo os autores, a marcagdo para estas enzimas foi
mais intensa nos hemocitos envolvidos nas reagdes de encapsulamento das larvas
de E. paraensei do que nagueles presentes no OPH. Além disso, os hemdcitos
demonstraram as mesmas reagdes positivas e negativas como observado nos
macrofagos de granulomas humanos; exceto para a enzima a-naftil-acetato-esterase
que foi menos intensa. Em contraste com as similaridades observadas entre os
hemocitos e os macréfagos epitelidides, houve diferencas significativas entre os
hemocitos e os PMNs; indicando que estas células nao representam um hibrido
entre macréfagos e os PMNs, mas uma célula macréfago-semelhante altamente

diferenciada.

DIKKEBOOM et al. (1984) demonstraram que, em L. stagnaiis, a fosfatase
acida (AcP), a esterase-ndo-especifica (NSE) e a fostatase alcalina (AiP) estavam
presentes em todos os amebécitos de caramujos juvenis e adultos. Entretanto, foram
observadas diferencas para a enzima peroxidase (PO). Todos os amebdcitos
PO - negativos eram arredondados (menos diferenciados). Em todas as células
PO - positivas, o produto da reacao foi observado em numerosos grandes granulos.
Nos caramujos juvenis uma baixa porcentagem de células foi positiva e os granulos
gue continham a atividade para esta enzima foram menos abundantes do que nos
amebocitos dos adultos. Segundo os autores, tais resultados poderiam explicar o
fato dos caramujos juvenis serem mais susceptiveis as infecgbes pelo
Trichobilharzia ocellata (La Valette, 1855) do que os caramujos adultos. E bem
sugerido que o baixo nivel da atividade PO em certas linhagens de B. glabrata pode
ser responsavel pela alta susceptibilidade ao S. mansoni (GRANATH & YOSHINO,
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1983). Nos leucdcitos de mamiferos, a peroxidase é toxica para helmintos (BUYS et
al. 1984).

Quando comparados aos hemécitos de bivalves (HUFFMAN & TRIPP, 1982;
PIPE, 1990) e aos de outros puimonados (SMINIA & BARENDSEN, 1980; MONTEIL
& MATRICON-GONDRAN, 1993), os hemocitos de B. glabrata demonstram pouca
atividade enzimatica; sendo o produto estocado em granulos discretos. ADEMA et al.
(1992); SMINIA ef al. (1992) e MONTEIL & MATRICON-GONDRAN (1993)
demonstram que a atividade para peroxidase foi extremamente baixa e esta situagao
estava contraria aquela observada em L. sfagnalis, Bulinus natalensis (Kuester,
1841), Achatina achatina (Linnaeus, 1758) e L. truncatulata. A auséncia de granulos
e do baixo conteudo enzimatico levantou, entdo, a questdo de que os hemécitos de
B. glabrata possuiam outros mecanismos para suprimir e internalizar organismos e
materiais estranhos. E conhecido que os granulécitos e macréfagos de vertebrados
produzem radicais téxicos de oxigénio (ROS). Entretanto, nestes animais a morte do
parasito pode ocorrer sem a presen¢a desses metabélitos ou em cooperagdo com
outros mecanismos, sendo mais eficiente (ROSS, 1980; YASDANBAKSH et al.,
1987; CAVACINI et al., 1989; KLEBANOFF, 1992).

Embora o oxigénio seja fundamental para os organismos vivos, espécies
intermediarias reativas que se formam em suas reagbes sao extremamente
prejudiciais aos componentes celulares como lipidios, acidos nucléicos, proteinas,
carboidratos, etc. De acordo com BAYNE ef al. (2001), a exploséo respiratoria pelas
células fagociticas e a conseqiiente produgdo de ROS séo o resultado da ativagéo e
reuniao do complexo NADPH oxidase na membrana plasmatica do fagécito. Este
complexo enzimatico catalisa a produgéo do anion superéxido (O2’), que serve como
primeiro radical na cadeia de produgéo adicional de espécies reativas do oxigénio:
peroxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH"), acido hipocloroso (HOCI) e
oxigénio molecular (O5). Deyido ao carater altamente tdxico do radical hidroxila
(OH), as células utilizam ‘mecanismos para evitar sua formagao, eliminando o ion
superdxido e o composto peyr()xido dé hidrogénio, sendo que a primeira linha de
defesa é enzimatica envolvendo as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e peroxidases (PO). A enzima superéxido dismutase (SOD) cataliza a reagdo
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que celoxifica o superdxido e a calalase e peroxidase detoxificam H.O, (FELTON &
SUMMERS, 1995; ROSEN et al., 1995). Adicionalmente, a maioria dos tipos
celulares fagociticos possui um oxido nitrico sintase induzive! (iNOS), que gera dxido
nitrico (NO) a partir de oxigénio molecular e arginina. Embora o NO tenha atividade
citotdxica por si s6, ele rapidamente reage com o Oy para formar uma molécula

muito mais reativa, o peroxinitrito (ONOQO").

Nos neutrdfilos de mamiferos a maioria do Oy produzido é convertido em
H,O, (MAKINO et al, 1986) e a maior parte deste, & consumida pela
mieloperoxidase (MPQO), uma enzima que usa H;0O, e o ion cloreto para produzir
HOCI, o mais potente antibidtico produzido pelas células de defesa. Assim como nos
mamiferos, os hemdcitos dos moluscos geram HOCI (SCHLENK, MARTINEZ &
LIVINGSTONE, 1991; TORREILLES, GUERIN & ROCH, 1997) e NO (CONTE &
OTTAVIAN} 1995; TORREILLES & GUERIN, 1999; ARUMUGAM ef al,, 2000). Desta
forma, os hemdcitos tém o potencial de produzir tanto moléculas altamente reativas
(02", OH, O, HOCI e ONOQ") quanto de vida relativamente longa (NO e H,0,); que
diferem em suas propriedades (e.g. habilidade de causar dano ao DNA, peroxidacao
lipidica, inativag&o enzimatica, efc.). Entretanto, o papel eépesfﬁcc de cada uma
dessas formas de oxigénio reativo na morte de um patégeno ndo estd muito claro.
Em populagdées humanas, a deficiéncia na MPO (mieloperoxidase) é um defeit
congénito muito comum em crian¢as e que pode resultar em infecgbes bacterianas
oportunisias e recorrentes. Um aumento na susceptibilidade a infecgdes fingicas
também foi descrito em estudos desenvolvidos em camundongo MPO-deficientes
(ARATANI et al.,, 1999, 2000). Em B. glabrata, a deficiéncia nesta enzima promove a
resisténcia ao S. mansoni. Os hemécitos de B. glabrata utilizam H.0,
(e ndo HOCI)} para matar os esporocistos. Estudos in vifro tém demonstrado gue este
composto & um agente oxidante muito potente. Enquanto que 300 uM de HOCI séo
requeridos para alcangar 100% de mortalidade dos esporocistos, apenas 150 M de
H,O, s&o necessarios para afingir @ mesma porcentagem. Entao, em termos de
toxicidade, a mieleperskiéase {Es)‘:’PO} tem um papel essencial como enzima

detoxicante. Em éqntrabarﬁda, nos caramujos susceptiveis a atividade da
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Estudos in vifro tém demonstrado que os parasitos sao capazes de medular
(KEMP et al., 1980) ou imunosuprimir (CAPRON & CAMUS, 1979) o sistema interno
de defesa de seus hospedeiros intermediarics. E, em alguns casos, esta
interferéncia parasitaria pode atuar tanto contra a resisténcia natural como sobre a
resisténcia adquirida. A exposicdo de exemplares B. glabrata a uma variedade de
espécies de trematddeos, particularmente do género Echinostoma, como, por
exempio, o E. paraensel, resulta em alteracdes no comporiamenio dos granuidcitos
e altera a susceptibilidade deste caramujo a infeccdo por outras espécies de
digenéicos (LIE ef al., 1987). LOKER ef al (1992) e DeGAFFE & LOKER (1998)
notaram que os hemécitos de B. glabrata expostos aos esporocistos de E. paraensei
diminuiam sua atividade fagocitica e permaneciam arredondados na presenca de
produtos excretados por estas larvas. Estudos anteriores ja haviam demonstrado
que os produtos excrefados pelo S. mansoni podem estimular 0s hemdceitos a
produzirem componentes que inibem outros hemocitos (FRYER & BAYNE, 1990) e
que a infeccao pelo Schistosoma pode estimular o sistema nervoso do caramujo a
liberar fatores que suprimem os hemécitos (AMEN & de JONG-BRINK, 1992;
DUVAUX-MIRET ef al., 1992). Os dados obtidos por CONNORS & YOSHINO (1990)
ja haviam confirmado a hipétese de que os produtos excretados/secretados pelas
farvas do S. mansoni tinham uma atividade antioxidante; sendo capazes de reduzir
os niveis de O, em hemobcitos ativos de B. glabrata da linhagem M-line. Em
Staphviococcus aureus Rosenbach, 1884, por exemplo, a catalase produzida por
este microorganismo degrada o H,O, produzido pelo sistema perdxido de hidrogénio
- MPO - hialide e impede a formacac de pontes dissulfelos entre os aminoacidos

cisteina de diversas proteinas estruturais, o que levaria a morte da bactéria.

1.2.3 Fatores Humorais -

} .
' /

)

A motte ou sobrevivéncia das larvas do S. mansoni em seu hospedeiro

intermediario, a B. glabrata, envolve uma associagdo dindmica e complicada entre
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este parasitc e o sistema interno do molusco. Em caramujos de linhagens
resistentes, os hemdcitos atuam juntamente com os fatores soltiveis da hemolinfa no
processo de encapsulamento e destruicdo das larvas por fagocitese. Eniretanto. os
mecanismos pelos quais hemdcitos e fatores solGveis destroem o parasito ainda nao
foram completamente elucidados. BAYNE ef al (1880a.b) foram os primeiros a
desenvolver métodos in vitro para avaliar o efeito da hemolinfa de B. glabrata sobre
o esporocisto primario de S. mansoni transformado axenicamente. Nestes estudos,
os autores demonstraram que lectinas presentes na hemolinfa destes gastropodes

poderiam mediar o reconhecimento dos parasitos pelas células de defesa.

As lectinas sdo proteinas complexas multimericas gue possuem varios sitios
de ligacdo; que se ligam especificamente a certos carboidratos presentes ha
superficie do parasito e que regquerem a presenca de cations bivaientes,
especialmente o calcio, para exercer sua fungado. Uma vez presentes estes cations
servem para estabilizar a conformacado destas proteinas e/ou de seus sitios de

ligacao.

Nos moluscos, as lectinas s3o sintetizadas pelos hemodcitos fagociticos
(=granulécitos) localizando-se na superficie externa da membrana e distribuidas
iregularmente. Quando lancadas no plasma imobilizam, airavés da aglutinacdo
“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 sdo compostas por subunidades diferentes capazes
de se ligarem a um determinado monossacarideo ou a um grupo de
monossacarideos com estruturas similares. Como exemplo, temos a lectina da ostra
Pinctada fucata martensii (Dunker, 1872) que se liga a galactose e a
n-acetilgalactosamina com quiva!epte eficiéncia. Entretanto, apesar do plasma dos
bivalves conter lectinas pélireativas, ele também contém lectinas com uma estreita
afinidade. No plasma de Ahadara ,g}ranosa (Linnaeus, 1758), por exemplo, foi
identificada uma lectina que reage especificamente com o acido idurénico. De modo

diferente, as iectinas dos gastropodes estdo consfituidas por subunidades de um
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nico tipo e sao fortemente especificas para um certo moncssacaridec. A lectina

“achatinia H”, isolada da hemolinfa de Achatina fulica Bowdich, 1822, um caramujo

[

africano gigante. se liga especificamente ao acide 9-O-acetilsidlico. Esta lectina de
alta especificidade esta sendo usada como marcador de linfoblastos “transformados”
na leucemia linfoblastica aguda da infancia. Além disso, foi também demonstrado
que a concentragdo de lectinas é maior na hemolinfa dos bivalves. Entretanto, a
despeito das diferencas observadas em ambos os grupos, o0s sistemas de
aglutinaca@o sao igualmente eficientes (FINSTAD et al., 1974; LOKER et al., 1984,
FRYER & BAYNE. 1989; RICHARDS & RENWRANTZ, 1991, YAKOVLEVA el al.,
2001).

Estudos desenvolvidos in vifro e in vivo tém demonsirado que o pré -
tratamento de esporocistos por lectinas exdgenas pode provocar a morte destas
formas larvais pelos hemécitos de caramujos susceptiveis (BOSWELL & BAYNE,
1986). Segundo BAYNE (1990), apos a ligagdo das lectinas com “o ndo - préprio®,
ocorre uma mudanca conformacional das mesmas, levando a ativacio dos
hemécitos. Tal mecanismo de reconhecimento do “ndo - préprio” foi descrito em L.
stagnalis, B. glabrafa e Helix pomatia (Linnaeus, 1758). Posteriormente, FRYER &
BAYNE (1996) confirmaram estes achados demonstrando que particulas de
poliestireno tratadas com fatores sollveis da hemolinfa de linhagens resistentes de
B. glabrata eram significativamente mais fagocitadas pelos hemécitos de linhagens

susceptiveis do que as particulas nao-tratadas.

JOHNSTON & YOSHINO (1995) demonstraram que, lectinas similares as da
Conavalia ensiformis (ConA), Erythrina corallodendrom (ECA), Glycine Max (SBA),
Tetragonolobus purpureas (TPA) e Triticum vulgaris (WGA), estavam presentes na
hemolinfa de B. glabrata e ligavam-se as proteinas presentes na superficie do
esporocisto do S. mansoni. Vérios autores tém demonsfrado a presenca de
carboidratos, especialmente glicoproteinas e glicolipidios, como o0s principais
componenies do tegum'ento,’ de miracidios e esporocistes de S. mansoni
(ZELCK & BECKER, 1990, UCHIKAWA & LOKER, 1991). ZELCK & BECKER (1990)
sugerem gue dife’réngas na susceptibiidade de espécies ou linhagens de

Biomphalaria a infecgdo por S. mansoni podem estar relacionadas a variagdes
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guantitativas efou gualitativas de determinadas iectinas. Mais recentemente, um
grupo de proteinas, com homologia ao fibrinogénio e atividade de lectina, foi
identificado na hemolinfa de B. glabratfa, sendo que sua expressdo aumenta apoés a
infeccdo do molusco com E. paraensei. Esta proteina tem a capacidade de precipitar
antigenos de excrecao/secrecdo do parasito e os autores sugerem que, além de
participar do reconhecimento, estas proteinas poderiam ser importantes inibidores

de mecanismo de evasao do parasito.

Além das iectinas. cutras proteinas. com funcdc homéloga acs mediadores
celulares ja descritos em vertebrados, tém sido identificadas na hemolinfa de muitos
invertebrados. podendo estar envolvidas na ativacdo dos hemécitos durante todo o

periodo da infecgao por trematédeos digenéicos.

OTTAVIANI ef al. (1993) relataram a presenca de uma variedade de proteinas
semelhantes as citocinas pré - inflamatérias, como a interleucina-1 alfa (IL-1 «), a
interleucina-1 beta (IL-1 B), a interleucina-2 {IL-2), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), em hemécitos de duas espécies de moluscos -
Planorbarius corneus (Linnaeus, 1758) e Viviparus ater {Cristofori & Jan, 1832},
estando estas presentes somente nos hemocitos com atividade fagocitaria. Nestes
animais. a resposta inflamatéria também parece desempenhar um papel importante
no sistema interno de defesa (ROWLEY, 1996).

Moléculas semelhantes a IL-1, ou com atividade imunoidgica. funcional s/ou
biolégica semelhantes a IL-1 dos vertebrados, também ja foram detectadas ou
isoladas em hemécitos de camardes de agua doce (BECK & HABICHT. 1986},
insetos (SCHARRER et al., 1996), mexilhes (HUGHES ef al., 1990), caramujos
(OTTAVIANI! et al.. 1993, 1955} e tunicados (BECK ef al, 1989). CHERBAS (1973).
por exemplo, ja havia descrito em larvas de Samia cynthia (Butler, 1878), Antheraea
polvphemus (Cramer, 1775), e Hyalophora cecropia {(Linnasus, 1758) a
haemoquinina: uma proteiﬁa de 50 Ka que quando injetada em insetos adultos
interiere no comportémenté dds hemocitos gue comecam a se tornar amebdides e

adesivos. BECK et al. (1986, 1989) demonstraram que o plasma ou extratos de
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céluias provenientes de equinodermos e tunicados estimulam a proliferacdo de
timocitos em camundongos. Esta atividade estimulatéria foi atribuida as moléculas
formas isoelétricas (pls

48, 54 e 75). Moléculas de IL-1—simile também foram capazes de estimular a

proliferacdo de fibroblastos em mamiferos. aumentar a sintese protéica. induzir a
producéo de prostaglandina E,, aumentar a permeabilidade vascular em coelhos e
tiveram atividade citotdxica para células humanas da linhagem A375 (BECK ef al.,
1989; 1991).

Em moluscos, a presenca de profeinas semeihantes a iL-1 ¥€m sido
associada a ativacao e proliferacdo celular (HUGHES ef al., 1991; RAFTOS ef al,,
1291, 1992). ao aumento da fagocitose (BURKE & WATKINS, 1891, BECK ef al.,

1993) e da producdo de superdxido (GRANATH ef al.,, 1994). Em B. glabrata, a
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Caramujos resistentes apresentam niveis de IL-1 significativamente mais elevados

Q0 gue agueles de linhagens susceptiveis (GRANATH ef al..

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

significativa do numero de cercarias produzidas por estes caramujos
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observada em esporocistos primarios. Embora a hemoiinfa livre de células recolhida
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mansoni, testes in vitro mostram que rhiL-1 ndo apresenta efeito toxico, sugerindo

proteinas homologas a citocina e a resposta imune de invertebrados, principalmente

nos moluscos. Segundo estes autores, diferentes citocinas (IL-1 o, IL-2 e TNF-a)
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estimulam significativamente a mobilidade, aumentam a atividade fagocitaria dos
hemoécitos, e além disso provocam a indugdo da éxido nitrico sintetase. Estes
resultados sugerem que citocinas podem ser importantes moléculas ancestrais,
funcionalmente conservadas, que também mantiveram a sua pleiotropicidade
redundante no modo de agdo, e a alta promiscuidade dos seus receptores durante
evolugdo. Apesar destas proteinas apresentarem semelhangas funcionais com
citocinas de vertebrados, fazem-se necessarios estudos mais sofisticados, para

estabelecer o grau de homologia entre estas proteinas.

Especificamente em B. glabrata, BOYER et al. (1994) detectaram a presenga
de proteina com imunoreatividade de TNF-o, humana em granulos citoplasmaticos
de alguns hemécitos. Na hemolinfa destes caramujos também foi identificada por
“Western Blot”, a presenga de uma proteina de 53 kDa imunoreativa a anticorpos
anti-TNF-a, sendo que, sua quantificagdo através da técnica de ELISA, demonstra
que a quantidade desta proteina diminui durante a infecgao por S. mansoni. Apesar
da homologia desta molécula com TNF-a humana, seu papel na regulacao da

resposta funcional e na relagao parasito hospedeiro ainda nao foi esclarecido.

1.2.4 Reagoes Teciduais e Hemolinfa Periférica

Como descrito anteriormente, o sistema interno de defesa dos gastrépodes
(SIDG), assim como o dos bivalves, é constituido por componentes presentes na
hemolinfa, equivalente ao sangue dos vertebrados. Esta hemolinfa & constituida por
elementos celulares (hemocitos ou amebdcitos) e humorais (o plasma: fluido rico em
lisinas, fatores antimicrobianos e substdncias com acdo semelhante as linfocinas).
Como os moluscos possuem um sistema semi-aberto, a hemolinfa € bombeada pelo
coragcdo chegando aos espacos intersticiais de varios 6rgaos; onde os hembcitos

podem ser observados movendo-sg livremente.
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Em gastrépodes, os hemécitos sdo produzidos no OPH (Orgao Produtor de
Hemécitos), localizado entre o pericardio e o epitélio posterior da cavidade do manto.
Em repouso, o érgao se caracteriza como uma estrutura pequena, pouco espessa
ou conspicua. Entretanto, em caramujos infectados pelo Echinostoma, o OPH
apresenta-se hiperplasiado e/ou hipertrofiado; observando-se um aumento da
atividade mitética. Respostas similares ocorrem apés infecgao com Ribeiroia marini
(Faust & Hoffman, 1934) (SULLIVAN et al., 1982) ou S. mansoni (SULLIVAN et al.,
1984). Estudos recentes (SULLIVAN et al, 2004) mostraram um aumento de
mitoses nas células desta regido, entre 24 - 72 h apés inoculagdo de antigenos de

miracidios ou cercarias de S. mansoni.

O OPH langa, na circulagdo tanto hemécitos maduros, quanto ameboblastos
secundarios promovendo, conseqiientemente, um aumento de células totais na
hemolinfa periférica. Contudo, o incremento no nimero de mitoses nem sempre esta
associado ao encapsulamento de parasitos. Moluscos de linhagens susceptiveis
também séo capazes de produzir hemécitos na presenga do estimulo parasitario.
Contudo, estas células muitas vezes sao afetadas por produtos excretados -
secretados pelos esporocistos que interferem com a sintese e secregdo de
proteinas; bem como a capacidade de migragao destas células através dos tecidos
(LODES & YOSHINO, 1990). Nestes animais, as respostas teciduais estdo
ausentes, discretas e/ou moderadas e a destruicdo do parasito ndo ocorre de

maneira eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os mecanismos envolvidos na resisténcia ao S. mansoni apresentados
pela B. glabrata (Linhagem: Feira de Santana, Bahia — Brasil), visando uma melhor
caracterizagdo, morfoldgica e funcional, dos hemdcitos presentes nos tecidos e na

hemolinfa circulante e investigando a correlagéo entre estes dois setores.

2. 2 Manuscrito |

Correlacionar o nimero e o grau de atividade dos hemacitos periféricos, com a
intensidade e o tipo de reacdo histopatolégica presente em B. glabrata submetida a

infeccao experimental pelo S. mansoni.

2.2.1 Objetivos Especificos

- Acompanhar as alteragdes ocorridas na hemolinfa através da contagem
total e diferencial de hemécitos periféricos em caramujos normais,

normais-irradiados {4.000 rads/Césio 137) e infectados pelo S. mansoni,

- Estudar em cada grupo acima a capacidade fagocitica dos hemocitos
periféricos apés estimulagdo pelo Zymozan A (Saccharomyces

cerevisiae) ou pela tinta nanguim;
- Analisar através de cortes histoldgicos as reagdes teciduais, estimuladas

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

Santana.
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2.3 Manuscrito Il

Analisar a ultraestrutura e histoquimica dos hemacitos teciduais apds infecgéo

pelo S. mansoni.

2.3.1 Objetivos Especificos

- Comparar as caracteristicas ultraestruturais e histoquimicas de

hemadcitos em repouso e nas suas varias fases de atividade.
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Patologia da Infecgao pelo Schistosoma mansoni em Biomphalaria glabrata.

(Tentativa de correlagao entre as alteragdes nos tecidos e na hemolinfa)
Claudia Maria da Cunha Borges, Carine Machado Azevedo, Zilton A. Andrade.

Laboratério de Patologia Experimental (Lapex), Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
— FIOCRUZ. Rua Waldemar Falcao 121, 40295-001 Salvador, BA, Brasil.

RESUMO

A Biomphalaria glabrata (Say, 1818), um dos principais hospedeiros
intermediarios do Schistosoma mansoni Sambon, 1907, apresenta uma patologia
variada face a este trematédeo, na dependéncia de diversos fatores que levam a
maior ou menor reatividade de sua principal célula de defesa — o hemocito. Esta
célula esta presente no interior dos tecidos e na hemolinfa circulante, mas pouco se

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

Na presente pesquisa foram utilizados caramujos jovens e adultos, muito
susceptiveis ao S. mansoni e se fez a correlagdo dos achados histopatolégicos € a
eliminagao de cercarias, com o numero de hemdcitos 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, ndo revelam
modificagdes significativas no numero ou no grau de atividade (capacidade
fagocitica) dos hemdcitos circulantes, nem na relagao granuldcitos/hialinécitos,
guando comparados aos controles intactos ou apés serem submetidos a radiagdo
ionizante. Estes dados, embora necessitando serem repetidos em caramujos menos
susceptiveis ao S. mansoni, sugerem que o0s elementos celulares da hemolinfa

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

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Biomphalaria glabrata, hemécitos; atividade

fagocitica; histopatologia.



ABSTRACT

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 adeguately

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

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

activity; histopathology



INTRODUCAOQO

As células de defesa dos caramujos s&o coletivamente denominadas de

hemécitos. Em B. glabrata, por exemplo, que esta entre os principais hospedeiros
intermediarios do S. mansoni, os hemdcitos sdo encontrados em duas areas
distintas: na hemolinfa circulante e nos espagos intersticiais. Estas duas areas se
comunicam, mas ainda nao existem informagdes disponiveis suficientes de como as
alteragbes de defesa envolvendo os hemacitos no interior dos tecidos se refletem,
ndo s6 na hemolinfa como um todo, mas particularmente na populagé&o de hemaocitos
circulantes. Esta informagéo seria desejavel para que se tenham dados de patologia
comparada, bem como um melhor conhecimento da origem, fungdo e destino dos
hemécitos e a possibilidade de monitoramento dos processos de defesa atraves de

estudos da hemolinfa, com finalidades experimentais.

Em alguns exemplares de B. glabrata, por exemplo, ha uma grande
proliferagdo de hemdcitos nos espagos intersticiais dos tubulos renais, glandula
digestiva e ovoteste, orgdos mais freqlientemente parasitados durante a infecgdo
pelo S. mansoni. Em contrapartida, as formas larvais deste trematdodeo podem
proliferar livremente nos exemplares altamente susceptiveis (tolerantes). Um estudo
prévio realizado no Laboratério de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz —~ FIOCRUZ (BA) demonstrou que, em alguns casos, esta aparente
tolerancia inicial poderia ser revertida em fases mais tardias da infec¢do. Animais
qgue estavam eliminando um grande numero de cercarias demonstraram intensa
proliferacdo de hemédcitos, com formagdo de lesbGes encapsulantes em torno de
esporocistos e cercarias degenerados, quando sacrificados 142 dias pds-infecgéo;
sugerindo a existéncia de um tipo de imunidade adaptativa ou adquirida. Na maior
parte destes casos ndao se sabe como estas mudangas de reatividade poderiam
repercutir na hemolinfa (LEMOS & ANDRADE, 2001).

Estudos desenvolvidos por ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980)
demonstraram um aumento no nUmero de hemocitos circulantes em exemplares de
B. glabrata com 4 e 6 serﬁanas de infecgdo pelo S. mansoni. Similarmente,
MOUNKASSA & JOURDANE‘(1990),demonstraram gue, em exemplares B. glabrata
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infectados pelo Echinostoma liei (= Echinostoma caproni), este aumento no numero
de hemocitos circulantes era ainda mais significativo. Estes autores obtiveram,
através de contagens individuais, uma média de 300 hemdcitos/mm> em exemplares
com 20 dias de infeccdo, enquanto nos controles a média era de 199

hemocitos/mm?®.

Outros tipos de estresse também tém sido identificados como estimulantes
elou inibidores para os hemocitos. Contudo, estes estudos n&o envolveram o
monitoramento da resposta hemocitica durante as diferentes fases da parasitose,
nem uma correlacdo com os aspectos histopatoldégicos. STUMP & GILBERTSON
(1978) demonstraram que a densidade de hemdcitos 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 associagdo positiva entre certos parametros quimicos da hemolinfa e o
tamanho e a linhagem do molusco. Em seus estudos, estes autores foram capazes
de verificar um aumento de proteinas plasmaticas em caramujos de maior tamanho.
Entretanto, FENG (1965) demonstrou ndo haver uma associagéo entre o numero de
hemadcitos e o tamanho em Crassostrea virginica (Gmelin, 1791). Contudo, uma
correlacgdo positiva foi demonstrada, pelo mesmo autor, entre o numero de hemacitos
e a temperatura da agua na qual os animais eram mantidos. FENG (1965)
estabeleceu que o numero de hemocitos era afetado pelo calor. Um aumento no
nimero de hemocitos também pode estar associado ac decréscimo de tensdo do

oxigénio, a extracdo da hemolinfa e, em alguns casos, a les&o da concha.

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de correlacionar o numero
e o grau de atividade dos hemocitos periféricos, com a intensidade e tipo de reag&o
histopatologica presente em B. glabrata submetida a infec¢gdo experimental pelo S.
mansoni. As mesmas técnicas foram também aplicadas a dois grupos controles: (1)
exemplares normais, nao infectadqs; (2) exemplares normais, submetidos a radiagao

jonizante.



MATERIAIS E METODOS

A. Caramujos e Parasitos

Foram utilizados exemplares juvenis e adultos da espécie B. glabrata
provenientes de Feira de Santana (FS), BA. Esta é uma colénia mantida ha 20 anos
no moluscarioc do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ) e
utilizada na rotina de manuten¢do do ciclo S. mansoni. Esses moluscos foram
colocados em frascos individuais contendo 180 mL de &gua desclorada e

alimentados com alface e racao ad libitum.

Nos experimentos foram utilizados miracidios da cepa FS (Feira de Santana,
Andrade & Sadigursky, 1985), a qual € mantida ha 20 anos no Laboratério de
Patologia Experimental (LAPEX) por passagens sucessivas em camundongos suigos
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. Infecgao

Cada caramujo (grupo 3) foi exposto individualmente a 20 miracidios de S.
mansoni obtidos a partir de ovos colhidos do figado de camundongos e/ou hamsters
com no minimo 50 dias da exposigdo cercariana. Um total de 10 animais foi utilizado

para este grupo experimental.

Depois de comprovada a infecgao, foi feita a retirada do figado, o qual foi
homogeneizado em um tamis (GRANUTEST - USBS 40), com abertura de 0,42 mm
— nuimero 35, na presenga de pequena guantidade de salina a 0,85%. O material foi
colocado em um calice de sedimentacao e levado a geladeira por 50 minutos (2 x).
Decorrido este tempo desprezou—s‘e»o sobrenadante, adicionou-se agua destilada ao
recipiente, despejando-se toq'o o'cdnteudo do calice em um vasilhname de boca larga

(tipo cristalizador) que foi déixado sob luz intensa (3 lampadas de 60 watts) por 30
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minutos. Em seguida, transferiu-se o liquido para um baldo volumétrico envolto em
papel aluminio, deixando-se apenas o gargalo descoberto, por um tempo de 10 a 20
minutos exposto a luz. Retirou-se 1 mL do liguido do gargalo, contou-se o nimero de
miracidios e ajustou-se o inéculo necessario para obtencdo de 20 miracidios/mL.
Fez-se, a partir dai, a infecgdo individual dos moluscos colocados em pequenos
pogos de placas de cultura (24 pogos); onde foi acrescentado um pequeno volume

de agua, o suficiente para que cada animal ficasse totaimente submerso.

C. Verificagao da Taxa de Infecgéo

A taxa de exemplares positivos foi determinada através da quantificagdo de
cercarias eliminadas por cada caramujo (grupo 3); entre o periodo de 30 a 63 dias
pos-infecgdo. Os animais foram colocados individualmente em frascos contendo 5SmL
de agua desclorada e expostos a um foco de luz (3 [&mpadas de 60W), por 2 horas.
Apbs exposicao, os caramujos foram removidos do frasco e as cercarias presentes
em 1mL de agua 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 proximo exame ou até o momento

do sacrificio.

Os caramujos infectados foram classificados de acordo com o numero de
Uercarias eliminadas: o grupo que eliminou de 01 a 10 cercarias foi considerado
muito pouco susceptivel; 50 a 150 cercarias como susceptivel e 150,1 a 500, muito

susceptivel (FRANDSEN, 1979).

D. Irradiacao 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 sacrificados e o nimero de hemécitos circulantes contados, 24,

48 e 72 horas apos a "rrradiapéqf.' :



E. Analise dos Hemadcitos
- Contagem de Células

A avaliagdo numérica dos hemdcitos 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 alcool a 70%, seca em papel filiro e entao
lavada trés vezes em solugdo contendo 400ul de ourotetra (antibidtico de uso
veterinario) diluido em 250 mL de agua desclorada. Cada lavagem foi feita por 30

minutos.

A concha foi entdo perfurada com uma agulha 26-G 1/2 proximo a regido das
glandulas 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
coagulagdo e aderéncia dos hemacitos. Exemplares de B. glabrata adultos (12 — 14
mm) forneceram aproximadamente 100ul de hemolinfa e os jovens com 8 — 11 mm
de diametro forneceram aproximadamente 30ul de hemolinfa. Apds sedimentagéo
dos pequenos fragmentos da concha por 10 minutos, a hemolinfa foi transferida para
novos tubos siliconizados e usada para quantificagdo dos hemocitos. A contagem
total e diferencial dos hemdcitos foi realizada em camara de Neubauer usando-se
10uL do total de hemolinfa coletada de cada caramujo e diluida 1/10 em PBS
(solugdo tampao fosfato) contendo vermelho neutro a 1% (Sigma). Neste estudo, as
células coradas em vermelho foram identificadas como granulocitos e as nao
coradas como hialinocitos (BEZERRA et al., 1997).

- Avaliagao da Atividade Fagocitica
A analise da atividade fagocitica dos hemacitos foi também realizada em todos
os grupos (1,2,3). Em amostras de hemolinfa, contendo 10° células + fatores soluveis
da hemolinfa foram adicionados a 40uL de meio RPMI - 1640 na presenga do
Zimozan A (0,624 mg/mL) (Sigma, lote 092K11240) ou na presencga de tinta nanquim
diluida em RPMI - 1640 (1/1000) e incubadas por 3 horas em banho-maria a 37°C.
Apos este periodo, 20ulL :de MTTafé-(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 rﬁais” 2 horas, Em seguida, foi adicionado 1 mL da solugéo
7



de isopropanol-HCI 0,04 N, e estes foram homogeneizados em agitador automatico
individual (Vortex-Genie-cat. 12-812), centrifugados e os sobrenadantes levados ao
espectrofotdmetro (Hitachi: U-2000) no comprimento de onda 570 nm. Para calibrar o
espectrofotdmetro foi utilizado como padrdo meio RPMI, MTT e isopropanol-HClI
0,04 N.

- Analise Histolégica

Para o estudo histologico, os animais foram anestesiados com cristais de
mento! por 4 horas antes de serem removidos da concha (BARBOSA et al., 1960). A
parte mole foi fixada em liquido de Bouin por 5 horas e transferidas para o alcool a
70%. Os exemplares foram entdo desidratados em alcool, clarificados em xilol,
embebidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilinaleosina, acido

periddico de Schiff e pelo método do sirius-vermelho para o tecido conjuntivo.

A anélise histopatologica foi realizada aleatoriamente por dois observadores
independentes. Os animais foram estudados de acordo com os seguintes critérios:
trés regides foram selecionadas para analise em particular, as porgdes sacular e
tubular do rim, as glandulas digestivas e o ovoteste. Dois elementos basicos foram
quantificados: a reacdo celular e os elementos parasitarios. As reagdes teciduais
examinadas foram classificadas como:

A) Difusa: proliferagdo de hemdcitos pelos espagos intersticiais dos org&aos
estudados (figuras 03 e 04),

B) Focal: proliferacdo de hemécitos em torno dos parasitos formando estruturas
concéntricas frouxas, as vezes simulando estruturas granulomatosas vista nos

tecidos de mamiferos (figuras 05 e 06).

Os resultados obtidos permitiram classificar os animais como:
1) Tolerantes { - ): animais com intensa proliferagao de parasitos, na auséncia quase
total de reagao histopatologica (figura 01);
2) Reativos ( + ). animais com proliferagdo de parasitos e discreta reagéo tecidual
(figura 02); E |



3) Reativos ( ++ ): animais com proliferacdo de parasitos e moderada reacao

tecidual (figura 03);

4) Reativos ( +++ ): animais com proliferacdo de parasitos e intensa reacéao tecidual

(figura 04).

F. Analise Estatistica
O método estatistico empregado para a contagem de hemoécitos e atividade
fagocitica foi a andlise One-Way (ANOVA) e como pés-teste o Neuman-Keuls

Muitiple Comparison Test.



RESULTADOS

A. Taxa de Infecgao

A quantificacdo de cercarias 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 susceptiveis (50 -
150 cercarias); onde 80% mostraram-se positivos. Através da andlise estatistica ndo
foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre as médias obtidas
nos diferentes dias de sacrificio. Entretanto, observou-se que em alguns exemplares
a taxa de eliminacdo era nula ou inferior a apresentada pelo grupo como um todo;
contribuindo para que o desvio padrao fosse alto em cada ponto como observado na

figura 07.

200+

150

100+

Namero de Cercarias/grupo

50

7as 9as

Grupos

Figura 07: Média de cercarias eliminadas em cada ponto de sacrificio.

(n=10 por ponto; S= semana pés-exposi.géo).
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B. Analise dos Hemocitos

- Contagem de Células e Atividade Fagocitica

A contagem total de hemécitos periféricos realizada em caramujos normais
demonstrou diferencas estatisticamente significantes (p< 0,001) entre os exemplares
juvenis (8 — 11 mm) e os aduitos (12 -14 mm) (tabela 1 e figura 08). Nos caramujos
normais de 13 mm, o numero total de células obtidas foi maior quando comparado
com os demais exemplares. Ao contrario, estas diferengas nao foram observadas no
grupo 2; que estava constituido por caramujos normais irradiados e sacrificados 24,
48 e 72 h (tabela 2 e figura 09).

A andlise estatistica realizada no grupo 3 demonstrou gue 0s animais
sacrificados na 6° semana pos-infecgdo apresentaram um numero de hemocitos
periféricos totais maior do que os normais, 0s normais irradiados (24 h) e os
sacrificados na 7% semana (p< 0,05). Entretanto, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significantes entre a 6% e 9° semana pos-infecgdo (tabela 2 e figura
09).

A avaliacdo da atividade fagocitica face ao Zimozan A demonstrou um
aumento gradual no grupo 2. Em contrapartida, diferencas estatisticamente
significantes foram observadas somente entre os animais normais e os sacrificados
24 h apds irradiagdo (4.000 rads) (p< 0,001). No grupe 3, os animais de 6° semana
demonstraram menor atividade fagocitica quando comparados aos demais
sacrificados na 7° e 9 semanas. Estas diferengas foram mantidas entre o grupo
normal x 62 semana e o grupo normal x 9% semana (p< 0,001); sendo menores nestes
dois grupos de infectados. N&o foram observadas diferengas estatisticamente
significantes entre a taxa de fagocitose de animais normais e os sacrificados na 7°

semana pods-infecgédo (figura 10).
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Numero Total de Hem écitos Circulantes

TABELA 01: Contagem total e diferencial de hemdcitos circulantes
hemolinfa de B. glabrata normais com diferentes tamanhos.
Grupo Experimental | Total de Hemocitos | Granuldcitos Hialinocitos
{ 10°/mm°) % %
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 +/- 0,08° 0.87 +/- 0,11 79.09 10'23 +/- 0,05 20,91
10 mm (n=10) 0.66 +/- 0,09 0.47 +i- 0,06 171,21 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) L1'97 +/-0,06" 1,60 +/- 0,03 81,21 0,37 +/- 0,05 18,79
14mm(n=10) | 1,84+/-0,08° | 146+-0,04 79,34 J 0,39+/-006  |20,66

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

%* T - N -
Média de células maior que os demais grupos.

b Grupos que nao diferem estatisticamente (p>0,05)

na

39
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Figura 08: Média de hemdcitos totais circulantes na hemolinfa de B. glabrata normais com

diferentes tamanhos. p<0,001.'(n=1p por ponto; amostra = 10uL).
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TABELA 02: Contagem total e diferencial de hemodcitos 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 apos a

exposicado a 20

miracidios.

Grupo Experimental Total de Heméocitos Granulécitos Hialinécitos
{ 10°imm’) % %

Normal (n=10) 1,83 +/-0,11 1,68 +/-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 +I-0,61° 2,07 +1- 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 +/- 0,88 72,64 |0,58+/-0,38 27,36

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

* Média de células que difere dos grupos normal (p<0,05), normal irradiado (24 h) (p<0,05) e 7° semana (p<0.01).
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Figura 09: Média de hemocitos 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 apos exposicao a 20’miracidios); {n=10 para cada ponto; amostra = 10ulL.);

(h = horas; S= semana p6s-exposi¢ao).
¥ /‘
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TABELA 03: Avaliacao da atividade fagocitica contra o zimozan A e tinta

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

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

e 9° semanas apos exposicao a 20 miracidios.

Grupo Experimental

Atividade Fagocitica contra o
Zimozan A
Absorbancia ( 570 nm)

Atividade Fagocitica contra
a Tinta Nanquim
Absorbéancia (570 nm})

Normal (n=10)

0,366 +/- 0,014°

0,191 +/- 0,009

Irradiado (24 h) (n=10)

0,332 +/- 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 padrao de cada grupo.

a,b,c

0.400 -,

0.375
€
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~ 0.350 - '
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0.250 i
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.
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Figura 10: Avaliacao da atividade fagocitica contra o zimozan A em hemdcitos circulantes de B.
glabrata normais, normais'irraqiados. (4.000 rads-césio 137) (24h, 48 h, 72 h) e infectados pelo
S. mansoni (sacrificados na 6°,7° e 9° semanas ap6s exposi¢do a 20 miracidios); (n=10 por

ponto; amostra = 10ul); (H = hbras; S= sémana pos-exposicao).
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- Analise histolégica

As analises realizadas através da microscopia 6ptica revelaram que 0s
exemplares normais do grupo 1 (normais nao-expostos) apresentavam
caracteristicas histolégicas de normalidade; com tecido intersticial rico em espagos

lacunares onde se pdde observar acumulo de hemolinfa.

Nos caramujos infectados, as reagbes em torno e/ou nas proximidades de
esporocistos e cercarias foram particularmente consideradas; sendo observadas
predominantemente no ovoteste e na glandula digestiva como ja descrito por
BORGES (2000). As por¢des sacular e tubular do rim foram identificadas como um
local secundario para a proliferacdo dos hemdcitos. Entretanto, estas reagdes
celulares foram discretas (+) elou moderadas (++); confirmando a analise da
quantificagcdo de cercarias que demonstrou que os caramujos da linhagem estudada
(FS=Feira de Santana) representavam um grupo de animais susceptiveis
(figuras 02,03). Nestes animais, estavam presentes focos de proliferacdo e
diferenciagcdo de numerosos esporocistos (figura 11, 12, 13, 14). Estruturas
encapsulantes frouxas efou compactas ocorreram raramente (figuras 05,06) e, em
alguns exemplares, estavam ausentes na glandula digestiva cuja histologia

apresentava-se dentro dos padrbées de normalidade.

As observagdes histopatologicas demonstraram ndo haver uma associagéo
direta entre a hemolinfa periférica e os espagos intersticiais onde os hemécitos
estavam presentes. Animais infectados apresentaram um total de células circulantes
menor do que os normais; exceto os sacrificados na 6 semana cuja media foi de
2,70 x 10° células/mm?>. Entretanto, mesmo nestes exemplares as reagdes teciduais
foram discretas e/ou moderadas. Também foi possivel observar que, em alguns
animais considerados reativos, o numero total de hemocitos periféricos n&o diferiu
daqueles considerados tolerantes. Além disso, ndo foram verificadas diferengas entre
a porcentagem de granulocitos e hialinécitos dos animais sacrificados nos diferentes

pontos de sacrificio.
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DISCUSSAO

A hipdétese que as modificagbes no numero e na atividade funcional dos
hemacitos presentes na hemolinfa da B. glabrata fornecessem um bom indice do que
acontece nos tecidos ao curso da infecgao pelo S. mansoni, ndo se confirmou com
os resultados do presente estudo. As pequenas variagGes observadas estiveram
dentro dos limites da normalidade. O fato da cepa do parasito € seu hospedeiro
intermediario estarem bem adaptados um ao outro constituiu uma desvantagem para
o presente estudo, pois a escassa reagdo celular pode ter também dado uma
repercussdo periférica dificil de ser detectada. Todavia, os sinais de proliferagio
celular ocorreram em um ou outro 6rgdo e em alguns poucos casos. Estes sinais se
correlacionaram de maneira bem evidente com a reducgdo local dos elementos
parasitarios e até mesmo com a eliminag¢ao de cercarias. Mas, nenhuma repercusséo
fol notada nos parametros pesquisados na hemolinfa que distinguissem estes casos
dos demais. Os resultados indicam que a hemolinfa ndo se constitui um bom espelho
das reagbes de tipo inflamatorio ou degenerativo que se passam no interior do

molusco infectado pelo S. mansoni.

A grande maioria das investigacdes sobre a esquistossomose mansonica na
regido neotropical utiliza B. glabrata como modelo de agente transmissor,
provavelmente porque este molusco ajustou-se muito bem a condig&o de vetor do S.
mansoni na América do Sul e no Caribe. Assim, alguns estudos tém demonstrado a
sua alta susceptibilidade e compatibilidade a infeccdo com esse parasito. Entretanto,
existem populacdes dessa espécie pouco susceptiveis onde as larvas do S. mansoni
sao reconhecidas e rapidamente destruidas (GUIMARAES et al., 1997).

Em gastropodes, a resposta tecidual € mediada pelos hemdcitos e inclui os
processos de fagocitose, formagdo de granulomas, coagulagdo da hemolinfa e
cicatrizagdo. Estas células, por sua vez, podem ser encontradas em duas areas
distintas: na hemolinfa circulante.(onde também estdo presentes lisinas, fatores
antimicrobianos e substancias com agdo semelhante as linfocinas) e nos espagos

intersticiais do tecido conjuntiVo.
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Varios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de melhor caracterizar
os hemocitos teciduais. Alguns deles tém demonstrado que estas células
apresentam heterogeneidade morfologica e bioquimica (HARRIS, 1975; YOSHINO,
1976; CHENG & GUIDA, 1980; LO VERDE et al., 1982; LIE et al., 1987; BORGES &
ANDRADE, 2003). Entretanto, ainda ndo se tém uma nogdo exata de como Os
acontecimentos no interior dos tecidos repercutem na populagdo de hemécitos da
periferia. Nosso primeiro passo foi a padronizagéo desta populagéo de células em B.
glabrata ndo infectadas, uma vez que, estes dados eram inexistentes para a
linhagem estudada (FS=Feira de Santana). Desta maneira, a quantificacdo de
hemécitos, bem como sua capacidade fagocitaria foi determinada em caramujos
normais, normais irradiados (estimulo ndo bioldgico) e infectados pelo S. mansoni

(estimulo biologico).

A contagem total de hemécitos realizada no grupo 1 (normais) demonstrou
grandes flutuagbes durante o crescimento destes animais. O grafico 2 mostra
distintamente que em caramuijos juvenis (8 - 11 mm) o total de hemécitos periféricos
(granulocitos + hialinocitos) € menor do que nos adultos. Estes resultados diferem
dos obtidos por Loker et al. (1987) que observaram que B. glabrata nao-expostos
com 12 mm de di@metro apresentavam densidades hemaociticas menores (89,1 +
13,5) do que aqueles com 6 mm (246.5 + 59,1). STUMPF & GILBERTSON (1978) ja
haviam demonstrado que as variagcbes hemociticas 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. stagnalis; mostrando que animais com 25 + 1 mm tinham 3,5 x mais
hemacitos/mm® do que aqueles com 10 + 1 mm diametro de concha. DEGAFFE &
LOKER (1998) demonstraram que a diferenga no numero de hemacitos, observada
entre caramujos juvenis e adultos, estava correlacionada ao aumento no numero de
células que emitiam pseudopodos quando aderidas ao vidro. Ambos 0s grupos
estudados por estes autbres, apresentavam quantidades equivalentes de células

arredondadas. Nossos resultados refletem portanto possiveis mudancas metabdlicas
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ocorridas durante a maturidade sexual, uma vez que, os hemdcitos tambem

participam ativamente da digestao e transporte de nutrientes (SMINIA et a/., 1974).

Nos caramujos irradiados (4.000 rads) — grupo 2, esta variacdo n&o foi
observada. Dados obtidos por MARTINS-SOUZA et al. (2003) demonstraram que a
inoculagdo com silica feita em duas linhagens de B. tenagophila (Taim e Cabo Frio)
induz uma redugao significativa na subpopulacdo de granulécitos periféricos. Esta
reducado foi acompanhada por um aumento do numero de células mortas. Entretanto,
os dados apresentados na tabela 02 nao confirmam estes achados. A porcentagem
de granulécitos observada nestes animais variou entre 1,55 — 1,69 x 10° células/mm?
(82%); nao diferindo dos normais (1,58 x 10° células/mm® — 86%). Estudos
desenvolvidos por BEZERRA et al. (2003) demonstraram que os hemdcitos de B.
tenagophila normais e infectados pelo S. mansoni sdo extremamente resistentes nao
havendo alteragdo no numero total de células periféricas apoés irradiagdo por 10
Krads (Co®). Estes autores observaram, também, que a irradiacdo ndo afetou a
sobrevivéncia dos moluscos. A taxa de mortalidade dos caramujos, nos trés grupos
experimentais (irradiado/ndo-infectado = 13%; irradiado/infectado = 14%; né&o-
irradiado/ndo-infectado = 11%) foram similares. Em um estudo desenvolvido por
Azevedo et al (2004), animais irradiados-infectados demonstraram alteragbes
histologicas na regido do ovoteste quando sacrificados logo apos irradiagéo.
Entretanto, a taxa de mortalidade permaneceu similar ao grupo controle. Em fases
mais tardias estas alteragdes histolégicas ndo foram observadas. E importante
ressaltar que subdoses (0,5 Krads) provocam uma total supressdo do sistema
imunologico em mamiferos (camundongos e ratos), o que aparentemente nao

ocorreu nos moluscos.

Os caramujos infectados demonstraram alteragbes discretas com relagé&o ao
numero de hemocitos periféricos. Animais sacrificados na 6* semana apresentaram
uma média de 2,70 x 10° células/mm®. Além disso, a porcentagem de hialinécitos foi
de 23%, refletindo a produgao de nqvas células, uma vez que em caramujos normais

obteve-se uma porcentagem de 13%. Entretanto, esta média n&o foi mantidana 72 e

]
i /,
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92 semanas; apesar de terem sido observadas as mesmas porcentagens (72-76% -
granulocitos; 23-27% - hialinocitos). ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980) ja
haviam observado que caramujos sacrificados entre 4-6 semanas poOs-infecgcéo
apresentavam diferengas significativas quando comparados aos controles.
GRANATH & YOSHINO (1983) ja haviam evidenciado uma diminuicdo rapida no
numero de hemdocitos circulantes de linhagens resistentes de B. glabrata expostas ao
S. mansoni, especulando que tal fato seria decorrente da mobilizagédo de hemocitos
para os tecidos em resposta a multiplicagido dos parasitos. A hipdtese de uma
resposta quimiotatica dos hemécitos apds a infecgdo tem sido reforgada pelos
estudos in vitro de LODES & YOSHINO (1990), ao demonstrarem que fragbes
isoladas de esporocistos primarios de S. mansoni estimulam a mobilidade de
hemécitos de linhagens resistentes de B. glabrata, mas inibem a mobilidade de
hemdocitos de linhagens susceptiveis. Contudo, nossas observagdes histopatologicas
ndo revelaram a presenca de reacdes teciduais de encapsulamento bem constituidas
nos caramujos sacrificados na 62, 72 e 92 semanas. Tal condi¢do indica que, na
linhagem estudada, o parasito pode estar interferindo com as propriedades

morfologicas e funcionais dos hemécitos.

Nos caramujos infectados, a atividade fagocitica contra o Zimozan A n&o
demonstrou diferengas com relagdo ao grupo normal. Varios estudos desenvolvidos
em B. glabrata mostram que, em combinag¢des susceptiveis, o parasito ndo gera uma
resposta imune adequada por parte do hospedeiro. LOKER et al. (1984) ja haviam
demonstrado a presenca de substancias plasmaticas denominadas aglutininas. Estas
opsoninas promovem a adesdo dos hemdécitos ao parasito facilitando o processo de
endacitose. B. glabrata de diversas linhagens podem expressar de modo
diferenciado estas aglutininas; que estdo ausentes em algumas delas. Na linhagem
estudada, o fendmeno de ativacdo celular ndo foi detectado. Estes resultados
reforcam a hipétese de que o contato, a habilidade de encapsulagéo e a destruicao
do parasito nao foram eficientes.

Ao término desta’ pesduisa ‘ficou evidente que, se alguns dos moluscos

infectados tivesserm apreésentado uma exuberante reacdo tecidual, com fortes



acumulos ou infiltragbes difusas de hemdcitos, com frequentes formacao de lesdes
encapsulantes, os resultados da hemolinfa, caso persistissem os mesmos de agora,

poderiam ser tomados com maior grau de confiabilidade.
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Classificacao Histopatoldgica
(Reagoes Teciduais)

. it o e - 2l A

Figura 01: Tolerante (-) Proliferagao de parasitos sem reacao tecidual.
Glandula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 200 x.

Figura 02: Reativo (+) Reago tecidual discreta (seta).
Glandula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.




PRANCHA 02



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

Figura 04 Reaﬁvo(:l‘-’él-l-):; Reéqiq tecidual intensa do tipo difusa.
Glandula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.
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Figura 05: Reagao tecidual encapsulante; observar a formagao de
camadas concéntricas em torno do parasito em degeneracao.
Glandula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.

Figura 06: Reqqigtecldual do tipo granulomatosa.
Glandula digestiva; hematoxilina/eosina. Aumento 400 x.
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Figura 07: Proliferacao discreta de parasitos na glandula digestiva (seta);
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.
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Figura 08: Proliferagib n’t'oderadil de parasitos na glandula digestiva;
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.
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Figura 09: Proliferacao intensa de parasitos na glandula digestiva (seta);
hematoxilina/eosina. Aumento 100 x.

Figura 10: Proliféljagié intensa de parasitos na glandula digestiva;
hematoxilina/eosina. Aumento 200 x.
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Contribuicao ao Estudo dos Hemacitos da Biomphalaria glabrata.
Dados ultraestruturais e histoquimicos observados em Biomphalaria glabrata Infectados
pelo Schistosoma mansoni.
Claudia Maria da Cunha Borges, Rafael Valente Veiga,
Carine Machado Azevedo, Zilton A. Andrade.
Laboratério de Patologia Experimental (Lapex), Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —-
FIOCRUZ. Rua Waldemar Falcdo 121, 40295-001 Salvador, BA, Brasil.

RESUMO

Os hemocitos sdo células moveis, fagociticas e secretoras, que tém sido
comparados aos macréfagos dos vertebrados. Durante a infecgdo da Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) pelo Schistosoma mansoni Sambon, 1907 o comportamento dos
hemacitos teciduais é fundamental para determinar a evolugdo e o destino da interagao

hospedeiro-parasito que entao se estabelece.

Os dados ultraestruturais obtidos no presente estudo revelaram evidéncias de
alteragoes induzidas pela infecgdo, tanto sob a forma de sinais de ativacdo do reticulo
endoplasmatico e de modificagées no conteudo de glicogénio, ao lado de frequentes
sinais degenerativos como a presenga de lisossomas secundarios e auto-fagossomas,
tumefacéo e cristdlise nas mitocondrias, dispersdo de ribossomos no citoplasma. Os
dados obtidos com métodos histoquimicos para fosfatase &cida e succino
desidrogenase mostraram que os hemécitos, além de conterem enzimas hidroliticas
gue refletem seu estado de ativagdo, também liberam aparentemente tais enzimas ao

seu redor.

O estudo representa uma tentativa de trazer novos aportes para o entendimento
da estrutura e fungdo dos hemdcitos da B. glabrata, uma célula tédo importante e ainda

pouco conhecida.

. ]
Palavras-chaves. Biomphalana glabrata, Schistosoma mansoni; hemocitos;

ultraestrutura; fosfatase éciqa;/s’uccino-desidrogenase.
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ABSTRACT

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 Biomphalania 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 granutar 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: Biomphalana glabrata, Schistosoma mansoni, hemocytes; acid

phosphatase; succinate dehydrogenase.



INTRODUCAO

Os hemdcitos dos gastropodes em geral e da B. glabrata em particular constituem
a principal linha de defesa dos mesmos contra os organismos invasores. Nesta fungéo
eles se assemelham aos macréfagos dos vertebrados, funcionando ao mesmo tempo
como células secretoras e fagociticas. Como uma célula mesenquimal primitiva, ele
pode vir a assumir também caracteristicas fibroblasticas, influenciando modificagdes na
matriz extracelular (PAN, 1958).

Em B. glabrata, os hemdcitos representam uma populagao celular de morfologia e
contetido enzimaticos variaveis. Estas células também apresentam subpopulagdes com
capacidade de adesao e fagocitose diferenciadas que correspondem a diferentes
estagios fisiologicos (KNAAP & LOKER, 1990; MATRICON-GORDAN & LETOCARD,
1998b).

Varios autores sugerem, apés estudos ultraestruturais, a existéncia de duas
subpopulagdes celulares: os hialindcitos (que séo pequenos, redondos e nao fagocitam
particulas) e os granulécitos (que sdo grandes, aderem ao vidro, emitem pseudopodos
e sao ativamente fagociticos) (LIE et al., 1987, BARRACO et al, 1993). Qutros,
entretanto, acham que os gastropodes, bem como os cefalépodes, possuem apenas
um tipo celular, o qual desempenha varias fungdes (SMINIA, 1972; SMINIA et al.,
1973). O emprego de técnicas histoquimicas tem faciltado o estudo da atividade
funcional dos hemécitos, bem como fornecido dados para o estudo comparativo destas
células com os macréfagos humanos (CHENG & GARRABRANT, 1977, MCKERRON et
al., 1985; SMINIA & BARENDSEN, 1980; MONTEIL & MATRICON-GONDRAN, 1993).

Embora muito se tenha investigado, a biologia dos hemdcitos ainda permanece
com muitos pontos obscuros. Visando a busca de novos dados, o presente estudo se
concentrou em analisar alguns aspectos histolégicos, ultraestruturais e histoquimicos
dos hemdcitos da B. glabrata ém ‘cé)ndigc')es nomais e durante a infecgdo pelo S.

mansoni. . i
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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 ha 20 anos no
moluscario do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM — FIOCRUZ) e utilizada na

rotina de manutencéo do ciclo do S. mansoni.

Todos os moluscos foram expostos a 20 miracidios do S. mansoni (cepa FS -
Andrade & Sadigursky, 1985) e sacrificados em diferentes intervalos de tempo; sendo
divididos em dois grupos distintos:

a. Grupo Controle: caramujos (12 - 13 mm) normais, nao infectados.

b. Grupo Infectado: caramujos (12 - 13 mm) subdivididos em 3 subgrupos, apos
verificagdo de positividade e de acordo com a média quinzenal de eliminacao de
cercarias; de acordo com a classificagdo de Frandsen (1979):

Subgrupo |: caramujos muito pouco compativeis (classe 2), eliminando até no maximo
10 cercarias.

Subgrupo ll: caramujos compativeis (classe 4), eliminando entre 50 a 150 cercarias.
Subgrupo lll: caramujos muito compativeis (classe 5), eliminando entre 151 a 500

cercarias.

B. Infecgao

Cada caramujo (grupo b) foi exposto individualmente a 20 miracidios de S.
mansoni obtidos a partir de ovos colhidos do figado de camundongos e/ou hamsters
com no minimo 50 dias de infectados. Um total de 25 animais foi utilizado para este
grupo experimental.

O figado retirado destes animais doadores foi homogeneizado em um tamis
(Granutest — USBS 40) com abertura de 0,42 mm — numero 35 na presenga de
pequena quantidade de salina ’é 0,85%, colocado em um calice de sedimentagao e

levado a geladeira (4° C) por /50 minutos (2 x). Decorrido este tempo desprezou-se o
: , 4



sobrenadante, adicionou-se agua destilada ao recipiente, despejando todo o conteudo
do calice em um vasilhame de boca larga (lipo cristalizador) que foi deixado sob luz
intensa (3 lampadas de 60 watts) por 30 minutos. Em seguida, transferiu-se o liquido
para um baldo volumétrico envolto em papel escuro, deixando-se apenas o gargalo
descoberto, por um tempo de 10 a 20 minutos exposto a luz. Retirou-se 1 mL do liquido
do gargalo, contou-se 0 nimero de miracidios e ajustou-se o indculo necessario para
obtengao de 20 miracidios/mL. Fez-se, a partir dai, a infecgao individual dos moluscos
colocados em pequenos pogos de placas de cultura (24 pogos); onde foi acrescentado
um pequeno volume de agua, suficiente para que cada animal ficasse totalmente

submerso.

C. Teste de Positividade

A partir da 4 semana (28 dias), foi realizado quinzenalmente o teste de
positividade para eliminagao de cercarias, no qual os moluscos foram lavados em agua
corrente e colocados individualmente em frascos contendo 5 mL de agua desclorada e
expostos a luz (3 lampadas de 60 w), durante duas horas. Decorrido este tempo de
exposicdo, o caramujo foi removido dos frascos e as cercarias presentes em 1 mL de
agua foram mortas e coradas com lugol e em seguida contadas em microscopio
esterioscopico (LEICA ZOOM 2000). Os animais positivos foram transferidos para
novos frascos de vidro e mantidos no escuro até o proximo exame ou até o momento

do sacrificio (30 a 63 dias pos-infecgéo).
Os caramujos infectados foram agrupados como descritos no item A.

D. Processamento Histolégico
D.1 Técnica de Fixagdao e Contrastagao para a Microscopia Eletronica

Animais de cada grupo foram anestesiados com cristais de mentol por quatro
horas e retirados da concha com o auxilio de pingas oftalmicas (BARBOSA et al., 1960).
Os fragmentos obtidos foram fixados em glutaraldeio a 2% + tampao cacodilato a 0,2M
(1:1 — por 1 hora a 4°C) e pés{fixadés em uma mistura de tetroxido de 6smio a 2% +

tamp&o cacodilato a-0,3M, na/[proporgé’o de 1:1, por mais 1 hora em temperatura de
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4°C. Decorrido esse tempo, o material foi lavado em tampao cacodilato a temperatura
ambiente e desidratado em acetona no vacuo. O material foi colocado em uma mistura
de resina Polybed 812 (Polysciences, INC) e acetona pura no vacuo por uma hora a
temperatura ambiente, seguindo impregnagéo, por 12 horas (“‘ovemigth’), em resina
pura no vacuo e temperatura ambiente e posterior emblocamento em moldes plasticos.
A polimerizacdo da resina foi realizada a 60°C por 2 - 3 dias. Apds polimerizagéo, 0s
blocos foram levados ao ultramicrotomo da marca Reichert (Ultratome Supernova
Leica) onde foram feitos cortes semifinos de 0,5 um. Selecionados os melhores cortes,
foram feitos cortes ultrafinos de 450 ,&, os quais foram montados em grades de cobre,
contrastados com acetato de uranila e depois em citrato de chumbo para analise ao
microscapio eletronico da marca Zeiss, EM-109 sob uma voltagem de 50kV.

D.2 Técnicas Utilizadas para Histoquimica Enzimatica

Em todas as reagdes enzimaticas foram utilizados caramujos adultos (12 - 13 mm)
da espécie B. glabrata (linhagem FS) infectados individualmente com 20 miracidios do
S. mansoni (cepa FS) e sacrificados 42, 49 e 63 dias pés-infecgao.

Todos os animais foram anestesiados como descrito anteriormente; sendo as
porcbes da glandula digestiva e ovoteste colocadas imediatamente em TISSUE — TEK
(Sakura) e congelados em nitrogénio liquido e criopreservados a — 70°C até o momento

do uso.

Os blocos foram cortados a — 21°C em criostato da marca Reichert-Jung
(2.800 Frigocut) obtendo-se cortes de 5 um que foram montados em laminas
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 Desidrogenase

O método descrito por PEARSE (1960) foi usado para demonstrar a presenga da
desidrogenase. Os cortes obtidos foram incubados na soluggo substrato formado pela
mistura do tampéo (fosfato de sédio monobésico a 0,2 M) + succinato de sddio dibasico
hexahidratado (Sigma, $2378-100G — 123K0148) em uma proporgdo 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. Apds
incubacao, as 1aminas foram lavadas em salina a 0,85%, contracoradas em safranina a
1% por 2 minutos, fixadas em formol a 10% (10 minutos), desidratadas em &lcool
(30 — 100%), clarificadas e montadas em balsamo do Canada sintético (Biotec —

Reagentes Analiticos).

D.2.2 Fosfatase Acida

Para demonstrar a fosfatase acida o método Naphthol AS-BI (BARKA, 1960) foi
aplicado. As laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas por 60 minutos na
solugdo substrato que continha pararosanilina, nitrato de sédio a 4%, acetato de sédio 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 incubagéo, as laminas foram lavadas em agua destilada por 3
minutos, contracoradas com verde metila (Sigma, M-8884, lot. 90K3641) por 10
minutos, desidratadas (95 — 100%), clarificadas e montadas permanentemente em

balsamo do Canada.

Em ambas as técnicas, as laminas foram fotografadas em microscépio Zeiss
(Axioskop 2).



RESULTADOS
A. Analise Histoquimica

A andlise histoquimica realizada nos caramujos da linhagem estudada demonstrou
gue a desidrogenase e a fosfatase acida 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). Nao foram observados hemdcitos positivos (figura 02). Nos
caramujos normais esta enzima foi detectada em alguns locais, como a moela e a
regidao cefalopodal; em ambos os casos apenas as fibras musculares apareceram

marcadas.

Para a fosfatase acida, a reagdo positiva tambéem foi observada em alguns
hemocitos que se acumulavam ao redor do parasito ou naqueles que estavam
dispersos no tecido conjuntivo (figura 04). Estas células, por sua vez, apresentaram a
regido citoplasmatica marcada uniformemente (figura 03A). Aléem disso, a presenga
desta enzima foi detectada na hemolinfa em zonas adjacentes aos parasitos
(figura 03B). Contudo, nao foram constatadas diferencas quantitativas entre os animais
sacrificados nas semanas pos-exposigio (62, 72, 92). Em paralelo, esta enzima pdde ser
demonstrada em determinados 6rgdos como o ovoteste (cauda dos espermatozoéides,

espermateca) e nos Iébulos da glandula digestiva.

B. Microscopia Eletronica

B.1 Ultraestrutura

Os hemocitos que foram encontrados nos espagos intersticiais das glandulas
digestivas e do ovoteste de animais parasitados, apresentavam caracteristicas
morfoldgicas variaveis, tanto quanto ao tamanho, densidade do citoplasma, numero e
disposicdo dos filopddios, presenga de organelas citoplasmaticas e caracteristicas

nucleares.

B 1
Os hemécitos observados, sao células assimétricas de citoplasma eletrodenso no

qual estavam presentes filopodios que se distendiam pela matriz extracelular, formando
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um aspecto labirintico caracteristico. Os espagos entre os prolongamentos estavam
preenchidos por material amorfo, sob a forma de grumos com fraca eletrodensidade
(figura 05). Das organelas, foi relativamente frequente a presenga de numerosas
mitocdndrias na regido pernnuclear. O reticulo endoplasmatico mostrou-se bem
desenvolvido, estando associado aos ribossomos que foram observados espalhados
por esta regidc em particular. Tal organela estava presente em torno do nicleo e
proximo ao ectoplasma celular (figura 06). Em algumas micrografias ficaram evidentes a
presenga do complexo de Golgi, de corpusculos residuais e finos grumos eletrodensos
identificados como grénulos de glicogénio (figuras 07, 08). Os fagossomos (lissosomos
secundarios) foram freqlientemente observados nos hemdcitos dos animais infectados,
mesmo na auséncia de elementos parasitarios (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
mitocbndrias, reticulo endoplasmatico e outras (vacuolos autofagicos) (figura 08).
Foram notadas também algumas estruturas filamentosas, densas, concéntricas,
simulando as chamadas “figuras de mielina” e alguns corpos eletrodensos, irregulares,

pequenos; representando lisossomos primarios (figuras 08, 10)

Em algumas células foi possivel observar a presengca de um nucleo grande,
excéntrico, rico em grumos de cromatina fortemente condensada (heterocromatina) e

nucléolo granular (figura 09).

Nos animais controle, os hemaocitos foram escassos, apresentando caracteristicas

de células inativas de aspecto arredondado.



DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de aprofundar o
conhecimento das caracteristicas ultraestruturais e investigar a atividade enzimatica dos
hemdcitos teciduais em caramujos B. glabrata, normais e infectados pelo S. mansoni,
uma vez que este molusco representa o principal hospedeiro intermediario deste
trematddeo nas Américas. Além disso, tais informag¢des seriam valiosas para que se
acumulem dados basicos de uma patologia primitiva, uteis para os estudos de patologia
comparada, ja que se relacionam com mecanismos basicos envolvendo as defesas do

hospedeiro contra organismos invasores.

Nos moluscos, o hemdcito é a principal célula que reage a infecgdo parasitaria.
Estudos prévios desenvolvidos por SMINIA et al. (1982) e JEONG et al. (1983)
consideram os hemadcitos como protétipos do macréfago de mamiferos na resposta
imune. Estudos sobre fagocitose (JEONG & HEYNEMAN, 1976) também revelaram
evidéncias da relacéo entre estes dois tipos celulares. Nos vertebrados, os macrofagos
s&o células que descartam células mortas e outros debris indesejaveis, os quais estao
amplamente distribuidos pelos tecidos. Estas células podem ser identificadas por
técnicas histoquimicas ou imunohistoquimicas que detectam enzimas presentes no
citoplasma (como por exemplo, fosfatases, esterases, quimiotripsina, alfa-1 antitripsina),
ou pela utilizacédo de anticorpos monoclonais (HAM-56, OKM 1-CD11, Leu M1-CD15).

Em nossos testes histoquimicos para detectar a presenca de duas enzimas, os
hemobcitos foram positivos para a fosfatase acida; a reacdo foi mais intensa naquelas
células envolvidas nos processos de encapsulamento das larvas do S. mansoni.
Usando a fosfatase &cida como marcador, CHENG & GARRABRANT (1977)
detectaram a presenca desta enzima nos granulécitos que participavam da destruicdo
dos esporocistos-mae do S. mansoni, em B. glabrata da linhagem 10R2 (considerada
resistente). Mais tarde, DIKKEBOOM et al. (1984) obtiveram os mesmos resultados
para os hemdcitos de Lymnaea stagnalls (Linnaeus, 1758). Entretanto, neste trabalho a

atividade da enzima foi mais fraca.
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A presenca da fosfatase acida também foi detectada na interface hemodcito x
parasito e nos hemdocitos localizados fora desta zona de destruigdo; encontrados nos
espacos intersticiais da glandula digestiva e ovoteste. FOLEY & CHENG (1977) e
Cheng (1983) ja haviam demonstrado que as enzimas lisossomais, que atuam na morte
dos microorganismos, eram liberadas no plasma (hemolinfa) durante a fagocitose como
resultado da degranulagdo dos granulécitos. Entretanto, nossos achados revelaram,
ainda, células que nao se mostraram reativas. Tais resultados podem estar refletindo
diferentes estagios transicionais e fisiologicos de um mesmo tipo celular. E importante
salientar que a linhagem estudada foi considerada susceptivel a infeccdo pelo S.
mansoni, uma vez que, os dados obtidos no manuscrito | ndo revelaram uma relagéo
clara entre o numero de hemdcitos da hemolinfa periférica e as reagdes celulares
observadas nos tecidos. Estes resultados estdo, em parte, de acordo com os descritos
por alguns autores que demonstraram a interferéncia exercida por produtos excretados-
secretados pelas larvas do Schistosoma na mobilidade e capacidade de sintese e
secrecdo de proteinas em hemacitos de B. glabrata (YOSHINO & LODES, 1988).

Estudos de eletromicroscopia feitos por CARTER & BOGITSH (1975)
demonstraram que 0s hemocitos dos caramujos possuem atividade focal para a
peroxidase nos lisossomos. Estudos prévios desenvolvidos por BORGES & ANDRADE
(2003) identificaram a presengca de alguns corpos eletrodensos, iregulares, de
diferentes tamanhos representando provavelmente lisossomos primérios. Estas
estruturas foram observadas mas testes histoquimicos ndo foram realizados para a

detec¢ao desta enzima no presente trabalho.

As observages ultraestruturais, realizadas nos tecidos da glandula digestiva e do
ovoteste, revelaram algumas células ricas em pseudopodos, vacuolos fagociticos e
organelas lisossdmicas. Estas células, muito provavelmente, podem estar
representando aquelas que foram positivas para a fosfatase acida nas preparagdes
histoquimicas. MATRICON-GONDRAN & LETOCART (1999a) demonstraram que entre
0s hemocitos ha uma variedade" de -féig;ées; propondo o reconhecimento de trés tipos

celulares de acordo com o orité/r,io morfoldgico: células assimétricas grandes; células de
' 11



tamanho meédio pobres em organelas e glicogénio e células pequenas com poucas
organelas e poucos granulos densos. Estas autoras determinaram também gque os
hemdcitos de B. glabrata possuem pouca atividade enzimatica, estando associada aos
poucos granulos encontrados nos hemocitos grandes e ocasionalmente a rede trans-

Golgi.

Em determinadas micrografias foi possivel verificar, ainda, a ocorréncia de céluias
com reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, onde também foram
identificados ribossomos como particulas enegrecidas espalhadas pela superficie desta
organela; sugerindo sintese protéica. KRUPA et al. (1977) ao descreverem oS
granulécitos de Bulinus guemei infectados pelo Schistosoma haematobium
(Bilarz, 1852), mostraram que nestas células o reticulo endoplasmatico rugoso foi
escasso. Granulos de glicogénio foram observados dispersos no citoplasma, indicando
armazenamento de agucares. Embora, as gorduras sejam uma forma de

armazenamento mais importante do que o glicogénio.

Os dados obtidos neste trabalho apoiam, portanto, a analogia de que 0s hemocitos
partilhnam similaridades com os macroéfagos ativados. E, como tais, possuem enzimas
hidroliticas e capacidade fagocitica; onde engiobam e destroem o agente agressor

como parte do processo de restabelecimento da fungao normal do hospedeiro.
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REACOES HISTOQUIMICAS

Figura 01: Formas larvais encontradas nos espacos intersticiais da glandula
digestiva de um exemplar de Biomphalaria glabrata infectado pelo Schistosoma
mansoni (setas). A, marcacao positiva para a desidrogenase. B, controle negativo.
Aumento 100 x.

~ Figura 02: A, marcacédo negativa dos hemécitos (seta) para desidrogenase.
| Aumento 400 x. B, Controle negativo. Aumento 200 x.
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Figura 03: Ovoteste de um animal parasitado pelo Schistosoma mansoni. A,
marcacgao positiva dos hemécitos localizados ao redor dos parasitos. B,
marcacgao positiva na hemolinfa em zonas adjacentes ao parasito
(interface hemécito x parasito). Hemocitos ndo marcados (cabeca de seta);

fosfatase acida. Aumento 200 x.

Figura 04: Marcacéao positiva em hemécitos observados nos espagos
intersticiais do ovoteste; fosfatase acida. Aumento 1000 x.
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Figura 05: Visdo geral dos hemécitos mostrando a presenca de material amorfo nos espacos entre os
pseudopodos. Aumento 3.000 x.

-

Figura 06: Detalhe de um hemécito com reticulo endoplasmatico bem desenvolvido. Observar no
citoplasma inclusao citoplasméticafprdvélvemente de natureza lipidica (A). Figura de mielina

, eMcélular (B).”Aumento 30.000 x.
‘ £ ‘
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Figura 07: Detalhe de uma célula sem pseudépodos e com vacuolo autofagico
(onde se vé material em degradagao) presente no citoplasma. Também é possivel observar o
Complexo de Golgi. Aumento 12.000 X.

Figura 08: Hemécito de citoplasma distendido onde é possivel observar a presenca de (A) estruturas
filamentosas, densas e concéntricas (figura de mielina), (Cabega de seta) fagossomas e (Seta)

granulos de glicogénio. Aumento 20.000 x.

o
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Figura 09: Detalhe de um hemdcito de niicleo grande excéntrico e nucléolo granular.
Aumento 15.000 x.

Figura 10: Hemécito encontrado em um exemplar de Biomphalaria glabrata infectado
pelo Schistosoma mansoni sacrificado na 7% semana.
Observar a presenca de corpos eletrodensos de diametros diferentes no citoplasma
da célula e mitocdndrias com cristélise. Aumento 10.000 x.

e
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5 DISCUSSAO

Inicialmente, este estudo teve como objetivo aprofundar os conhecimentos
ultraestruturais e investigar a atividade enzimatica dos hemdcitos teciduais. Neste
trabalho fez-se, ainda, uma tentativa para verificar se o nimero e a atividade dos
hemécitos periféricos estavam correlacionados com a quantidade e o tipo de reagéo
tecidual presente em B. glabrata submetidos a infeccdo experimental pelo S.
mansoni. Quando infectados pelas larvas deste tfrematodeo, estes moluscos podem
mostrar-se refratarios, resistentes ou susceptiveis, enquanto a reagéo celular
formada pode ser forte nos espécimes mais resistentes, mas menos intensa nos

espécimes mais compativeis.

A contagem total e diferencial de células da hemolinfa e a analise das sec¢des
histolégicas ndo demonstraram um aumento significativo no nimero de hemécitos
circulantes em caramujos infectados, exceto em animais sacrificados na 6% semana
pos-infeccdo. Este aumento brusco no numero de hemécitos circulantes, chamado
por alguns autores de “leucocitose”, € resultante da infecgédo parasitaria. Ele mostrou-
se concordante com os achados assinalados por STUMP & GILBERTSON (1980),
que observaram que, os granuldcitos (células fagociticamente ativas) expressaram
aumento em numero em exemplares de B. glabrata parasitados por S. mansoni, em
relacdo aos controles sem infecgdo. Neste estudo, os experimentos demonstraram
nos animais sacrificados na 62 semana um aumento no numero de granulécitos (2,07
+/- 0,54 células/mms) e hialinécitos (0,63 +/- 0,11 células/mm3), em relagdo aos
normais nao infectados que apresentaram, respectivamente, 1,58 +/- 0,12
células/mm® (granulécitos) e 0,25 +/- 0,05 células/mm®  (hialindcitos).
Hipoteticamente, pode-se sugerir que o parasitismo tenha ativado as células
fagociticas, ja que se sabe por CHENG & SCHOENBERG (1980), que essas celulas
sdo dependentes de fatores quimiotaxicos ou fatores de reconhecimento, e gque o
numero dessas células participantes na fagocitose de particulas é de 30 a 100%
(ANDERSON & GOOD, 1976). Em h‘ossos experimentos, obtivemos para 0s animais
sacrificados na 62, semana,," 76,66%- de granulécitos e 23,34% de hialindcitos.

i / .
Entretanto, estes achados ndo se repetiram nas demais semanas de sacrificio. Nos
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animais superiores, a leucocitose é um fendmeno resultante da infecgédo aguda que
se caracteriza como uma resposta imediata, de curta duragdo; onde sao observadas
alteragbes no calibre vascular levando a um aumento do fluxo sanguineo local;
mudangas estruturais na microvasculatura que permitem a saida de proteinas
plasmaticas, formando edema e emigragdo de leucdcitos da microcirculagéo,

principalmente neutréfilos e seu acumulo no foco da lesdo.

Nos gastropodes, um perfil de variagdo semelhante a reagdo inflamatéria dos
vertebrados foi demonstrado em B. glabrata 30 minutos apos a infecgéo pelo S.
mansoni (FENG, 1965; 1967; SETA et al., 1996). STUMPF & GILBERTSON (1978)
observaram um aumento do numero de amebdcitos circulantes em B. glabrata
susceptivel, 2 h apos a infecgao pelo S. mansoni. GRANATH & YOSHINO (1984)
verificaram em B. glabrata da linhagem PR Albina, susceptivel, um aumento precoce
de amebdcitos circulantes e, apos uma hora de infec¢do, uma diminui¢do brusca,
atingindo o valor inicial por volta das 24 h. Em B. glabrata infectados pelo
Echinostoma, o aumento no nimero de hemécitos circulantes ocorreu apos o 7° dia e
permaneceu estavel até o 20° dia; sendo observada em varios exemplares uma
contagem de 1.300 hemocitos/mm® (superior ao grupo controle -~ 199
hemécitos/mm?®). Este periodo representa a fase maciga de colonizagéo dos tecidos
do hospedeiro por rédias-maes e rédias-filhas, as quais tém alta capacidade de
mobilidade. As andlises histolégicas mostraram que neste modelo de parasitismo, o
decrescimo no numero de hemocitos circulantes estava associado a uma
mobilizagdo destas células para os tecidos, que foram lesados durante o periodo de

producdo de cercarias (isto €, na fase pré-patente da infecg¢éo).

Comparando os perfis de variag&o cinética dos hemdcitos circulantes com a

avaliagao histopatologica pode-se destacar alguns aspectos interessantes:

1. As pequenas variagbes observadas estiveram dentro dos limites da
normalidade. E importante resgaltar que, estes animais mostraram-se muito
susceptiveis a cepa do paraSito; apresentando reagbes teciduais discretas e
moderadas, com focos de pvroliferag,éo e diferenciagdo de numerosos esporocistos e

cercarias em diferentes érgéos como ovoteste, glandulas digestivas e tibulos renais.
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Todavia, os sinais de proliferagdo celular ocorreram em alguns poucos casos. Estes
sinais se relacionaram de maneira bem evidente com a redugé&o local dos elementos
parasitarios e até mesmo com a eliminagdo 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 nao constitui um
bom espelho das reagdes teciduais que se passam no interior do molusco infectado
pelo S. mansoni. Segundo LEWIS et al. (1993), algumas combinag¢des genéticas de
populacdes de B. glabrata e S. mansoni ajudam o parasito a se desenvolver e a
proliferar nos tecidos, porque o molusco ndo o reconhece como corpo estranho. Em
outras combinagdes o parasito & reconhecido e rapidamente encapsulado pelos

hemécitos e fagocitado em poucos dias.

2. Em nosso modelo experimental, os exemplares infectados foram sacrificados
entre a 6 e a 92 semana; quando ja estavam eliminando cercarias (periodo pds-
patente). ABDUL-SALAM & MICHELSON (1980) ja haviam indicado um aumento
significativo no numero de hemacitos entre a 42 e 62 semana pés-infecgdo. Usando o
modelo L. stagnalis — T. ocellata, van der KNAAP et al. (1987) observaram um
incremento tardio dos hemécitos circulantes entre a 52 e a 14® semana pos-
exposicdo. REIS (1995), ndo observou aumento significativo do ndmero de células
estreladas em moluscos inoculados com hemolinfa e posteriormente infectados pelo
S. mansoni. BORGES (2000) observou uma correlagéo entre o numero de hemacitos
e a resposta tecidual quando sacrificou caramujos B. glabrata com infecggo tardia

(12 semanas).

Nos caramujos infectados, a atividade fagocitica contra o Zimozan A néao
demonstrou diferengas com relagdo ao grupo normal, exceto na 62 semana. E
possivel que neste periodo da infeccdo, a presencga de substancias provenientes do
parasito tenham diminuido a agao fagocitaria dos hemécitos. NODA & LOKER (1989)
ja haviam demonstrado que hemdcitos, removidos de caramujos infectados por 5
semanas, tinham sua atividade fagocitica reduzida. O trabalho de FRYER & BAYNE
(1990) mostrou que a 'i'ncul;;agéo de miracidios de S. mansoni em hemolinfa de
caramujos resistentes e ,SusceptiVeis modifica a capacidade fagocitaria dos

hemécitos. Entretanto, outra hipotese poderia ser levantada. A contagem diferencial
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dos hemoécitos, realizada neste ponto de sacrificio, demonstrou um aumento no
numero de células ndo-estreladas e ndo coradas pelo vermelho neutro (hialindcitos =
23%). Diversos estudos tém determinado que os hialindcitos representam um subtipo
celular com caracteristicas de células menos diferenciadas: alta taxa de mitose,
baixo conteudo enzimatico, baixa capacidade fagocitica e pequena tendéncia de
aderir ao vidro. Apresentam-se, ainda, como células “imaturas”: ricas em ribossomos
livres, tendo um reticulo endoplasmatico rugoso (RER) pouco desenvolvido, aléem de
raras mitocondrias (SMINIA & BARENDSEN, 1980; BARRACO et al, 1993).
Entretanto, nossos resuitados ndo demonstram evidéncias de que os hialinocitos
periféricos se transformem nos granulocitos teciduais; representando assim
diferentes estagios ontogenéticos de um mesmo tipo celular. Nos animais superiores,
todos os tipos celulares sanguineos s&o derivados de um unico tipo de célula-tronco
primitivo pluripotencial que se diferencia em cinco tipos de celulas-tronco
unipotenciais, cada um comprometido com uma diferente linhagem de

desenvolvimento: hemacias, granulécitos, linfocitos, mondcitos e plaquetas.

Em um trabalho prévio desenvolvido por nossa equipe, os hemocitos
observados nas glandulas digestivas e no ovoteste revelaram apenas a presenca de
células ricas em pseudopodos, vacuolos digestivos e numerosas organelas
lisossomais; indicando que este tipo celular predominava nos tecidos. Em nossas
observacgdes atuais, 0 mesmo tipo celular foi descrito. Entretanto, novas informagdes
foram coletadas. Verificou-se, por exemplo, a ocorréncia de células com reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido, sugerindo sintese protéica. E,

acumulo exacerbado de glicogénio no citoplasma indicando reserva energética.

Os macréfagos sdo capazes de aderir fortemente ao vidro, o que permite
separa-los de populagbes heterogéneas de células. Diversos estudos tém sugerido
que os hemécitos, em especial a subpopulagido de granuldcitos, sdo protdtipos do
macrofago de mamiferos na resposta imune. Caramujos resistentes formam reagdes
multicelulares encapsulantes em tgmo dos organismos estranhos, tanto esporocistos
do Echinostoma, como do Schistosoma, que se assemelham morfologicamente aos
granulomas formados nos ;mamiferos (SMINIA et al., 1982; JEONG et al., 1983).

Estudos sobre fagocitose também revelaram evidéncias da relagdo entre estes dois
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tipos celulares. BEZERRA et al. (1997), demonstraram que cerca de 80% dos
hemadcitos, tanto de B. glabrata quanto de B. tenagophila, tém capacidade de
incorporar particulas de vermelho neutro, de maneira semelhante aos macrofagos.
MARTINS-SOUZA et al. (2003), demonstraram que a inoculagio de silica em B.
tenagophila da linhagem de Taim elimina parcialmente a populag&o de granulécitos
na hemolinfa, mas n&o altera a capacidade fagocitica dessas celulas e ndo altera a
resisténcia desses caramujos a infecgdo pelo S. mansoni. Em mamiferos, o
tratamento com silica também produz a destruigdo dos macrdéfagos porque interage
com a membrana dos lisossomas primarios ocasionando a liberagdo de enzimas

proteoliticas para o citoplasma resultando na lise da célula.

Nos testes histoquimicos, a presenga da fosfatase acida foi observada tanto
nos hemocitos das reagbes de encapsulamento como nos localizados fora desta
zona de destruicdo. Entretanto, algumas células se mostraram negativas
provavelmente porque estavam quiescentes ou inativas ou em estagios metabdlicos
diferenciados. Nos macréfagos e neutrdfilos, a fosfatase acida € uma enzima
facilmente associada a granulos azurdéfilos. Usando a fosfatase acida como
marcador, CHENG & GARRABRANT (1977) concluiram que as celulas que
participavam da destruicdo dos eporocistos-maes do S. mansoni, em B. glabrata
(linhagem 10-R2), sdo exclusivamente os granulocitos, visto que, a presenga desta
enzima nao foi detectada nos hialinéeitos. MCKERROW et al. (1985) compararam os
hemocitos de B. glabrata, presentes tanto no 6rgao produtor de hemadcitos (OPH)
guanto nas reagles de encapsulamento formadas em torno dos esporocistos de E.
paraensei, com os macréfagos epitelidides dos granulomas, monécitos circulantes e
polimorfonucleares (PMNs) de pacientes com sarcoidose ou tuberculose. Segundo
estes autores, os hemocitos demonstraram as mesmas reagdes positivas e
negativas, como observado nos macréfagos de granulomas humanos; exceto para a
enzima o-naftil acetato esterase, que foi menos intensa. Entretanto, quando
comparados aos hemacitos de bivalves (HUFFMAN & TRIPP, 1982; PIPE 1991) ou
aos de outros puimonados (SMINIA & BARENDSEN, 1980; MONTEIL & MATRICON-
GONDRAN, 1993), os hem_écitds de B. glabrata demonstram pouca atividade
enzimatica, sendof o] p?odUto de - éecregéo estocado em granulos discretos.
MATRICON-GORDAN & LETOCART (1999), observaram que nos hemdcitos de B.
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glabrata a atividade da fosfatase acida foi associada a poucos granulos e

ocasionalmente a rede trans-Golgi.

Os dados obtidos neste trabalho apdiam, portanto, a analogia de que 0s
hemécitos partilham similaridades com os macréfagos ativados dos vertebrados. E,
como tal, possuem enzimas hidroliticas e capacidade fagocitica, onde englobam e
destroem o agente agressor como parte do processo de restabelecimento da funcéo
normal do hospedeiro. Além disso, ficou evidente que, se alguns moluscos infectados
tivessem apresentado reagbes teciduais intensas, com acumulo ou infiltraggdo difusa
dos hemocitos e frequente formagido de lesbes 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 CONCLUSOES

1.

2.

3.

Em Biomphalaria glabrata da linhagem estudada, nao foi verificada uma
relacdo positiva entre o numero de hemocitos e as reacgdes histopatoldgicas
observadas nos tecidos, principalmente das glandulas digestivas, do ovoteste

e dos tubulos renais;

A atividade fagocitaria dos hemocitos circulantes da Biomphalaria glabrata,
testada pelo zimozan A, revelou pequena alteragéo durante a infecgéo pelo

Schistosoma mansoni;

As modificacdes observadas nas células que participam das reagbes de
defesa da Biomphalaria glabrata contra o Schistosoma mansoni confirmam as
semelhancas morfoldgicas e funcionais de tais células com os macrofagos

dos mamiferos;
Os dados histoquimicos demonstraram que os hembcitos da Biomphalaria

glabrata podem exibir caracteristicas funcionais diferenciadas quando

envolvidos na reagéo contra o Schistosorma mansoni.
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Comparative Histopathology of Biomphalaria glabrata, B.
tenagophila and B. straminea with Variable Degrees of
Resistance to Schistosoma mansoni Miracidia
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A comparative histopathological study of three snails species - Biomphalaria glabrata, B. tenagophila
and B. straminea - which had been infected with Schistosoma mansoni miracidia revealed similar
qualitative features, consisting of areas of sporocyst proliferation and differentiation associated with
reactive host reaction, at the time they were actively eliminating great number of cercariae. flowever,
in specimens that were exposed 1o miracidia but failed to eliminate cercariae later on, different histo-
pathological pictures were observed in different snail species.

While B. glabrata exhibited frequent focal (granulomatous) proliferation of amebocytes in several
organs, B. tenagophila and B. straminea only rarely showed such reactive changes, suggesting that the
mechanism of resistance to miracidial infection probably follows different pathways in the snail species

studied.

Key words: Biomphalaria histopathology - Schistosoma mansoni - differential susceptibility

Biomphalaria glabrata is highly susceptible
to infection with Schistosoma mansoni miracidia
and represents the main intermediate host for that
trematode in the large endemic arca of northeast-
ern and southeastern Brazil (Paraense 1970). How-
ever, susceptibility to infection is vaniable among
different specimens, a high degree of resistance be-
ing sometimes exhibited by some of them (Pan
1965). Recently, Godoy ctal. (1997) reported that
B. glabrata, which completely failed to emit cer-
cariae after a relatively prolonged time following
exposition to S. mansoni miracidia, ¢xhibited fo-
cal inflammatory and granulomatous lesions in
several organs in the absence of demonstrable para-
sites, histopathologically.

Such lesions were interpreted as the aftermath
of a successful clearance reaction against invad-
ing sporocysts, suggestive of high degree of resis-
tance.

There are two other important S. mansoni in-
termediate host snails in Brazil: B. tenagophila and
B. straminea. Several studies have attempted to
comparatively evaluate the behavior of those sus-
ceptible snails regarding their interaction with S.
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mansoni (Barbosa 1975, Paraense & Correa 1978,
Souza et al. 19952, b) but whether the peculiar tis-
sue reactivity described by Godoy ctal. (1997) in
resistant B. glabrata does ever oceur in these other
two species, and to which extent and frequency,
has hitherto not been reported.

Present investigation is concerned with a com-
parative study of the tissuc reactions in three S.
mansoni intcrmediate hosts: B. glabrata, B.
tenagophila and B. straminea. The purpose is to
comparatively describe the histopathologic find-
ings and attempt to correlate them with previous
malacological data indicative of different degrees
of susceptibility among the three snail specics.

MATERIALS AND METHODS

Laboratory bred B. glabrata, B. tenagophila
and B. straminea from the State of Minas Gerais,
Brazil, were individually exposed to 50 miracidia
of S. mansoni. The strain used was the SJ-strain
which is better adapted to B. tenagophila snails
(Paraecnse & Correa 1981). The exposed snails
were divided into two groups according to whether
they were or not emitting cercariae. Emission of
cercariac oceurred after the first month from ex-
posurc. Those snails that did not emit cercariae
were observed during three months and were then
sclected for study. Randomly chosen snails, rep-
resentative of the two groups and belonging to the
three species were submitted to histological exami-
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nation. Since B. glabrara presented high mortality
rate, the cases for histological study was comple-
mented with previously obtained material. As con-
trols, non-cxposed snails belonging to the same
three species were also used. The snails were re-
moved from the shell under menthol anesthesia,
fixed in totum in Bouin’s fluid for 6 hr and then
transterred to 70% alcohol. Further procedures in-
cluded dehydration in 100% alcohol, clearing in
xylol and paraffin embedding.  Five um paraffin-
embedded sections were stained with hematoxy-
lin and cosin, and cventually with the sirius-red
method for collagen and the Periodic-acid Schiff
(PAS) with and without previous diastase treat-
ment. Slides stained with sirius-red were also mi-
croscopically examined under polarized light.

RESULTS

Table 1 shows the general comparative mala-
cological results obtained with the infection of the
three snail species. B. glabrata was the most sus-
ceptible, followed by B. tenagophila and B.
straminea in that order. Table Il summanzes the
main histological results. Quantitative histological
findings were different for each snail specics. De-
scription will consider the qualitative changes
which werc common to all snails belonging to cach
group, according to cercarial climination.

Snails shedding cercariae - Developing sporo-
cysts were found in large numbers in all snails
which were eliminating cercariae, but not in those
that did not. The secondary sporocysts found ap-
peared larger and more numerous in B. glabrata,
and slightly more frequent in B. fenagophila than
in B. straminea, but the general microscopical ap-
pearance was similar regardless snail species. Spo-
rocysts were usually formed as a space-occupying
lesion, without any visible changes in the neigh-
boring snail tissues. However, sporocysts were also
found in several locations, side by side with vari-
able degree of tissue reactions (Fig. 1). These lat-
ter consisted of cither focal and diffuse prolifera-
tion of amebocytes, frequently forming encapsu-
lating or granulomatous structures centered by spo-
rocyst and cercaria remnants, and limited periph-
erally by concentric laminations of thin fibers.

Sometimes an encapsulating, ring-like, cellular
reaction was formed around a collection of viable
cercariac, which exhibited different degrees of
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 of the inflamma-
tory foci was represented by an increased amount
of the amorphous and fibrillar components of the
extracellular matrix, sometimes mimicking the pro-

TABLE 1

Comparative results on the infection of three Biomphalaria species by S0 miracidia of Schistosoma mansoni

Spcéics Exposed " No. oi‘ﬁ()siiii;céa ' " Infection M()rtahty o
snails [atc" Wratcrai 7 -

B. glabrata 50 26 96.3% 46%

B. tenagophila 50 68 % 50%

B. straminea 50 36%

a: 37 days after exposition

18.7%

TABLE 11
Comparative histopathological study of Biomphalaria glabrata, B. tenagophila and B. straminea exposed to
Schistosoma mansoni miracidia, cmitting (Positives) or not cercariae (Negatives) after threc months from

exposure, regarding the presence of sporocysts (Sp.) and inflammatory lesions (L.)

Snail species

Organs B. glabrata B. tenagophila B. straminea
Positive Negative Positive Negative Positive Negative
Sp. L. Sp. L. Sp. L. Sp. L. Sp. L. Sp. L.
Kidney P by - bt } b - + ¥ } - .
Dig. Gl t [ - | 4o ok . - 4 i . _
Ovotestis P | - 1 N I - f i P - ;
Atbum. Gl. : | - Vie o | - - - - . -
Others i b - 4 - - - - - - - -

, B 5 - ‘. -
+: few (sporocyasts and/or lesions); ++: moderate; +++: intense; -1 absence
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Fig. 1: aspect of Biomphalaria glabrata digestive glands showing both parasites and tissue reaction. Parasites are seen above left,
with sporocysts and cercariae at several stages of development. At lower right there is dense amebocyte proliferation forming three
nodular (granulomatous) reactions. Structures of the digestive glands can be seen at upper right. Hematoxylin & eosin, 200X.

>

>
"
&

Fig. 2: region of the ovotestis of 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. However, the
newly formed “fibrous” tissue, both within and at
the periphery of the inflammatory lesions, did not
stain with sirius-red as does vertebrafe collagen. Jn
a few instances it did stain, but witheut the charac-

»

teristic polarization-light refringence. It should be
mentioned here that some normal fibers of the ex-
tracellular matrix of the snail (especially in the foot)
do stain like vertebrate collagen and exhibit bire-
fringence under polarized light.
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Exposed snails that failed to eliminate cercariae  rarely in the two other species. In the ovotestis and
- No viable sporocysts were found in histological  renal tubular region in the case of B. tenagophila
sections taken from any of the three snail species.  (Fig. 3) and only once, in the region of an atrophic
However, focal inflammatory tissue reactions were  ovo-testis of B. straminea (Fig. 4). These reactions
found in several organs in B. glabrata and only  were entirely similar to those seen in snails shed-

- ] 4 i i

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 formation 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 sporocy‘st.inlilu;;lion 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 (arrow) surroundc%d by /vcactive cells. Hematoxylin & eosin, 400X.

»
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ding many cercariac, and which were found encir-
cling or in close vicinity of proliferating sporocysts.
However, no cvident sporocystic structures were
identified in any of the foci or in any other part of
the snail tissues.

Normal non-infected snails - They showed es-
sentially normal histology. No focal or diffuse in-
flammatory reaction was cver observed.

DISCUSSION

A tentative histological grading of susceptibil-
ity for the three snail species was attempted by
considering sporocyst distribution in different or-
gans, their size and number, as well as the tissue
reaction elicited by them. In the present investiga-
tion this would place B. glabrata, B. tenagophila
and B. straminea, in that order, as the most sus-
ceptible S. mansoni intermediate hosts. These re-
sults arc in keeping with previous ones obtained
by a combination of malacological techniques
(Souza et al. 1995b).

Susceptible snails give rise to variable num-
bers of cercariae. Those which are very suscep-
tible can shed numerous cercariae, with no overt
reactions, their tissues appearing tolerant to the
presence of the multiplying and growing sporo-
cysts (Newton 1952). Others may eliminate only a
few cercariae and in them variable degrees of tis-
suc reactions take place (Pan 1965). These reac-
tions usually consist of massive proliferation of
amebocytes, with encapsulation and destruction of
sporocysts, the cells probably acting in concert
with soluble factors in the molluscan hemolymph
(Baync ct al. 1980). Recently, some specimens
taken from aresistant F1 3 generation of B. glabrata
complctely failed to emit cercariae several months
after being exposed to numerous miracidia. When
they were histologically examined, no sporocysts
were found, but focal and diffuse inflammatory
reactions, similar to those seen in infected and re-
sistant snails, appeared at scveral locations. Such
peculiar reactions were not found in normal, non-
exposed control snails. They were thought to rep-
resent cicatrices left by destroyed sporocysts
(Godoy ct al. 1997). This kind of delayed-devel-
oped resistance probably represents an alternative
and novel kind of host defense mechanism against
S. mansoni miracidia, in spite of evidences sug-
gesting that S. mansoni sporocysts can sometimes
better develop their ability to interfere with the
defense mechamism of the snail as they grow older
(Lic ct al. 1980). Thus, the amebocytic reaction
that 1s already known to be partially inhibitory of
sporocyst development., appears sometimesito be
totally effective. : '

Therefore, protection against miracidial inva-
sion could be provided by at ledst two mechanisms.

One being represented by the already known ex-
ample of direct miracidium destruction which
occurs soon after penetration. Locker et al. (1986)
found miracidium-amebocyte contact within 3 hr
and phagocytosis of sporocysts microvilli and
picces of tegument within 7.5 hr, while extensive
pathology was demonstrated within 24 hr and by
48 hr only scattered remnants of sporocysts re-
mained. The other mechanism would be repre-
sented by the one here postulated, that 1s, a suc-
cessful mounting of a destructive reaction when
several sporocysts have already disseminated
throughout the snail tissues.

This second mechanism appeared frequently
and widespread in B. glabrata, but it was only
rarcly seen in the other two species. Strongly re-
sistant B. fenagophila and B. straminea rather uti-
lize the second mechanism, the killing of invading
miracidia probably occurring soon after their pen-
ctration into the snail tegument, which would leave
no residual changes.
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Histopathologic Features Associated with Susceptibility and

Resistance of Biomphalaria Snails to Infection with
Schistosoma mansoni
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Resistance and susceptibility of Biomphalaria snails to Schistosoma mansoni sporocysts occur in
different degrees. Histopathology reflects these diferences. In a state of tolerance numerous sporocysts
in different stages of differentiation are seen in the absence of host tissue reaction. However extensive
diffuse and focal proliferation of amebocytes with sequestration and destruction of many parasitic struc-
tures appear in resistant snails. Some snails are totally resistant and when exposed to infecting miracidia
may ncver climinate cercarice, Scquential histopathological examination has revealed that in such cases
the infected miracidia are destroyed a few minutes to 24 hr after penetration in the snail. However, B.
glabrata that were exposed 1o S. mansoni miracidia and three moths later failed to shed cercariae, exhib-
ited focal and diffuse proliferation of amebocytes in many organs in the absence of pasitic structures.
These lesions were similar to those observed in resistant snails that were still eliminating a few cercarniae,
with the difference that no recognizable sporocystic structures or remmants were present. Histological
investigation carried out in similarly resistant B. renagophila and B. straminea presented essentially
normal histologic structures. Only occasionally a few focal proliferative (granulomatous) amcbocytic
reactions were seen in ovotestis and in the tubular portion of the kidney.

Probably, there are two types of reactions to miracidium presented by totally resistant snails: one
would implicate the immediate destruction of the miracidium [eaving no traces in the tissucs; the other
involving late reactions that seem to completely destroy invading sporocysts and leave histological

changes.

Key words: snails - Schistosonia mansoni - susceptibility - resistance - histopathology

Morphological featurcs of host/parasite rela-
tionship have been specially studied in
Biomphalaria glabrata submitted to infection with
Schistosoma mansoni miracidia (Newton 1952,
Barbosa & Barreto 1960, Pan 1965). It has been
demonstrate that miracidia penctrate in susceptible
snatl and differentiate into sporocysts. These forms
cxhibit extensive proliferation, rematning viable
and active, producing great number of cercariae.
However, in highly resistant specimens, penetrat-
ing miracidia arc quickly recognized and destroyed
by means of amebocytes. In some cases, miracidia
suceeed in invading and developing sporocysts, but
some of them are surrounded by amebocytes, form-
ing encapsulating reactions, apparently destroying
the parasites. The occurrence of this focal, prolif-
erative, inflammatory reactions vary in number and
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intensity from case to case, according to the de-
gree of susceptibility or resistance present, and
being reflected in the number of cercariae emmitted
by the infected snail. Amcbocytes are primitive
macrophages that circulate freely within the
hemolymph and can accumulate in specific sitcs
around sporocysts forming focal, granulomatous
structures. Bayne et al. (1980) demonstrated that
amebocytes from highly resistant snails are capable
to damage the miracidium tegument and to seri-
ously compromise its viability. However, such
amebocyte capacity is variable among several in-
dividuals. Several intrinsic and extrinsic factors are
able to interfere with the degree of snail suscepti-
bility and/or resistance. Probably, genetic-derived
factors play a key role (Richards et al. 1992). It
has been demonstrated that the degree of histocom-
patibility between sporocysts and snails, which
sometimes appears to be acquired, can be an im-
portant factor (Yoshino & Bayne 1983, Daminian
1987).

Differences in susceptibility/resistance occur
not only intraspecifically (Souza et al. 1995b), but
have been demonstrated between different snail
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species, such as B. glabrata, B. tenagophila and
B. straminea (Barbosa 1975, Souza et al. 1995a).

Our studies refer to a histopathological 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 genetic 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 of 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 of 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 the 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 S. mansoni-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 amebbcyte‘s"appw:s in between digestive glands of a Biomphalaria glabrata submitted to
miracidial exposure but that did not shed éercag'ae after a three month period. Hematoxylin and Eosin, 100 X.
¢ ) 4

»
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Fig. 2: an encapsulated focal reaction in the region of the mantle collar, seen in Biomphalaria glabrata 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 (Guimaries et 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. glabrata.

STUDIES WITH B. TENAGOPHILA AND B. STRAMINEA

B. tenagophila and B. straminea from the 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 of
amebocyte proliferation were, detected in those
snails shedding great number of cercariae, no vi-
able sporocysts were found in l}isto/logical 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 of the snails that failed to
eliminate cercariac. 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 differences were
noted among snail species. A common finding was
the absence of 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
seen in B. fenagophila 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 resistant to Schistosoma mansoni 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 spo-
rocysts can sometimes better develop their ability
to interfere with the defense mechanism of the snail
as they grow older (Lie et al. 1?80)/, 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. Loker ct al. (1982)
found miracidium amcboceyte contact within 3 hr
and phagocytosis of sporocysts microvilli and
picces of tegument within 7.5 hr, while extensive
pathology was demonstrated within 24 hr and by
48 hr only scattered remnants of sporocysts re-
mained. The other mechanism would be repre-
sented by the one here postulated, that is, a suc-
cessful mounting of a destructive reaction when
several sporocysts have already disseminated
throughout the snail tissucs.

This sccond mechanism appeared frequently
and widespread in B. glabraia; it was only rarely
seen in the other two specics. Strongly resistant B.
tenagophila and B. straminea rather utilize the first
mechanism, the killing of invading miracidia would
leave no residual changes.

The finding of tissue reaction in the absence of
sporocystic structure does not mean that S. mansoni
infection has been completely erradicated. 1t is
possible that a few undamaged sporocysts can re-
main viable in some remote location within the
snails. That such situation exists is indicated by
the emergencey of cercariac from highly resistant
snails up to ninc month interval following mira-
cidial exposure (CP Souza, unpublished data).
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Extra-cellular Matrix Changes in Schistosoma mansoni-infected
Biomphalaria glabrata

Claudia Maria da Cunha Borges, Zilton A Andrade*

Laboratorio de Patologia Experimental, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz-Fiocruz, Rua Valdemar Falcdo 121,
40295-001 Salvador BA, Brasil

Reactivity of snails against parasites exhibils a primitive focal reaction, with encapsulation, phagocytosis and
destruction of parasite larvae by macrophage-like cells — the hemocytes. This reaction mimics granulomatous
inflammation seen in higher animals. However, different from the laiter, little is known about the participation of
extra-cellular matrix in such snail defense reactions. Normal and Schistosoma mansoni-infected Biomphalaria
glabrata of different strains were submitted 1o cytological, histological, ultrastructural and biochemical methods in
order to investigate the behavior of extra-cellular tissues at the site of anti-parasite reactions. In spite of the
presence of two cell-types in peripheral hemolymph, only one cell-type was present at the sites of tissue reactions.
Although pre-existent collagen and elastic fibers and microfibrils sometimes appeared slightly compressed around
Jocal reactions, no evidences of duplication, synthesis or deposition of connective-tissue extra-cellular components
were observed within or around the zones of reactive cell accumulations. Thus, tissue reactions against S. mansoni

in the snail B. glabrata appeared exclusively dependent on one specific population of hemocytes.

Many parasitcs, including several specics of medical
and veterinary significance, have life cycles that require
devclopment, reproduction or both in invertebrate hosts.
These hosts also vigorously defend their self-integrity
{Loker 1994). In common with other invertebrate groups,
mollusks lack an adaptative immune system, with specific
antibodies and memory cells of vertebrates. Their internal
defense system comprisces humoral and cellular elements
cooperating in the recognition and destruction of invad-
ing organisms (Ouwe et al. 1994). Several authors have
recognized the existence of subpopulations of hemocytes,
depending on their age (Dikkeboom ct al. 1984), their en-
zyme content (Granath & Yoshino 1983), or their surface
determinants (Dikkeboom ct al. 19835, Yoshino & Granath
1985). Resistant Biomphalaria glabrata specimens typi-
cally encapsulate Jarval stages of nonadapted invading
parasites, such as the sporocysts of schistosomes, in a
structure that morphologically resembles a primitive granu-
loma, the cncapsulating complexes (Pan 1965, Lie &
Heyncman 1980, Jeong & Heyneman 1984). Since the par-
ticipation of connective-tissue cells and matrix is so promi-
nent in the granulomas of higher animals, one wonders
whether a primitive form of participation of these elements
would be expressed in mollusks. As noted by the same
authors just mentioned, extracellular fibrils were observed
in assoctation with the molluskan granuloma-like struc-
tures. Lic and Heyneman (1980) did observe fibrils with a
periodicity of 80 nm in the outermost layer of capsules
containing daughter sporocysts in snails undergoing self-
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cure. Sminia et al. (1974) reported deposition of collagen-
like fibrils at the periphery of encapsulating reactions to
Lymnaea stagnalis, by showing that the flattened cells of
the outer capsule layers were involved in the synthesis of
these fibrils. Also, Rifkim et al. (1969), Yoshino (1976), and
Krupa ct al. (1977) noted the presence of extracellular
fibrils in association with molluscan cellular responses,
but Harris (1975) found no extracellular elements contrib-
uting to the formation of capsulcs.

The present paper extends these observations by docu-
menting aspects of hemocytes and extracellular matrix and
connective-tissue cells in normal and in Schistosoma
mansoni-infected B. glabrata, representative of. strains
with variable degrees of resistance/susceptibility to the
parasite.

MATERIALS AND METHODS

Snails and exposure to S. mansoni miracidia - Sus-
ceptible (Feira de Santana-FS, BA, Brazil) and resistant
B. glabrata (Barrciro de Cima, Belo Horizonte-BH, MG,
Brazil) to §. mansoni were maintained in acrated water at
28°C and fed on lettuce ad libitum. The snails measured
from 8 to 16 mm in shell diameter. A total of 30 snails (FS)
were submitted to infection with 20 miracidia, during 1 h
with a Feira de Santana strain of S. mansoni (Andrade &
Sadigurky 1985). Ten specimens from Minas Gerais were
cxposed individually to 50 miracidia with a BH strain of
8. mansoni. Following exposure to miracidia, all snails
were maintained in a dark room for 35 days, the water
being changed twice weekly.

Cercarial shedding - Emission of cercariae occurred
at the first month following exposure. Cercarial release
was monitored by placing the snails, individually, in 100
ml beakers containing 10 ml of dechlorinated tap water.
Each specimen was exposed to bright light during | h, for
cercarial shedding and counting. The exposed snails were
classified according to whether they were cmitting cer-
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ae: a group eliminating from zero to 10 cercariae was
onsidered as poorly susceptible; from 50 to 150: as sus-
gptible, and from 151 to 500, extremely susceptible. Non-
xposed snails were used as controls.
Histology - Snails were examined at different days pos-
ion (24 h up to 100 days). They were submitted to
nesthesia with menthol crystals for 4 h before being re-
noved from the shells. The entire snail was placed in
ouin’s fluid during 5 h for fixation and then transferred
70% alcohol. Further procedures included dehydration
1100% alcohol, clearing in xylol and embedding in paraf-
in. Sections were stained with hematoxylin and eosin,
rius-red method for collagen, orcein and Weigert’s re-
in-fucsin for elastic fibers. Sirius-red stained slides
ere microscopically examined with and without polariz-
g filters (Junqueira et al. 1979).
Electron microscopy - After removal from the shell,
e snail was cut in small pieces and immediately fixed in
ed 2% glutaraldehyde in 0.2 M phosphate buffer (pH
2) for 2 h and post fixed in 2% osmium tetroxide in 0.2 M
osphate buffer. Specimens were dehydrated in acetone
d embedded for 12 h in Poly-bed 812 resin. Ultra thin
eetions from selected blocks were made with a diamond
ife in a Reichert-Supernova ultra-microtome. Sections
jere mounted on copper grids, contrasted with uranyl
cetate and lead citrate, and examined with a Zeiss Elec-
on Microscope at 50 Kv.
- Collagen measurements - The method of Bergman and
oxley (1963) was used to determine collagen concentra-
on by the measurement of hydroxyproline content. Briefly,
er fixation in neutral 10% formalin the snails were hy-
olyzed for 9 to 18 h in hydrochloric acid at 110°C, neu-
alized in NaOH (10N) and HC1 (6N). Samples of 100 pl
yere treated in mixture of chloramine T and Erlichs’ re-
gent and read in a Hitachi 200 spectrophotometer (558
m). As positive controls, fragments of a fibrotic mouse
ver (S. mansoni-infected) were used.

chistosoma mansoni and the almost total absen:

sistant snail. Hematoxylin & Eosin, 100X

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
from the external surface and then the shell was perfo-
rated with a needle (13 x 4 mm). The iced-samples were
collected and placed into a 500 pl 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 of the strains, as can be appreci-
ate in Fig. 1A, 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 slightly
flattened hemocytes, many of 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-

1A: section from the digestive glandé.of a fnghly susceplible Biomphalaria glabrata showing numerous developing forms of
,of cellular reaction; B: extensive and diffuse cellular reaction within the connective
issue, and concentrically arranged' around a few dmntegranng sportions of the parasite (arrow) in the digestive glands of a S. mansoni
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capsulated lesions. In effect, 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 complex network of cytoplasmic pro-
longations, in the presence of an amorphous, poorly dense
- matrix, but in the absence of cellular or fibrous elements
(Fig. 3A, 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-infected snails submitted to biochemical de-
termination of hydroxyproline.

Two kinds of 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-
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- Fig. 2: encapsulating lesions centered by g‘roups-“’of disintegratifig sprocysts (S) of Schistosoma mansoni. A and B show that concentrically

- disposed and elongated hemocytes simuldting A/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 elastic fibers, 400X; D: Sirius-red method for collagen, 200X



e, such as the foot region and digestive glands, numer-
s thin and long fibers were seen forming sometimes a
is-crossing pattern. These fibers took a strong red stain-
with sirius-red and appeared bi-refringent, with stri-
d periodicity, when observed under polarizing light.
he color hue varied from red to yellowish. No focal or
ffuse imflammatory reaction was observed.

DISCUSSION

Present study was aimed at finding evidences of a
imitive participation of the extracellular matrix in defense
echanisms of mollusks. It represents an exercise in com-
arative pathology, regarding an invertebrate, devoid of
mphocytes, which mounts a defense mechanism by
ans of a macrophage-like cell that destroys an invad-
parasxte by forming focal encapsulating structures,
milar to a vertebrate granuloma, with interactions with
moral factors. (Loker & Bayne 1986, Loker 1994). Such
orphological structures are composed by a homoge-
gous population of cells, with expanded cytoplasmic
ocesses. The presence of cytoplasmic prolongatlons
om numerous cells, appears under the light microscope
scontaining fibers, sometimes mimicking the process of

Histopathology of B. glabrata * CMC Borges, ZA Andrade

fibrosis seen in vertebrates. Fibers with staining charac-
teristics of collagen or elastin have been demonstrated in
normal snail tissues (Lemos 1999). However, the presence
of elements from the extracellular matrix in the granuloma-
tous lesions of B. glabrata against S. mansoni has been
a controversial issue. Although Yoshino (1976) and Krupa
etal. (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 of 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
of 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 nuinemuq filopodia as part of an encapsulating structure. Besides the filopodia (F), the nucleous
~(N); C: representative of hemocytes at the periphery of an encapSulating lesion. They appear in the middle of an amorphous and fibrilar
extracellular matrix (M). Short arrows are pointmg/ to electron-dense bodies (lysosomes). D: parallels fibrils with periodicity are forming
a fiber ate the penphery of an encapéulating lesion. Just below there, a part of a connective cell cytoplasm with dilated endoplasmic
- reticulum (arrow heads) is shown. Electron microscopy, A, B: 7,000X; C: 3,000X: D: 12,000X
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tively identified. The present study and those of Lie and

Heyneman (1980) revealed that these cells contain nu-

merous primary and secondary lysosome-like structures,

extensive pscudopodia processes, sometimes containing
sporocyst in phagolysosomes. However, it was confirmed
that two types of hemocytes are present in peripheral
hemolymph: granulocytes and hyalinocytes. As a matter
of fact, not only the present observations, but many oth-
ers (Stang-Voss 1970, Sminia 1972, Sminia & Barendsen
1980), clearly shown that hemolymph cclls of pulmonate
gastropods are a group of morfologically heterogeneous
cells. Two kinds of hemocytes are found in fresh
hemolymph samples of B. glabrata. Probably, the round
and spreading cells 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 of their organclles (pscudopodia, Golgi

bodies, lysosomes) (Barracco ctal. 1993).

Collagen is very much conserved in the animal king-
dom. The present attempt to measure the concentration
of hydroxiproline in molluskan tissucs was probably made
for the first time and the technique may require better
controls. However, no significant differcnces were noted
innormal and S. mansoni-infected snails submitted to the
biochemicaal determination of hydroxyproline. The data
arc in keeping with other present findings, which did not
reveal any increasc of extraccllular matrix in B. glablata,
during its reaction to S. mansoni invasion,
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Behavior of Schistosoma mansoni-induced histopathological lesions in
Biomphalaria glabrata submitted to ionizing radiation

Carine M. Azevedo', Claudia Cunha Borges? and Zilton A. Andrade’

ABSTRACT

Presen report dentonstrates that repeated cadiation of Schistosoma mansoni-infected Biomphalavia glabvata, totaling 15,000
rath. caused & sudden, albeir ransient. suppression of vercariad shedding. Initially. sporecysts practically disappeared from
the sinavil tissues. The more resistant developing cercariae preserted puclear clumping and vacuolation, before undeigoing
sis. Yo hose tissue reaction ywas evident at any time. Hicty-four days after the last irradiation, the snails resumed cercarial
eiminarion. By that time namerous sporocysts and developing cercariae were detected, disseminated throughout snail tisstes
ima pattern similar to that of a hishty malionant ncoplasa. with ne siens of host cellular reactions, which on the other hand
were presead i non-irradiated infeered controls. The region of the ovo-testis was apparently destroved after radiation. but
returned (o ils noral appearance around 40 days affer the last radiation. fonizing radiation affected both fost and parasite
S mansoni-infected Bivmphalaria glabrata, but the resulting impressive changes were soon reversed.

Key-words: Schistosots nyansoni. Biomphalaria glabrata. fonizing radiation.

RESUMO

Opresente trabalho demonsira que a jreadiacao repetida, num total de 15.000 rads, resulta numia rdpida supressao da
eliminacao das corcarias ein caraniujos infectados pelo Schistosoma manseni. nicialinente os esporocisios desaparecen
dos tecidvs. As formas evelutivas das cercarias sdu mais vesistentes ¢ apresentam vacuolizacao citoplasmatica ¢
condensacdo nuctear antes de desaparecerem. ¥ao foranr vhservadas reacoes nos tecidos do hospedeiro. Trinta e quatro
dias apos a ultima irradiacio, os caramufos voltam a cfiminar cercarias. ¥umeyosos esporocistos e cercarias em
desenvolvimento aparccenny infiltrando difusamente os tecidos & maneira de uma neoplasia maligna, sem sinais de
gpusicdo da parte do fwspedeiro. a qual cra visivel nos controles infectados ¢ nao irradiados. A regiao do ovo-testis
gparceey destraida apos a radiacdo. mas retornou @ sua aparcncia normal em oo de 40 dias mais tarde. A radiagao
ionizanie afera tanio o hospedeiro como as formas em deservolvimeniio do parasite. mas esias alteragaes inipressionanies
sd0 luge reversiveds.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni. Bionphalaria glabrata. Radiacao fonizante.

A previpus study from this Laboratory had noted that a
strain of Blomphalaria gfabrata, highly susceptible to
Schistosoma maensons, were seen 1o shed less and less
cercariae along the tme of infection”. It was also abserved
that such changing pattern of cevcarial shedding presented o
good histological corretation. An initial piciure of non-
reaction (tolerance} gradually trned into one of hemocyte

1

1. Proprans hint

Pathologs. Fovrz /b
Supporied by PAPES HE (FOCREZ) ; /

profifecation, with formatian of focal encapsufating
tesions around disintegrating sporocysts and cercariae.
These findings suggested the existence ol a primitive form
of acquired immunily in invertebrates. In order 1o
explore further along these lines, a plan jo eradicaie a
previous schistosomal snail infection with frradiation was
initiated.
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lanizing, radiation of snails has been used for various purposes.
Michelsou and Dubois' applied low-dose radiation (60 (o) 0
Biomplialaria glabrata and observed an enhancewent of
wesistance o Schistosorna marsond infection. Other workers have
wed irvadiated miracidia o mlect B glabrata in an attempl 1o
increase resistance avainst S, magsond, with apparently good
esults 7 When all ivradiaied miracidia died within snail fissues,
astrong resistance was ubserved w g furiher challenge with normal
miracidia.

At first om aliempt abinvadiating S mansoninfected snails
amed 10 eradicate (e developing parasite in order lo observe
whether such a procedure would stimulate the development of an
equivalent of acquired immunity in the invertebrate. This proved
o be impractical due o the unexpected behavior of the karval
farms o 5. smansord within the snail tissues following irradiation,
fowever, the data ohiained by a subsegrent histological sindy
evealed several points of intecest on the diffecential susceptibility
ofthe developing forms of the parasite, and also of the hosttissues
with their differential degenerative and regenerative capacities
oward radiation damage. Thus, the second part of the research
was 1o observe the hehavior ol the spail lissue changes upon re-
infection. Since no similar data were found in the Hierature
reviewed, the publication of hese vesilts appeared w be of interesi.

MATERIAL AND METHODS

Laboratory vaised adall Blompialaria glabraa from beira de
Samtana sirain’ were infected with 208 mansons mivacidia (FS
steain} freshily isolated from egos extracted from the liver and
inlestines of experimentally infected mice. When the snails siaried
eiminating cercariae they were irradiated with cesium 137 (1B
937C levadiator, tvpe H, Uis Bio International, Gif-sur-Yvette, France)
with the abjective of eradicating the infection. A first. 24 snails were

irradiated with two doses of 4.000 rads. delivered with an interval of

ane week. A sinilar second wial was made with another 30 infected
snifs. These were submitted 10 4 doses of 2.000 rads each at weekly
intervals, with results comparable 1o those of the previous group.
Then, radiciion doses were changed 1o 4 sessions of 3,000 vads
each 124 tnfeeted snails) w weekly intervals and 3 doses of 5,000
rads each (36 inlected snails) . at wo-day intervals. In these last wo
groups cercarial elimination stopped ad 30 10 48 davs Jaler the
snails were killed foc micrascopic examination. Alihough they were
not vet elininating cercariae, an exlensive dissemination of the
muliphing forms of S, marsoniin the tissues was ohserved in these
animals. as defoiled below

Each irradiated group was alwavs maiched with a conrol
group of about 20 non-irradiated and infecied snails. They
regularly eliminated cervarine thraughom the thne of the
experiment. Cercarial elimination was maonitored by
examination of individual snails placed inio 100m! beakers
containing 10ml of de-chlorinated tap water. Each specimeén
was exposed 10 bright fight during an hout. {or cercaiial
shedding and conmiing. The snails were examined 4l varions
days posi-infection.

Azevedo {M of af

For histological examination the snails were submitted 10
anesthesia with menthol crystats for 4 hours before being
reraoved from the shells. The entive snail was placed in Bouin's
fnid during 5 hours lor {ixation and then wansferred o 70%
aleohol. Further procedures included dehydration in 100%
alcohol, clearing in xylol and embedding in parallin. Sections
wete roulinely stained with hematoxylin and eosin,

RESULTS

Irradiated Tnfecied snails became negative for cercarial
elimiination one week following the second radiation, regardless
ol the doses used, but 34 davs later they were seen o resume
elimination. The number of eliminated cercariae varied from 3
to 118 immediately belore vadiation, and dropped 0 1
(mininom} and 59 (maximum} when examinied one week alter
ihe firsi radiation. Hisiological examination of ihe infecied snails.
both controls and irradialed, during the period ol cercarial
elimination, revealed the presence of numerous sporocysts and
several stages of developing cercariae located in several oryans
and fissues. especiafly in ovo-tesids, digestive glands and the
nzhular and secular portions of the kidney. (Figures 1 Aand B).
The presence of hemocytes (amebocytes) was a consfant feature.
They formed mild 1o moderate accumulations around the
parasific structures, somelimes assuming a concentric
distribution around them and, rarely. diffecentiating into
granuloma-like stroctures (encapsulating complexes).

The snails examined onie (0 two weeks afler the end of the
irvadiation sessions, al a time when cercarial eliniination had
complelely stopped, vevealed a differeni histological piciore.
Hemaocyles were rarely found, usually appearing isolated in only
a few places. No discernable sporocysts were detected after a
thorough search in various mictoscopic sections. Developing
forms ol cercariae, especially the more differentiated ones,
presented fragmentation, condensalion of nuclear material and
ihe presence of empty vacuoles of different sizes. (Figure 10
and Dj. Clumps of eosinophilic debris, probably representing
neerotic parasites, were present in several places. There was 2
nilld 1o moderate degree of edemia in several tissues. The ova
and spermatosoids compleiely disappeared from the ovo-tesiis,
which siructure assumed a mosaic aspect fored by erupty spsces
delimited by slender and wayy membranes. The spaces delimited
by membranes sometimes contained remnanis of cercariae.

When the histological examination was performed in
irtadiated snails that resumed cercarial eliminalion. there
appeared numerous sporocysis throughow the tissues withouwl
anv sigus of fissue reaction. Also, many cercariae in several stages
of development were present. Within the ovo-lestis parasitic
multiplication and infilteation appeared more evident than the
signs of tissue regeneration. The later were represented by
clusters of ova and onbv a few spermatozaids (Figure 10 and £,
Other snail tissues did not exhibit the radiation-related
desenerative and regenerative features observed in the ovo-festis,
Snails jrradiated fouc times with 3,000 vads every 7th day or
three times with 5,000 vads at (wo-day intervals siopped
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the ovo-testis (arrow).

Figure 1 - A and B - Normal infected snail control; A - Presence of numerous sporocys

reaction is represented by focal accumulation of ame,
and D - Irradiation damafe to both cercaria and ovo-testis, as observed
two weeks after sessions of gamma radiation. emaria;fresmtlng nuclear clu
cytaplasmic vacuoles are seen within the empty spaces creaf:

ts and
developing cercariae within the edematous interstitial tissue of the dlfeslive glands. B - Tissue

'es around almost mature cercariae in

ing and
by the disappearance of the cellular

elements of the snail ovo-testis. E and F - Infected snails examined 48 days after the last session of

radiation. The ovo-testis presents both ovam (arrows) and proliferating parasite forms (F).
Numerous sporocysts and cercariae are present in the digestive gland interstitial tissue (F). All
photographs taken from hematoxylin and eosin stained slides. Magnification: X100, except D (X200).

eliminating cercariae. After 30 to 48 days they were killed
and microscopically examined. A histological picture was
observed entirely similar to that of the snails that were
iminating cercariae after a temporary post-radiation
uppression, which indicated that they were about to resume
cercarial elimination.

- Thus, both the snails and the multiplying parasitic forms
presented a high degree of resistance to jonizing radiation.
na separate experiment we submitted 12.aduly non-infected
B. glabrata to radiation and kept 14;as pon-irradiated
controls. After 48 days, 3 of the drradiated snails and two,of
the controls had died, showing that irradiation was indeed
well tolerated by normal B. glabrata. Mortality of infected
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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 5. mansoni
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



eeridescence of cellular muliphication, that diffusely invaded the
bost rissues. Also in keeping with what is genevally known about
e patholowy of irvadiation, the less differentiated and capidiy
mubtiplsing lovms. the sporocusts, were the most susceplible
demenis. As expected . the ovo-lestis was the mosi susceptibite host
fssue 10 be affected by fonizing radiation’. s renm to normal
dier vadiation daniage ocewred atabout the same e the invading
farasites were re-ererging. The other snail tissues appeared move
resistant, since they exhibited no evident destructive lesions tes
wald be atribed 1o radiadon,

The situation of the delense cells, collectively desipnated ay
femocytes. s a more complex matler. Hemocyles are considered
highly resistaut o radiasion”. The present stidy reveated an apparent
derease in hoth hemocovie samber and fonction as a result of
radiatione. In non-irradiated infected snails these cells were easily
found, sorelimes accumulated iresmall focal areas, and eveniually
formiing the so-called ericapsufaring complexes around destroyed
parasites. Alihough they did not aliogether disappear during and
after vadiation, they became fewer and isolated, and did not form
encapsidating compleves around radiation-desiroved cercariae,
Also. when parasite muttiplication was {ully resumed, no evidens
histalogical signs of hemaeyte proliferation were observed.
However, ii is possibile that hemocyie reactivity would require more
fime 10 be fullv established. and probably would have hecome
pident had the time of ohservation heen further extended after
the post-radiation resamplion of cercarial eliminarion. As
demaonstrated by the observations of femos and Andrade’ the
apparent tolerant behavior of hemocytes al initial infection,
progressively furned into one of profiferation and dilferentiation
of ranulona-like struciares with lime.

Azevedo (M et al
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