MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado no Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Parasitaria

CARACTERIZACAO HEMOCITARIA DE UMA LINHAGEM RESISTENTE DE
Biomphalaria straminea (DUNKER, 1848) EXPOSTA A Schistosoma mansoni
SAMBON, 1907

THATIANE CRISTINA BARROS DA SILVA

Rio de Janeiro
Marco de 2016



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Parasitaria

THATIANE CRISTINA BARROS DA SILVA

Caracterizacao hemocitaria de uma linhagem resistente de Biomphalaria straminea

(Dunker, 1848) exposta a Schistosoma mansoni Sambon, 1907

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtengao do
titulo de Mestre em Biologia Parasitaria

Orientador (es): Prof. Dra. Silvana C. Thiengo
Prof. Dra. Ester Maria Mota

RIO DE JANEIRO
Marco de 2016



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéneias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

5586  Silva, Thatiane Cristina Barros da

Caracterizagdo hemocitana de uma linhagem resistente de
Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) exposta a Schisfosoma mansoni
Sambon, 1907 / Thatiane Cristina Barros da Silva. — Rio de Janeiro,
2016.

xx, 106 f. - il ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduagdo em

Biologia Parasitana, 2016.
Bibliografia: f. 116-126

1. Interacdo Biomphalaria-Schistosoma mansoni. 2. Hemocitos. 3.
Lectinas. |. Titulo.

CDD 616.963




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de P6s-Graduacédo em Biologia Parasitaria

AUTOR: THATIANE CRISTINA BARROS DA SILVA

Caracterizacdo hemocitaria de uma linhagem resistente de Biomphalaria

straminea (Dunker, 1848) exposta a Schistosoma mansoni Sambon, 1907

ORIENTADORAS: Prof. Dra. Silvana C. Thiengo
Prof. Dra. Ester Maria Mota

Aprovada em: 31/03/2016

EXAMINADORES:

Profa. Dra. Clélia Christina Mello Silva Almeida da Costa - Presidente
(IOC/FIOCRUZ)

Profa. Dra. Mariana Gomes Lima (UFRRJ)

Prof. Dr. Marcelo Pelajo Machado (IOC/FIOCRUZ)

Prof. Dr. Arnaldo Maldonado Jr. (IOC/FIOCRUZ)

Prof. Dr. Jairo Pinheiro da Silva (UFRRJ)

Rio de Janeiro, 31 de Marco de 2016



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Anexar a copia da Ata que sera entregue pela SEAC ja assinada.



Dedico esta dissertagdo aos meus
pais Alidéa Barros da Silva e Luiz
Carlos da Silva

%



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A minha orientadora e chefe do Laboratério de Referéncia Nacional para
Esquistossomose-Malacologia, Dra. Silvana C. Thiengo pela oportunidade de
aprender, pelo conhecimento que me transmitiu, pelo auxilio na confeccdo da

dissertacéo, por sua amizade e companheirismo.

A minha co-orientadora, Dra. Ester Maria Mota, pelo conhecimento que me
transmitiu, pelo auxilio na confeccdo da dissertacdo, por seu apoio incondicional,

palavras sabias, amizade e carinho.

A Andréa Natividade da Silva por ser uma 6tima amiga, ter me ensinado

muitas coisas e ter me ajudado muito durante a elaboracdo deste trabalho.

Ao Dr. Marcelo Pelajo Machado, chefe do Laboratério de Patologia, por seus
conselhos valiosos e pela oportunidade de estagiar em seu Laboratorio.

Aos amigos do Laboratorio de Patologia — IOC/Fiocruz: Alexandra, Ana Paula,
Béarbara, Dr. Henrique Lenzi (em memodria), Fatima, Igor, lolanda, Jéssica, Juliane,
Leonardo, Luzia Barros, Luzia Caputo, Luciana, Marcia, Marcelo Barbosa, Pedro
Paulo, Priscila, Sr. José Carvalho (em memdria) e Yuli Maia por sua amizade,

carinho e apoio.

Aos amigos do Laboratorio de Referencia Nacional em Esquistossomose-
Malacologia: Dra. Ménica Ammon Fernandez e Paulo César dos Santos por terem
cedido os moluscos utilizados nos experimentos deste trabalho, por seu carinho,

amizade e apoio.

A Marta Jdlia Faro e por ter me ensinado a dissecar os moluscos utilizados

neste experimento.

A Clélia Christina Mello Silva por ter me ensinado a coletar a hemolinfa dos

caramujos.

Vi



Aos professores do Curso de Poés-graduacdo Strictu Sensu em Biologia

Parasitaria, pelo seu apoio, 6timas aulas e étimas instru¢des durante todo o curso.

Aos amigos da turma do Curso de Poés-graduacao Strictu Sensu em Biologia

Parasitaria, pelos momentos de descontragdo e apoio durante todo o curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ)

pelo apoio financeiro.

Aos meus pais, Alidéa Barros da Silva e Luiz Carlos da Silva que sempre me
deram apoio e incentivo para seguir em frente mesmo diante dos altos e baixos da

vida. Pai, vocé foi incansavel, muito obrigada!l

A minha av6 Ruth Felipe da Silva (em memdria) por sua atenc¢éo, apoio, amor

e carinho.

Ao meu irmao Evandro Luis Barros da Silva, minha sobrinha Manuela Maia
Barros da Silva, minha cunhada Michele Maia e sua filha Larissa Pilar Maia por seu

apoio, amizade e carinho.

As minhas tias e tios: Alcidéa de Barros, Alcides de Barros, Alcidir de Barros
(em memoaria), Alcidiléa de Barros, Alcidinéa de Barros (em memoria), Alcirema de
Barros (em memodria), Alda de Barros, Carmem LuUcia, Eva (em memoria), Idelcina e

Vera Lucia pelo apoio, amor e carinho incondicionais.

As minhas primas e primos: Alcidir Janior, Anderson, Bruno Leonardo,
Caique, Carlos Augusto, Cawanny, Cleber, Christiany, Eduardo, Erika, Jodo Gabriel,

Marcos Vinicius, Thais e Vitoria por seu amor, atencao e carinho.

As minhas amigas Gisele Moniz, Joice Cristina e Juliana Souza por seu amor,

atencao, carinho e paciéncia.

A Valéria Lucia Martinho (psicéloga) por sua amizade e seus conselhos

inspiradores.

vii



A Vilma Gomes Ferreira por sua amizade, atencéo e carinho.

A Heloisa Brand&o por ser uma 6tima amiga, por seu apoio e por ter me dado

a oportunidade de estagiar na Fundacédo Oswaldo Cruz.

A Maria dos Santos (tia da Heloisa), por sua amizade, carinho e apoio.

Agradeco a todas as pessoas envolvidas nesta minha caminhada e que

tornaram este trabalho possivel.

viii



"Se podemos sonhar, também podemos tornar nossos sonhos realidade”
(Walt Disney).



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

CARACTERIZACAO HEMOCITARIA DE UMA LINHAGEM RESISTENTE DE Biomphalaria straminea
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Thatiane Cristina Barros da Silva

A esquistossomose mansébnica ainda constitui um grave problema de saude publica no Brasil e,
portanto, o conhecimento dos diversos aspectos da interacdo Schistosoma mansoni-Biomphalaria,
sdo pertinentes e relevantes como subsidios & medidas de controle e prevencédo desta parasitose.
Estudos in vitro tém mostrado que a suscetibilidade dos hospedeiros intermediérios de S. mansoni,
Biomphalaria straminea e Biomphalaria glabrata esté relacionado a presenca de lectinas. Importante
transmissor da Esquistossomose no Brasil, B. straminea apresenta baixos indices de infec¢cdo em
condicbes experimentais. Apesar disto, existem poucos estudos a respeito das caracteristicas
morfologicas e do comportamento in vitro dos hemdcitos deste molusco frente a infecgdo por S.
mansoni. Com o objetivo de caracterizar a resposta hemocitaria de B. straminea (cepa Souza-PB)
expostas a miracidios de S. mansoni, 0s moluscos foram expostos em massa e expostos
individualmente a cinco miracidios. Exemplares de B. glabrata foram utilizadas como controle positivo.
A hemolinfa foi coletada, corada em Azul de Tripan e os hemdcitos foram contados em camara de
Neubauer. Alguns hemdcitos foram colocados em placa de cultura para observacdo da interagdo das
células com os parasitos e outros foram submetidos & marcacédo por lectinas fluoresceinadas de
Griffonia simplicifolia e Lens culinaris conjugadas a FITC. As imagens foram obtidas e gravadas
através de microscopio AxioObserver e camera McR5 Zeiss. Os moluscos expostos em massa foram
sacrificados logo apés a penetracgao inicial do parasito (0 minuto), 24, 48, 72 horas e 30 dias apds
exposigdo (dpe). Moluscos expostos a cinco miracidios foram mortos apés 0, 15, 30 e 45 minutos de
exposigdo. Os orgaos foram fixados em formalina Millonig de Carson, incluidos em parafina e corados
em HE. Apéds a exposicdo em massa verificou-se um aumento de 496,37% de células na hemolinfa
de B. straminea e de 230,29% na hemolinfa de B. glabrata logo apds a penetracéo dos miracidios. Na
exposi¢do por cinco miracidios houve um aumento de 78,14% de células na hemolinfa de B.
straminea e de 36,36% na hemolinfa de B. glabrata logo ap0s a penetracdo dos miracidios. A
maioria das células encontradas na hemolinfa eram células blasticas e seu didmetro foi em torno de
6um para B. straminea e 7um para B. glabrata. Hemdcitos de B. straminea exibiram marcacédo mais
intensa para lectina de G. simplicifolia nos tempos iniciais apés a exposi¢cdo, enquanto que aos 30
dias dpe as células estavam mais positivas para L. culinaris. Na analise histolégica dos tempos
iniciais, ndo foram observadas reac6es celulares nem parasitos mortos nos tecidos de ambos os
hospedeiros. Entretanto, B. glabrata apresentou esporocistos secundarios na regido da massa
cefalopediosa aos 30 dias apds a infeccdo. Concluimos que a resisténcia de B. straminea esta
associada a modulagdo de lectinas expressas nos hemdcitos. Além do mais, verificamos que as
células blasticas, as células precursoras de outros hemdcitos, sdo as mais abundantes nos dois
hospedeiros estudados.

Palavras-Chave: Interacéo Biomphalaria-Schistosoma mansoni; Hemdcitos; Lectinas
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(Dunker, 1848) EXPOSED TO Schistosoma mansoni Sambon, 1907

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Thatiane Cristina Barros da Silva

Schistosomiasis still remain as an important parasitic disease under the public health point of view.
Thus, studies that involve the interaction between Schistosoma mansoni-Biomphalaria are pertinent
and useful to the disease prevention and control. In vitro studies have shown that the susceptibility of
Biomphalaria straminea and Biomphalaria glabrata, intermediate hosts of Schistosoma mansoni, is
related to the presence of lectins. As an important carrier of schistosomiasis in Brazil, B. straminea
presents low infection rates under laboratory conditions. Despite of that, there are few studies
regarding the morphological features and in vitro behavior of this mollusc's haemocytes challenged by
S. mansoni miracidia. For this purpose, we analyzed the haemocyte response of B. straminea (Sousa
— PB strain) challenged by the parasite, so the molluscs were put under mass exposure and individual
exposure to five miracidia. B. glabrata molluscs were used as positive controls. The molluscs had their
haemolymph drawn, the haemocytes were stained in Trypan Blue and counted in Neubauer chamber.
Some haemocytes were put into cell culture plates in order to observe the interaction between the
cells and the parasites and other cells were stained by FITC conjugated lectins from Griffonia
simplicifolia and Lens culinaris. The images and films were made at the microscope AxioObserver with
McR5 camera from Zeiss. The mass exposed molluscs were killed at 0 minutes (first penetration of the
miracidia), 24, 48, 72 hours and 30 days after exposure (dae) and the five miracidia exposed molluscs
were killed after 0, 15, 30 and 45 minutes. The organs were fixed in Carsons's Millonig Formalin,
embedded in paraffin and stained with Hematoxylin and Eosin. After mass exposure, an increase of
496,37% in the haemolymph cells from B. straminea and an increase of 230,29% in the haemolymph
cells from B. glabrata right after the miracidia penetration was observed. Most cells observed were
blast cells and their diameter was 6um for B. straminea and 7um for B. glabrata. In the histological
analysis of the earlier times, there were no cell reactions nor dead parasites found as the result of the
exposure in both hosts tissues. Whereas at 30 dae B. glabrata shown parasites in its cephalopedal
region. B. straminea haemocytes showed an intense staining for G. simplicifolia at the initial times of
the exposure whereas 30 dae the cells were positive for L. culinaris lectin. Our conclusion is that B.
straminea resistance to S. mansoni is associated with lectin modulation expressed by haemocytes
and the fast response to miracidial penetration. Furthermore, we have seen that blast cells, precursor
cells that origin other types of haemocytes, are more plentiful among both hosts studied.

Key words: Biomphalaria-Schistosoma mansoni Interaction; Haemocytes; Lectins.
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l. INTRODUCAO

1.1. A Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca parasitaria cronica causada por
trematddeos digenéticos do género Schistosoma, cuja distribuicdo geografica
ocorre em 76 paises da América do Sul, Asia e Africa (WHO, 2016). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016) mais de 258 milhdes de pessoas
precisariam de tratamento para a esquistossomose em 2014 e mais de 61,6
milhdes tenham sido tratadas para a doenca nesse mesmo ano.

Existem sete espécies de Schistosoma que podem causar a
esquistossomose no homem: Schistosoma hematobium (Bilharz, 1852),
Schistosoma guineensis (Le Roux, 1930), Schistosoma intercalatum (Fischer,
1934), Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904), Schistosoma malayensis
(Greer, Ow-Yang & Young, 1988), Schistosoma mansoni Sambon, 1907 e
Schistosoma mekongi (Voge, Brickner & Bruce, 1978). Apenas o S. mansoni é
encontrado no continente sul-americano (Barbosa, 2007; Neves, 2011; Noya et
al, 2015).

No Brasil, esta doenca é popularmente conhecida como "xistose",
"barriga-d'agua”, “bilharziase” ou "mal-do-caramujo” (Neves, 2011) e estima-se
que h& entre 25 e 30 milhGes de pessoas vivendo em areas com risco de
transmissdao, com aproximadamente 8 milhfes de pessoas infectadas por
Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (WHO, 2016).

A auséncia de saneamento basico e acesso a agua potavel, estdo entre
0s principais fatores que favorecem a transmisséo da esquistossomose, pois a
populacdo das areas endémicas utiliza os recursos hidricos, onde vivem 0s
moluscos infectados, inclusive para lazer, facilitando a exposicdo humana as
cercarias. Portanto, tanto o saneamento basico quanto o controle dos
caramujos estdo entre as medidas de prevencdo e controle da
esquistossomose (Carvalho, 2008; Rey, 2011). A exemplo de controle de
moluscos hospedeiros de S. mansoni, Mello-Silva et al (2011) relatou uma
alternativa natural, ao testar a seletividade do latex de Euphorbia splendens

var. hislopii em moluscos expostos a S. mansoni.
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Nos moluscos ocorre uma importante fase do ciclo do parasito que
culmina com a eliminacdo de cercarias, formas infectantes para o hospedeiro
vertebrado. Entretanto, o controle da esquistossomose é dificultado pelo
desenvolvimento de projetos hidricos, como barragens, sistemas de irrigacéao e
projetos de aquicultura que criam novos e, muitas vezes favoraveis, habitats
para moluscos hospedeiros, oferecendo novas oportunidades para o contato
humano com a &gua (Rey, 2011). Dessa forma, entender quais sao 0s
mecanismos que favorecem o0 sucesso do parasitismo no hospedeiro
intermediario podem fornecer dados para intervencfes ou interrupcdes neste
processo, impedindo ou dificultando a infecgdo humana.

As trés espécies do género Biomphalaria hospedeiras de Schistosoma
mansoni, Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria straminea (Dunker,
1848) e Biomphalaria tenagophila (d’Orbigny, 1835), apresentam diferentes
mecanismos de resposta imune que afetam diretamente a eficiéncia da
transmissdo (Neves, 2011). Na espécie mais resistente, B. straminea
demonstrou-se que os hemdacitos, principais componentes do sistema imune
dos moluscos, reconhecem, tornam-se ativos e encapsulam esporocistos
primérios, levando a maioria dos parasitos a morte. O processo de
reconhecimento e ativacao hemocitéria parece estar relacionado a presenca de
lectinas na hemolinfa (Loker, 2004). Em moluscos, essas proteinas sao
sintetizadas por hemécitos e podem permanecer expressas na membrana
destas células, funcionando como receptores citofilicos, ou serem secretadas.
Hemdécitos de B. glabrata, hospedeiro mais suscetivel, embora néo se ligue ou
encapsule esporocistos in vitro, o faz quando a hemolinfa de moluscos
resistentes esta presente no ensaio (Richards e Renwrantz, 1991). Aspectos
morfolégicos e funcionais dessas células, frente a infeccdo por parasitos
digenéticos, ndo estdo bem esclarecidos.

Este trabalho descreve o0s estudos histopatoldégico e citolégico
comparativos entre moluscos B. straminea, provenientes de Sousa (PB),
municipio localizado na area de transposicdo do Rio S&o Francisco, e

exemplares de B. glabrata provenientes de Ressaca, MG.
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1.2. Importancia da Esquistossomose no Brasil

A introducdo e disseminacdo da esquistossomose no Brasil sempre
esteve relacionada ao desenvolvimento econémico do pais. O principal fator
que contribui para a transmissao da esquistossomose numa comunidade é a
contaminacdo de cole¢cbes aquéticas, principalmente por fezes humanas de
pessoas infectadas que sdo depositadas na agua, favorecendo a eclosédo dos
miracidios (Noya et al, 2015).

A contaminacao fecal dos ambientes aquéaticos dulcicolas € o principal
componente do processo de transmissdo da esquistossomose e de outras
parasitoses de veiculacdo hidrica. Portanto, € nesta etapa do ciclo de
transmissdo que as acdes de controle teriam efeito mais eficaz e duradouro,
impedindo o parasito de alcancar o ambiente aquatico e , portanto,
inviabilizando seu desenvolvimento biolégico. As intervencdes que visam
impedir a contaminagéo fecal do meio ambiente sdo extremamente complexas,
envolvendo fatores ligados as praticas culturais, ao estilo e condicGes de vida
de determinadas populacdes (Carvalho, 2008).

Existem, pelo menos, duas vias classicas de contaminacdo fecal dos
ambientes aquaticos:

a) Individual: ocorre quando as pessoas defecam ao ar livre e as fezes
sdo carreadas pelas chuvas, atingindo as colecdes d'agua. Esta pratica €
fortemente enraizada na cultura rural, devido a historica caréncia de
saneamento, abastecimento de 4gua e informacao (Carvalho, 2008).

b) Coletiva: ocorre quando o residuo de esgotos residenciais é
diretamente lancado nas colecdes hidricas. Esta € uma pratica coletiva de
ocorréncia usual em localidades periurbanas e/ou favelizadas, cujas
populac6es ndo tem acesso a rede de esgotamento sanitario (Carvalho, 2008)

O clima de pais tropical permite, na maioria dos estados brasileiros, as
condicdes necessérias para a transmissdo da doencga. Assim, existe uma
incrivel variedade de habitats aquaticos, que funcionam como criadouros de
moluscos. Por outro lado, a eclosdo do miracidio, penetracdo deste no

molusco, evolucdo das formas parasitarias no caramujo, emergéncia e
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penetracdo de cercarias sdo também fortemente dependentes dessas duas
variaveis (temperatura e luminosidade) (Neves, 2011).

Outro fator que contribui para a disseminacdo da esquistossomose é a
migracdo da populacdo menos favorecida, que tende a migrar para a periferia
de centros urbanos, a procura de melhores condi¢cGes de vida, novas fronteiras
agricolas e/ou atividades de garimpo, dentre outras (Neves, 2011). Estas
migracdes associadas a manutencdo dos mesmos costumes sanitarios
contribuiram para a implantacdo de novos focos de transmissdo da doenca em
areas urbanas.

A migracdo das populagbes rurais de areas endémicas de
esquistossomose para 0s grandes centros urbanos reduziu a transmissao da
doenca nessas areas, onde o percentual da populacao rural brasileira diminuiu
de 70,5% para 15% em 2013 (Noya et al, 2015; World Bank, 2016).

Mudancas ecologicas, demograficas e melhores condigbes
socioecondmicas podem ser os fatores mais importantes para o controle da

esquistossomose (Noya et al, 2015).
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Figura 1 - Representacdo da Expansdo da Esquistossomose mansonica no
Brasil. Fonte: Brasil, com adaptacdes feitas por Heloisa M. N. Diniz, 1998 apud
Ministério da Saude, 2014.
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1.3. Hospedeiros Intermediarios no Brasil

No Brasil, 11 espécies do género Biomphalaria j& foram identificadas.
Dentre estas, Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria
straminea sao as responsaveis pela transmissao da esquistossomose no pais.

Das trés espécies de Biomphalaria transmissoras de S. mansoni, B.
glabrata é a principal hospedeira, por apresentar altos niveis de infeccéo e ter
sua distribuicdo, no Brasil, quase sempre associada a ocorréncia da
esquistossomose (Ministério da Saude, 2014). De acordo com Neves (2011) ja
foi registrada em ambientes naturais com taxas de positividade de até 80% e
um exemplar infectado pode eliminar até 18 mil cercarias por dia. Trata-se do
maior molusco da familia Planorbidae, sua concha podendo atingir 40mm de
diametro e 11mm de largura, com seis a sete giros. Apresenta-se com uma
borda arredondada com tendéncias para a direita e o lado direito ligeiramente
cbncavo, com o giro central profundo, e o esquerdo formando uma cavidade
rasa. A sutura encontra-se bem marcada em ambos os lados (Paraense, 1975).
A principal caracteristica da sua anatomia interna é a presenca de uma crista
renal pigmentada, localizada ao longo da superficie ventral do tubo renal, em
individuos adultos e uma linha pigmentada em individuos jovens. A medida que
0 animal cresce, ergue-se uma prega longitudinal sobre essa linha, formando a
crista renal (Thiengo et al, 2012).

A distribuicao de B. glabrata est4 quase sempre associada a distribuicdo
da esquistossomose. E encontrada numa faixa continua em quase todos o0s
estados brasileiros situados entre o Rio Grande do Norte e o Parand, estando
presente em algumas areas do Pard e Maranhdo, havendo apenas uma
populacao reportada no Piaui. Esta ausente no estado do Ceara (Carvalho et
al, 2008).

A concha adulta de B. tenagophila alcanca cerca de 35 mm de diametro
e 11 mm de largura na abertura. Suas outras caracteristicas sdo: sete a oito
giros mais acentuadamente no lado esquerdo; lado esquerdo ligeiramente mais
cbncavo que o direito; sutura bem marcada em ambos os lados; periferia
arredondada, tendendo para a direita. Em comparacdo com B. glabrata,
apresenta maior largura, principalmente do lado esquerdo e abertura mais

larga. A anatomia de B. tenagophila é quase idéntica a de B. glabrata, diferindo

26



apenas pela auséncia da crista renal ou da linha pigmentada. A sua distribuicdo
estd mais restrita ao sul do Brasil, sendo encontrada desde o sul da Babhia,
leste do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (Neves, 2011). B. tenagophila
€ encontrada na natureza com baixas taxas de infec¢ao, colonizando colecdes
hidricas permanentes, uma vez que esses moluscos seriam incapazes de
resistir a dessecacédo (Carvalho et al, 2008). Segundo Mello-Silva et al (1998)
h& isolamento geografico, mas ndo reprodutivo, uma vez que seus
experimentos mostraram que o cruzamento interespécies entre B. glabrata e B.
tenagophila é possivel, porem a fertilidade e fecundidade dos individuos
decaem, apos vérias geracdes, até o nascimento de descendentes estéreis.

B. straminea, a menor das trés espécies, apresenta concha com até 16
mm de didametro, seis milimetros de largura, cinco giros e paredes laterais
arredondadas. A principal caracteristica da anatomia interna € a presenca de
um enrugamento transversal nas paredes dorsal e esquerda da vagina,
ausente em B. glabrata. O rim ndo apresenta crista. Encontrada em quase
todas as bacias hidrogréaficas do Brasil, € a espécie predominante no Nordeste
do pais, tendo sido também responséavel por focos em Fordlandia, no Para, e
em Goiania. Apesar de apresentar taxas muito baixas de infeccdo a densidade
desse molusco nos criadouros do Nordeste € bastante alta (Neves, 2011). As
conchas dos moluscos hospedeiros de S. mansoni no Brasil s&o mostrados na
figura 2.

A distribuicdo das espécies do género Biomphalaria presentes neste

trabalho € mostrada nas Figuras 3 e 4.
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Figura 2 - Espécies hospedeiras de Schistosoma mansoni Sambon, 1907,

acervo do Laboratério de Referéncia Nacional para Esquistossomose-
Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (A= Biomphalaria glabrata; B=

Biomphalaria tenagophila; C= Biomphalaria straminea). Escalas 1cm.
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Figura 3 - Distribuicdo espacial de Biomphalaria straminea no Brasil. Fonte:
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Figura 4 - Distribuicdo espacial de Biomphalaria glabrata no Brasil. Fonte
Carvalho; Caldeira, 2004 apud Ministério da Saude, 2014.
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1.4. Ciclo Biolégico de Schistosoma mansoni

Os vermes adultos de S. mansoni vivem no sistema porta-hepético
intestinal do hospedeiro vertebrado e do homem (Carvalho et al, 2008; Neves,
2011; WHO, 2016). Os esquistossobmulos quando chegam ao figado
apresentam um ganho de biomassa exponencial e apds atingirem a maturagao
sexual, em torno de 25 dias, migram para o0s ramos terminais da veia
mesentérica inferior, principalmente na altura da parede intestinal do plexo
hemorroidario, onde se desenvolvem em machos e fémeas adultos e
acasalam. Em torno do 35° dia, a fémea inicia a postura dos ovos, que séo
ovais e possuem um espinho lateral caracteristico (Carvalho et al, 2008).

O ovo, por sua vez, libera uma grande variedade de imundgenos,
conhecidos coletivamente como "antigenos sollveis do ovo" (SEA, do inglés
soluble egg antigen) e mediam as respostas imunolégicas envolvidas com a
migracdo tecidual, agregacdo plaquetaria, adesdo ao endotélio vascular,
passagem para a luz intestinal, formacdo de granulomas e processos
relacionados a angiogénese (Carvalho et al, 2008).

Dos ovos em contato com a agua eclodem os miracidios e para que
ocorra a eclosdo ha a necessidade de luz (fototropismo positivo) e temperatura
ideais, pois os miracidios possuem fototropismo positivo. Uma vez fora do ovo,
o miracidio estimulado pelo muco do molusco liberado na agua, ira nadar até
encontrar um hospedeiro intermediario suscetivel, onde ird penetrar e sofrer
mudas até chegar a forma infectante para o vertebrado, a cercaria. A
combinagcdo dos intensos movimentos do miracidio e da acdo enzimatica
constituem os elementos que permitem a penetracdo da larva nos tecidos do
molusco (Neves, 2011).

Apds penetrar nas partes expostas do caramujo, sofrem intensas
modificacdes morfo-fisioldégicas e transformam-se em esporocistos primarios
que por sua vez, também sofrem mitoses podendo gerar outros esporocistos
primarios ou secundarios. Os esporocistos secundarios irdo originar as
cercarias que serao liberadas na agua através do tegumento do caramujo. A
liberacdo de cercarias s6 ocorre em presenca de luz e temperatura por volta

dos 26°C. Se a temperatura for mais alta ou mais baixa que esta, ou se a
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luminosidade nao for suficiente, a liberacao de cercarias € inibida (Carvalho et
al, 2008) (Figura 5).

O hospedeiro definitivo se infecta ao entrar em contato com a agua de
rios, lagos, etc, contendo as cercariasstas irdo penetrar na pele ou mucosas,
podendo vir a perder ou ndo a cauda que lhes dava mobilidade na agua. Uma
vez dentro do vertebrado o parasita passa a ser denominado de
esquistossdmulo (Carvalho et al, 2008) (Quadro 1). Dentro do vertebrado, o
trematdédeo continua sua migracdo através da pele até chegar a circulacéo
sanguinea. Uma vez na circulacdo, o esquistossémulo a utiliza como veiculo,
podendo passar por todo o corpo, inclusive coracdo e pulmdes até chegar a
seu habitat definitivo (Neves, 2011).

1.5. Desenvolvimento intramolusco de Schistosoma mansoni

ApOs a penetracdo no caramujo o miracidio perde seu revestimento
epitelial ciliado e permanece nas proximidades do local de penetracdo (Rey,
2008), que por sua vez, pode ser qualguer area das partes expostas do
caramujo, sendo, porém, a base dos tentaculos e o pé os locais preferidos.
Inicialmente, 0 esporocisto apresenta movimentos amebdides, que diminuem
com o tempo, até a completa imobilidade da larva. As células germinativas, em
namero de 50 a 100, iniciam, entdo, um intenso processo de multiplicacdo
(poliembrionia), fazendo com que, apds 72 horas, a larva, chamada esporocisto
primario, esporocisto-mae ou, simplesmente, esporocisto |, dobre de tamanho
(Neves, 2011). A parede do corpo compreende, externamente, uma membrana
plasmatica e, internamente uma camada sincicial. Grandes células
germinativas isoladas, ou agrupadas, podem estar incluidas na parte do corpo
ou livres no meio liquido que preenche o esporocisto (Rey, 2008). Os macicos
celulares diferenciam-se para constituir os esporocistos secundarios. Em
condi¢cbes ideais de temperatura, entre 25 e 28°C, ocorre a formagao dos
esporocistos secundarios, que se inicia a partir do 14° dia ap0s a penetragédo
do miracidio. Esta evolucdo pode ser significativamente retardada em

temperaturas abaixo de 20°C (Neves, 2011).
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O esporocisto primario aumenta em comprimento, forma, constricbes e
curvaturas, apresenta movimentos de expansao ou contragao e, rompe-se para
liberar 20 a 40 esporocistos secundérios. Estes migram para as regides da
glandula digestiva e do ovoteste do molusco, onde continuam a crescer.
Quando maduros, estes esporocistos secundarios tem uma parede mais
grossa e cavidade germinativa mais estreita que 0S esporocistos primarios,
exibindo na extremidade anterior uma protuberancia mével e um poro para a
eliminacdo de cercéarias. As células germinativas acumulam-se no outro
extremo da cavidade, permanecendo em constante multiplicacdo. Pouco a
pouco, os aglomerados celulares vdo se diferenciando em cercarias (Rey,
2008).

A migracao dos esporocistos secundarios inicia-se em torno do 18° dia de
infeccdo do molusco, com a migracdo ocorrendo ativamente através dos seus
tecidos. A saida dos esporocistos do local de penetracdo do miracidio, onde a
maioria se desenvolve, até a glandula digestiva, leva de dois a trés dias. A
localizac&o final dos esporocistos sera nos espacos intertubulares da glandula
digestiva, local onde ha maior quantidade de nutrientes (Neves, 2011).

A formacdo completa da cercéria, até sua emergéncia para 0 meio
aquatico, pode ocorrer num periodo de 27 a 30 dias, em condi¢des ideais de
temperatura (cerca de 28°C). Um Unico miracidio pode gerar de 100 a 300 mil
cercéarias, e cada miracidio ja leva definido o sexo das cercarias que serdo
produzidas (Neves, 2011). A vida do miracidio dura entre 8 a 12 horas, depois
disso se ndo encontrar um hospedeiro, ele morre (Carvalho et al, 2008).

Quando um caramujo infectado é retirado da agua e levado a um estado
de anidrobiose, a evolugcdo do parasito interrompe-se por igual periodo,
retomando seu curso assim que o planorbideo voltar as condi¢cdes normais de
vida (Rey, 2011).

Moluscos infectados por uma grande carga parasitaria de miracidios de S.
mansoni podem sofrer castracdo parasitaria ou morrer em consequéncia das
destruicbes causadas na glandula digestiva ou em outros 6rgaos (Rey, 2011;
Faro et al, 2013). A reacdo dos tecidos do molusco contra 0s parasitos
(formacéo de granulomas e lise) tem lugar desde os primeiros dias de infeccao

e é tanto mais intensa quanto mais resistente ao parasitismo mostrar-se a
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espécie ou variedade de Biomphalaria a cepa de Schistosoma em causa. De
acordo com Rey (2011) os moluscos hospedeiros mais suscetiveis ao S.
mansoni praticamente ndo reagem a presenca dos esporocistos desse parasito

em seus tecidos.
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Hospedeiro
Definitivo

2 Ovo
Cercéaria

_ Miracidio
Hospedeiro
Intermediario

S
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233pm
Esporocisto Esporocisto
Secundario Primario

Figura 5 - Ciclo Bioldgico de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, acervo do
Laboratério de Referéncia Nacional para Esquistossomose-Malacologia do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, adaptado de Guaraldo (1981) e Barros da Silva
(2014). Extraido de Ministério da Saude, 2007.
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Quadro 1 - Expectativa de vida de S. mansoni, nas suas diferentes fases do
ciclo biologico. Adaptado de Rey (2011) e Carvalho et al (2008).

Até sete dias para maturacdo. A postura pode comecar

Ovo Imaturo no 30° dia ap0s a infeccao (d.a.i.) e a partir do 40° d.a.i., podem
ser encontrados ovos nas fezes, recomecando o ciclo.
Ovo Maduro Dentro do hospedeiro, até 20 dias.
Dentro do ovo, em fezes sdlidas, sem exposicao direta da
luz, até cinco dias. Depois da eclosdo do ovo, no meio aquoso,
Miracidio com temperatura adequada, até 24 horas. Segundo Rey

(2008), entre 24°C e 28°C cerca de metade morre nas
primeiras oito horas de vida livre e os restantes entre 8 e 12

horas.

Esporocisto Primario

Cerca de duas semanas até se transformar em
esporocisto secundéario. Resultam, aproximadamente, de cada

esporocisto primario de 20 a 40 esporocistos secundarios.

Esporocisto Secundarig

Trés a quatro semanas até a formacdo de cercarias.
Segundo Rey (2008), os esporocistos secundarios, depois de
produzirem cercarias por um tempo, podem voltar a formar
novas geracoes de esporocistos capazes de retomar a
producdo de novas cercarias e este processo pode levar até
mais de oito meses. E importante destacar que cada miracidio
pode gerar até 300.000 cercarias e que 0 molusco comeca a

elimina-las por volta da quinta semana.

Cercéria

Até dois dias na &agua, embora a infectividade caia
rapidamente. Leva entre dois a 15 minutos para penetrar na

pele, segundo Carvalho (2008).

Esquistossdmulo

E formado logo apds a penetracéo na pele do hospedeiro
vertebrado. Segundo Carvalho (2008), em 27 dias, depois da

penetracao na pele, pode transformar-se em verme adulto.

Verme Adulto

Pode viver de seis a 10 anos, segundo Rey (2008).
Embora existam relatos de pacientes eliminando ovos até 30

anos apos sair da area endémica.
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1.6. Sistema de Defesa Interno dos Moluscos

O sistema imune dos moluscos, assim como de outros invertebrados
consiste da imunidade inata, que pode ser considerada uma forma ancestral da
imunidade presente nos vertebrados (Neves, 2011). Barreiras externas de
moluscos (conchas, muco, epitélio), constituem a primeira linha de defesa
contra patdégenos e parasitos. Quando estas barreiras séo ultrapassadas, uma
segunda linha de defesa interna, envolvendo componentes celulares e sollveis
da hemolinfa, comeca a atuar. Alguns autores denominam os elementos ou
substancias soluveis da hemolinfa de componentes humorais, ja identificados,
como: enzimas lisossomais, lectinas, aglutininas, proteinas relacionadas ao
fibrinogénio (FREPS), lectinas do tipo C, toxinas formadoras de poros, tal qual a
biomphalisina e peptideos antimicrobianos (Lavine e Strand, 2002; Zanker,
2010; Galinier et al, 2013). Tais componentes ajudam no reconhecimento de
patbgenos e parasitos ligando-se a estes, promovendo ou estimulando sua
eliminacdo através da opsonizacdo ou da morte direta (Sokolova, 2009).

Os hemdcitos sao os principais componentes efetores do sistema imune
dos moluscos, sendo responsaveis pelo reconhecimento e fagocitose de
antigenos nao proéprios, inclusive microorganismos invasores, como Vvirus e
bactérias, ou por encapsular estruturas maiores, como helmintos, e entéo
destrui-las (Van Der Knaap, 1990; de Jong et al, 2001; Hahn et al, 2001). Tal
processo inclui varias etapas: reconhecimento, adeséo, ingestdo, destruicdo ou
encapsulamento e eliminacéo final de células ou materiais estranhos (Ottaviani,
2006). De fato, os hemdcitos produzem e secretam proteinas proteoliticas, que
sdo fatores soluveis da hemolinfa que opsonizam e agregam antigenos nao
préprios para facilitar a fagocitose (Richards e Renwrantz, 1991. A superficie
dos hemacitos contém varios ligantes para lectinas que sdo heterogéneos entre
as espécies e cepas (Martins-Souza, 2006; 2011). Tipos distintos de hemdécitos
expressam receptores especificos para lectinas em sua superficie celular (Joky
et al, 1983). A resisténcia de caramujos do género Biomphalaria a infeccéo por
S. mansoni é diretamente proporcional a capacidade de seus hemdcitos, em
suspensdo na hemolinfa, de envolverem as formas parasitarias recém
penetradas, formando um encapsulamento em torno desta e terminando por

destrui-la (Neves, 2011). Segundo Boswell (1986) e Bayne (1980),
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esporocistos previamente tratados com a lectina Concanavalina A eram
encapsulados, mas ndo eram mortos nos caramujos resistentes a infeccao.
Meuleman et al (1987) mostraram que o processo de encapsulagdo ocorre
tanto nas cepas suscetiveis quanto nas cepas resistentes, mas so resulta em
morte parasitaria na cepa resistente. Outros autores teorizam que € necessario
reconhecimento especifico para ocorrer a encapsulacao e resposta citotoxica
efetiva (Loker, 1990). Azevedo et al (2006) discutiram que hemdcitos séo
capazes de responder ao estimulo local sem a acdo imediata dos fatores
soluveis que ficam localizados em outras regides do hospedeiro.

Em invertebrados, que ndo produzem imunoglobulinas, o
reconhecimento é mediado por lectinas (Neves, 2011). As lectinas sao
definidas como proteinas ou glicoproteinas de natureza ndo enzimatica que
nao pertencem a superfamilia das imunoglobulinas. Reconhecem e se ligam
especificamente a carboidratos (Barondes, 1988), podendo também
reconhecer proteinas, enzimas e imunoglobulinas. Elas desempenham um
importante papel no reconhecimento célula-célula e sdo consideradas como
possiveis participantes nas interacbes imunes entre 0 caramujo € O
trematddeo, em um sistema onde nédo existem anticorpos (Horak, 1997).

Segundo Knaap e Loker (1990), a infectividade do parasito envolve o0s
seguintes mecanismos imunoldgicos: (i) mimetismo molecular, quando os
parasitos compativeis sintetizam e expdem moléculas que sdo reconhecidas
como “self’ pelos hemdécitos do molusco; (i) mascaramento molecular no qual o
parasito compativel adquire moléculas do hospedeiro ou passivamente ou via
receptores especificos, e ndo é reconhecido pelo sistema imune do molusco;
(i) auséncia de reconhecimento, onde o parasito compativel possui moléculas
que ndo sao reconhecidas pelos hemécitos do hospedeiro; (iv) producdo de
epitopos ndo reconheciveis, onde 0 parasito compativel sintetiza epitopos
capazes de Ihe conferir protecéo; e (v) mecanismo de interferéncia, quando o
parasito produz e excreta produtos capazes de interferir na agdo do sistema
imune do molusco.

Nas espécies do género Biomphalaria, as respostas do sistema de defesa
interno as larvas de trematddeos sao parcialmente dependentes da capacidade

dos hemacitos reconhecerem moléculas do tegumento do esporocisto, levando
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a ativacao celular e producéo de metabalitos de oxigénio e nitrogénio altamente
toxicos que sdo associados a mortalidade parasitaria (Hahn et al 2000, 2001;
Bender et al, 2005; Bayne, 2009; Moné et al 2010). Nesse contexto, o primeiro
passo na ativacdo desse mecanismo de defesa € o reconhecimento do parasito
pelos hemacitos. A caracterizacdo morfolégica dos hemdécitos de B. glabrata e
B. straminea foi apresentada por Cavalcanti et al (2011), que estudaram
exemplares n&o expostos.

O tegumento dos esporocistos de S. mansoni € composto de moléculas
altamente glicosiladas (Yoshino, 1977; Uchikawa & Loker, 1991; Johnston &
Yoshino, 1996) que se ligam a proteinas soluveis da hemolinfa de B. glabrata
de uma forma carboidrato dependente (Johnston & Yoshino, 1996). Além do
mais, foi demonstrado que glicoproteinas excretadas/secretadas pelos
esporocistos de S. mansoni também se ligam aos hemocitos via receptores
ligantes de carboidrato (Johnston & Yoshino, 2001). Dessa forma, a ligacao
carboidrato-lectina poderia mediar funcionalmente a associa¢do dos hemdécitos
ao tegumento do trematédeo (Van der Knaap & Loker, 1990; Johnston &
Yoshino, 2001; Bayne, 2009). Consequentemente, essa ligacdo poderia ser um
fator determinante da suscetibilidade de Biomphalaria a infeccdo por S.
mansoni. As lectinas mais conhecidas presentes na hemolinfa de B. glabrata
sdo membros de uma familia de proteinas relacionadas ao fibrinogénio
(FREPs) (Adema et al, 1997; Zhang et al, 2008). FREPs sdo lectinas
dependentes de calcio que contém um ou dois dominios N-terminais parecidos
com o das imunoglobulinas e um dominio fibrinogénio C-terminal. Essas
lectinas sdo reguladas depois da infeccdo pelo trematdédeo e associadas a
moléculas portadoras de glicanos liberadas pela larva do parasito (Zhang et al,
2008; Hanington et al, 2010a, b; Moné et al, 2010). Trabalhos recentes
demonstraram que o FREP3 de B. glabrata tem propriedades ops6nicas contra
hemacitos e que a deplecdo de FREPS3 resultou numa alteracéo da resisténcia
do caramujo a infeccdo pelo parasito Echinostoma paraensei (Hanington et al,
2010b). Entretanto, os FREPs ndo foram identificados em outras espécies de
Biomphalaria e suas fungdes no reconhecimento e destruicdo de parasitos

ainda néo foi bem definido (Bayne, 2009).
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Apesar de nao dispor das mesmas lectinas utilizadas por Martins-Souza
et al (2006) ao caracterizar hemadcitos de B. glabrata e B. tenagophila, as
lectinas utilizadas neste estudo ligam-se aos mesmos carboidratos que as
lectinas usadas por estes autores (ver tabela em anexo).

Segundo Cavalcanti et al (2011), os moluscos do género Biomphalaria
possuem cinco tipos de hemdcitos: as células blasticas, os granulécitos, os
hialindcitos tipo I, hialindcitos tipo 1l e hialindcitos tipo I11.

As células blasticas possuem o formato esférico, exibem um ndcleo
grande, localizado centralmente e citoplasma restrito a uma pequena area ao
redor do nucleo. Seu diametro variou entre 3-5um para B. glabrata e 4-5um
para B. straminea. Estas células possuem caracteristicas comuns a células
jovens ou de células precursoras de outros hemaocitos (Cavalcanti, 2011).

Os granulécitos séo células polimérficas, cujo formato pode variar de
esférico a fusiforme, contendo um variado nidmero de granulos basofilicos em
seu citoplasma, que podem estar localizados na periferia ou no centro da
célula. O tamanho destas células varia entre 7-8um para B. glabrata e 6-7um
para B. straminea. Em B. straminea, esta autora encontrou nucléolo evidente e
granulos em diferentes estagios de formacédo (Cavalcanti, 2011).

Os hialindcitos tipo |, apresentam perfil polimorfico com o ndcleo central
ou deslocado. A membrana deste hemacitos apresenta filopddios/pseuddépodes
e seu diametro varia entre 7-12um para B. glabrata e 5-8um para B. straminea.
(Cavalcanti, 2011).

Os hialinécitos tipo 1l, sdo descritas como ovais possuindo nucleo
excéntrico sem nucléolo proeminente e citoplasma homogéneo com a presenca
de vesiculas e ribossomos livres. Estas células medem entre 9-10um para B.
glabrata e para B. straminea (Cavalcanti, 2011).

Os hialindcitos tipo 1, sdo consideradas as maiores células encontradas
na hemolinfa com diametro variando entre 10-12um para B. glabrata e 9-11um
para B. straminea. S&o células cujo formato varia de esférico a oval, com
nacleo grande e esférico que pode estar localizado de forma central ou

excéntrica (Cavalcanti, 2011).
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1.7. Relagdo Biomphalaria straminea —Schistosoma mansoni

Estudos epidemiol6gicos mostram que a suscetibilidade de B. straminea
ao S. mansoni € a mais baixa das trés espécies hospedeiras desse trematddeo
no Brasil, variando (dependendo da populacdo do molusco e da cepa do
parasito) de 1,2% a 12,8% (Fernandez e Pieri, 2001; Fernandez e Thiengo,
2002). A taxa de infectividade mais alta nesta espécie de molusco foi
encontrada em uma populacdo de Juiz de Fora, MG: 28,6% (Massara et al,
2002).

A compreensdo do mecanismo de resisténcia de parte da populagcéao de
B. straminea ao S. mansoni vem sendo estudada, mas ainda ha poucas
informacdes a respeito da razdo de ocorrer esse comportamento resistente em
parte da populacdo desse molusco. Segundo Fernandez e Pieri (2001) a
imaturidade do sistema imune, peculiar a individuos muito jovens, influencia na
infectividade do mesmo. Assim, 0s espécimes suscetiveis e futuros
mantenedores do ciclo natural teriam de ser ainda expostos em tenra idade aos
miracidios.

O mecanismo de resisténcia € um carater genético dominante, o que
pode explicar porque apenas uma pequena porcentagem da populacdo de B.
straminea mantém o ciclo deste trematdédeo (Florence et al, 2005). Estudos
mostram que esse perfil com padrdo dominante pode ser transferido ao
espécime suscetivel ou a seus hemdécitos in vitro através de alo enxerto de
APO (Amebocyte Producing Organ) ou pela transferéncia de hemolinfa de
individuos resistentes (Barbosa et al, 2006; Pereira et al, 2008).

No presente trabalho descrevemos as caracteristicas da citologia dos
hospedeiros intermediarios Biomphalaria straminea da cepa Sousa, Paraiba e
Biomphalaria glabrata da cepa Ressaca, Minas Gerais, ndo expostos e apds a
exposicdo por Schistosoma mansoni. E abordado o papel de algumas lectinas
durante a resposta imune dos hospedeiros, assim como a relagcdo parasito-

hospedeiro, onde as células dos moluscos foram desafiadas pelos parasitos.
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1.8. Justificativa

Em termos de helmintoses relevantes para a Saude Publica, a
esquistossomose constitui uma das principais endemias negligenciadas que
acometem a populacdo de baixa renda, principalmente no nordeste do pais,
onde Biomphalaria straminea é o principal transmissor nessa regido. Sua
importancia como hospedeiro aumenta com a implementacdo de grandes
projetos hidricos e a possibilidade de irrigacdo de novas areas do nordeste
setentrional, como € o caso da transposi¢cdo do Rio Sdo Francisco. Entretanto,
estudos envolvendo a interacdo parasitaria B. straminea-S. mansoni séo
escassos devido a aspectos da biologia desse hospedeiro, entre eles a
resisténcia a infeccéao.

Estudos de resisténcia a infeccdo podem sugerir a existéncia de um
padrdo molecular que confere resisténcia ao S. mansoni e pode estar presente
total ou parcialmente nos planorbideos hospedeiros. A identificacdo de
algumas destas moléculas presentes na interacdo hemdcito/esporocisto ja tem
sido realizada. Com lectinas, por exemplo, Martins-Souza et al (2006)
observaram diferentes propor¢cdes de marcacdo ao examinar hemaocitos de B.
glabrata suscetivel e de uma cepa resistente de B. tenagophila (Taim) apos a
exposicao a miracidios.

Ao estudarmos experimentalmente uma populacdo de B. straminea de
Souza, PB, registrada como area endémica da esquistossomose, encontramos
uma populagdo com um perfil de baixa infectividade. A partir deste achado
resolvemos caracterizar aspectos morfoldgicos dos descendentes de individuos
com este perfil resistente. A caracterizacdo de um perfil morfolégico e
enzimatico relacionado ao comportamento resistente ao S. mansoni pode
contribuir para o entendimento desse processo e ainda verificar se este é

comum nas espécies e cepas com este padrao.
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II. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da relagdo Biomphalaria straminea-
Schistosoma mansoni, através de estudo imunocitolégico e histopatolégico
envolvendo a participacao de lectinas em hemdacitos de B. straminea expostas
ao S. mansoni, visando a obtencdo de um perfil fenotipico que caracterize o
comportamento resistente de uma populagdo de B. straminea oriunda de
Souza-PB.

2.2. Objetivos Especificos

a) Verificar possiveis alteracdes na composicdo celular, através da
contagem e caracterizacdo morfolégica de hemdcitos circulantes, em
Biomphalaria straminea e Biomphalaria glabrata experimentalmente infectadas
por Schistosoma mansoni.

b) Verificar a presenca de lectinas nos hemdécitos em cultura de B.
straminea e de B. glabrata desafiados pelos parasitos;

c) Conhecer aspectos in vitro da interagdo S. mansoni-B. straminea e B.
glabrata através da cultura de hemdcitos destes moluscos desafiados por

esporocistos primarios de S. mansoni;
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lll. MATERIAL E METODOS

3.1. Moluscos Utilizados para a Infec¢gao experimental

Foram utilizados exemplares de B. straminea provenientes da cepa
Sousa (PB) e B. glabrata provenientes da cepa Ressaca (MG), providas pelo
Laboratorio de Referéncia Nacional para Esquistossomose-Malacologia do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. A partir do 30° dia de infeccdo, os moluscos

foram expostos a luz de 60 Watts para verificar a liberagéo de cercérias.

3.2. Infecgcéo do Hospedeiro Definitivo e Obtenc¢éo dos Miracidios

Camundongos Swiss Webster séo utilizados na manutencéo do ciclo do
S. mansoni (cepa BH - Belo Horizonte, Minas Gerais) mantido nos
Laboratorios de Patologia e Laboratério de Referéncia Nacional para
Esquistossomose-Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz - 10C/Fiocruz.
Animais com cinco dias de vida foram infectados com 70 cercarias via
percutédnea. Eles foram colocados em pocos de cultura de células com espaco
para seis animais contendo uma lamina d’agua com as larvas que penetraram
através da pele. Apés o desmame, com aproximadamente 21 dias de idade, os
machos e fémeas foram separados para evitar a procriacao.

O exame parasitolégico de fezes foi feito a partir do 30° dia pés-infeccéo
a partir da técnica de sedimentacao espontanea (Lutz, 1919) a fim de detectar
a presenca dos ovos do parasita. Uma vez confirmada presenca dos ovos
vivos, os sedimentos foram expostos a luz de 60 Watts, durante 15 minutos,
para que ocorresse a eclosdo dos miracidios que foram utilizados para infectar

0S moluscos.
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3.3. Exposicao dos Moluscos

Foram utilizadas B. straminea da cepa Sousa (PB), cujos diametros das
conchas variaram entre 2mm e 5mm e B. glabrata da cepa Ressaca (MG),
cujos diametros das conchas variaram entre 5mm e 8mm. Moluscos de ambas
as espécies foram expostos em massa e individualmente a miracidios da cepa
BH de S. mansoni.

Para realizar a exposi¢cdo em massa, 0s moluscos foram acondicionados
em placas de Petri contendo os parasitos. A exposicdo individual a cinco
miracidios foi realizada a partir da contagem dos parasitos que foram
acondicionados em Erlenmeyer de 125ml coberto com papel aluminio apos a
sedimentacdo. Os miracidios foram capturados com pipetas de vidro e
contados em placas de 24 pocos. Apds a contagem os moluscos foram
colocados nos pogos contendo os miracidios. Doze moluscos de cada espécie
foram usados como controles.

Os moluscos foram dispostos em grupos de quatro animais cada. Trés
grupos de moluscos expostos em massa foram sacrificados no inicio do
periodo pré-patente, apds 24 horas e outro grupo, de 12 moluscos, foi
sacrificado no inicio do periodo patente que correspondeu a 30 dias apés a
infeccdo. Nestes grupos foram efetuados o0s seguintes procedimentos:
contagem e identificacdo morfoldégica de hemdécitos, marcagcdo por lectinas,
interacdo parasito-hospedeiro e histologia. Ap6s 30 dias de exposi¢ao, tanto B.
straminea quanto B. glabrata foram expostas a luz de 60 Watts para emissao
de cercarias a fim de confirmar a infeccéo.

Para complementar o estudo dos hemdécitos através da marcacdo por
lectinas, outros grupos de moluscos foram expostos. Um foi sacrificado apés 0
minuto (momento inicial da penetracdo do miracidio, realizado através de
observacdo no microscopio estereoscopico), 48 e 72 horas apos exposicdo em
massa (4 moluscos/tempo) e outro grupo foi sacrificado ap6s 0 minuto, 15, 30 e
45 minutos apoés exposicao individual por cinco miracidios (4 moluscos/tempo).

Apés a exposicdo, as placas ainda contendo os moluscos foram
observadas para constatar a presenca de miracidios, porém nenhum parasito

foi avistado. Os animais foram colocados em aquéarios de vidro com as
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medidas: 20cm de diametro, 10cm de altura, 5mm de espessura e com
capacidade para dois litros de agua. Os animais foram mantidos nos aquarios e
alimentados com alface ad libitum.

Para realizar a interacdo parasito-hospedeiro, os miracidios foram
coletados de acordo com Jurberg et al (2008) e também foram contados em

placas de 24 pocos.

3.4. Coleta de Hemolinfa dos Moluscos

Para averiguar as mudancas celulares decorrentes da exposicéo, a
hemolinfa foi extraida de moluscos com 60 dias de vida, tanto expostos quanto
controles, constituindo um pool. Os animais tiveram o coracgdo perfurado por
uma agulha 26,5G em uma seringa de 1ml (insulina). A hemolinfa foi

acondicionada em tubos Eppendorf em banho de gelo.

3.5. Contagem e Tipagem de Hemacitos

Os Eppendorfs contendo a hemolinfa dos moluscos foram centrifugados
a 100rpm durante 10 minutos na centrifuga Rotina 380R Hettich Lab
Technology. Uma aliquota de 10ul de hemolinfa foi corada com 10ul de Azul de
Tripan para contagem em camara de Neubauer a fim de avaliar o nUmero de
hemocitos. As células foram contadas em Microscopio Optico Axio Skop com
camera AxioCam HRc da Zeiss.

Foi adicionada Formalina neutra 10% com Sacarose 30% (Malaguefio et
al, 1998) a hemolinfa restante na proporcdo 1:1 para preservar os hemacitos
para uso posterior.

Os resultados foram expressos em média e desvio-padrédo e submetidos
ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para andlises
intraespecificas e teste Mann-Whitney para analises interespecificas no mesmo
periodo (a = 5%). Todas as andlises foram conduzidas no software
GraphPadPrism (GraphPad V.4.00, Prism, GraphPad, vol. 3.02 Prism inc.).
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Este procedimento foi realizado tanto para os moluscos expostos em

massa quanto para os expostos individualmente.

3.6. Citocentrifugado e Esfregaco

Apds a contagem, os hemdcitos foram ressuspensos e em seguida
submetidos ao processo de citocentrifugacdo na centrifuga Cellspin | Tharmac.
Em virtude do tamanho do molusco, o volume total de hemolinfa de B.
straminea variou entre 10ul e 50ul, portanto metade do volume da hemolinfa
desse molusco foi usado, enquanto que para B. glabrata foi usada uma
aliquota de 100ul de hemolinfa. As aliquotas foram inseridas em funis de
plastico e estes foram acoplados a suportes de metal contendo um papel de
filtro em contato com uma lamina histologica. Os hemacitos foram submetidos
a 500rpm durante 10 minutos.

Para fazer o esfregaco, 50ul da hemolinfa da B. glabrata e o restante do
volume de hemolinfa de B. straminea foram estendidos sobre uma lamina e
deixados secar em temperatura ambiente durante 24 horas e em seguida
montadas em goma de damar.

Os hemdcitos contidos nas laminas de citocentrifugado e de esfregaco
foram corados em Giemsa 20% para realizar a tipagem (Malaguefio et al, 1998)
e fotografados através do Microscopio Optico Axio Skop com camera AxioCam
HRc da Zeiss. Outras laminas foram submetidas a imunofluorescéncia para a

identificagdo de carboidratos através de lectinas fluoresceinadas.

3.7. Histologia dos moluscos

Apos a coleta de hemolinfa, os moluscos foram removidos das conchas
a partir do esmagamento entre duas placas de vidro. Os residuos de concha
foram removidos e o0s corpos preservados em Formalina Millonig de Carson
(Carson et. al, 1973) para posterior processamento histolégico. Este
procedimento ocorreu com B. straminea e B. glabrata apos 24 horas e 30 dias

de exposicdo em massa. Animais controles ndo expostos foram utilizados para
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comparacao com possiveis lesdes teciduais causadas pelo parasitismo nos
moluscos expostos.

As partes moles dos moluscos foram fixadas por um tempo minimo de
24 horas. Em seguida o material foi clivado, removido do fixador e lavado em
agua corrente por uma hora. Apos a lavagem, foi imerso sequencialmente em
cubas contendo alcool etilico nas seguintes concentragdes: 20%, 30%, 50%,
70% e 95% durante 30 minutos cada banho. Logo apés, foram colocados em
cubas contendo alcool butilico a 100% por 30 minutos, 40 minutos e uma hora,
cada banho. Posteriormente, o material foi impregnado em parafina durante
duas horas. Foi feita a inclusdo dos moluscos em blocos de parafina utilizando-
se o0 aparelho de autoinclusdo Shandon Histocentre 2. Utilizando-se o
micrétomo Leica RM 2135 Rotary, foram feitos, em cada bloco, cortes de 5um
de espessura os quais foram aderidos a laminas histolégicas, onde foram
realizadas a coloracao de hematoxilina e eosina descrita abaixo.

As laminas foram colocadas em suportes de vidro e passaram por um
processo para remocao da parafina seguido de hidratacdo e que consiste em:
trés banhos em xilol absoluto, trés banhos em alcool absoluto, um banho em
alcool 95%, um banho em &lcool 70% e um banho em agua destilada. Cada
banho com duracéo de trés minutos. Apos a hidratacdo do tecido, as laminas
foram embebidas no corante Hematoxilina de Mayer por 20 minutos. Apds a
imersdo no corante, as laminas foram deixadas sob agua corrente por 25
minutos a fim de remover o excesso. Em seguida, elas foram embebidas em
alcool 70% por trés minutos e depois foram colocadas no corante Eosina
durante trés minutos. Apdés a imersdo em eosina, as laminas foram
desidratadas em série alcodlica crescente, composta por: uma vez em alcool
70%, uma vez em alcool 95%, alcool 100% (3 vezes durante 3 minutos cada),
clarificadas em xilol absoluto (3 vezes durante 3 minutos cada) e montadas em

goma de Damar (Tolosa, 2003).
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3.8. Transformacédo in vitro de Miracidios em Esporocistos

Primarios

AplOs a realizacdo da sedimentacdo espontanea (Lutz, 1919) para
obtencdo de miracidios, o material foi acondicionado em Erlenmeyer e foi
realizada a contagem dos parasitos em placa de 24 pocos através de
microscopio estereoscoépico. Foram utilizados 100 miracidios para a conversao.
Os miracidios foram transferidos para um tubo Falcon de 50ml e incubados no
gelo por 30 minutos para decantacdo dos mesmos. O sobrenadante foi
aspirado, deixando-se aproximadamente 1,5ml no tubo.

Antes da incubag&o dos miracidios em meio de cultura RPMI-1640 (LGC
Biotecnologia BR30011-05), o fluxo laminar foi limpo com etanol 70% e
esterilizado com luz ultravioleta (UV) por 15 minutos. Um dos dois tubos
contendo o meio, outro tubo estéril vazio de 50ml, soro fetal bovino (SFB) e
penicilina/estreptomicina, suporte para tubos, pipetas de 1000ul e 200ul com as
respectivas ponteiras foram levados para o fluxo laminar e deixados sob UV
por 10 minutos, trocando os lados e deixando-os sob UV por mais 10 minutos.

O meio de cultura final foi preparado colocando 14,1ml do meio RPMI no
tubo vazio, 750ul de SFB inativado (5%) (WL Imunoquimica) e 150ul de
penicilina/estreptomicina (100ug/ml) (Sigma P0781). Apdés homogeneizar o
meio final, este foi colocado em garrafa de cultura estéril de 25mm?. A este foi
adicionado a solu¢éo de 1,5ml contendo os 100 miracidios.

A garrafa foi incubada em estufa BOD com temperatura entre 26-28°C
por 24 horas. Em seguida a garrafa de cultura foi deixada a temperatura
ambiente por 1 hora. O conteudo foi transferido para um tubo Falcon de 15ml e
centrifugado 2000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado
deixando o volume de 1ml aproximadamente. A solugcédo foi ressuspensa no
fluxo laminar com meio RPMI-1640 sem SFB e antibidticos e novamente
centrifugado a 2000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado
deixando o volume de 3ml. A amostra foi homogeneizada e dividida em trés
pocos na placa de cultura de 24 pocos, onde em cada poco foi adicionado 5pl
de lectinas conjugadas a FITC (Lens culinaris, Arachis hypogea e Griffonia

simplicifolia — diluigdo 1/200) A placa teve ainda um pogo adicionado com o
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sobrenadante para controle negativo. A placa foi incubada em estufa de CO2 a
37°C por 30 minutos e observada em microscopio de epiluminescéncia. O
material foi fixado em solug&o de paraformaldeido a 4% em PBS e estocado a

4°C. Protocolo de acordo com Mattos et al (2011).

3.9. Interacao parasito-hospedeiro

Para avaliar a capacidade de encapsulacdo dos hemdécitos, os mesmos
foram desafiados pelos parasitos em cultura. Para tal, apdés a contagem na
camara de Neubauer e centrifugagcdo, o sobrenadante foi aspirado, deixando-
se o volume de 30ul de hemolinfa de B. glabrata e o volume total da hemolinfa
de B. straminea. Os hemdcitos foram suspensos em CBSS (Chermin, 1963)
suplementado com 2% de aminoéacidos essenciais, 5% de soro fetal bovino e
2% de antibidticos penicilina/estreptomicina. O volume de CBSS foi
proporcional ao volume de hemolinfa, ou seja, 1:1.

Os esporocistos foram centrifugados a 2000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi desprezado até o volume de 1ml. A este volume foi
adicionado o meio RPMI sem suplementos e foi novamente centrifugado,
deixando 1ml.

Os parasitos foram acondicionados em placa de 24 pocos com fundo de
laminula e esta foi levada a estufa de CO2 a 37°C por 30 minutos e logo apos
os hemdcitos foram adicionados e a interagdo foi fotografada durante 6 horas
em Microscoépio de Epiluminescéncia Axio Observer Z.1 com camera AxioCam
MRc5 da Zeiss.

3.10. Marcagao com Lectinas Fluoresceinadas

As laminas foram lavadas em tampao PBS 0,01M pH 7.4 por 10 minutos
e em seguida foi feita a revelacdo antigénica em tampdo TUF (Target
Unmasking Fluid — Pan Path ZOOOR0O000 — 3x concentrado) aquecido em
microondas a 95°C, no qual as laminas foram mantidas por 10 minutos. As
laminas foram lavadas em agua destilada (duas vezes) e em PBS por 15

minutos. O citocentrifugado foi submetido a banho em Triton X-100 Sigma T-
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9284 0,05% em PBS por 10 minutos. O citocentrifugado foi incubado com
solucdo de bloqueio de ligages inespecificas feita a partir de: 8% de soro fetal
bovino, 1% de leite em p6 desnatado (de cabra ou Molico) e 2,5% de albumina
bovina, diluidos em PBS ligeiramente aquecido a 0,01M com pH entre 7.2 e 7.6
por 15 minutos.

As lectinas fluoresceinadas (FITC) 1 — Griffonia simplicifolia (syn.
Bandeiraea simplicifolia) (DC) Baill e 2 — Lens culinaris Medik (1:200
respectivamente) e incubados “overnight” a 4°C em camara umida.

As laminas foram lavadas em PBS (trés vezes por 3, 5 e 7 minutos
cada) e em seguida foi adicionado o marcador de DNA, DAPI (Invitrogen
D1306 1306699) na concentracdo 1:5000 durante 1 minuto e, logo apls as
laminas foram lavadas em PBS da mesma forma descrita acima.

Por dltimo, as laminas foram montadas com Pro Long Gold (Invitrogen
P36935), secaram em temperatura ambiente durante 24h e foram
armazenadas a -8°C, onde permaneceram até o momento da observacéo. As
laminas foram observadas e fotografadas em Microscépio de Epiluminescéncia
Axio Observer Z.1 com camera AxioCam MRc5 da Zeiss.

As lectinas usadas neste trabalho séo produtos da Sigma-Aldrich, com
as seguintes especificacdes: Griffonia simplicifolia (syn. Bandeiraea simplicifolia
- FITC conjugado): L9381 e Lens culinaris (FITC conjugado): L9262.
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IV. RESULTADOS

4.1. Resultado da Exposi¢cao dos Moluscos

Ao longo de 2015, foram expostos cerca de 200 exemplares de B.
straminea, os quais ao final de 30 dias, foram submetidos ao estimulo luminoso
para verificagdo de emissdo de cercérias, visando a confirmacdo da infeccéo.
Entretanto ndo ocorreu liberacdo de parasitos, resultado que corrobora o
carater de resisténcia dessa populacdo em relacdo ao S. mansoni. Dessa
forma, as andlises complementares propostas neste estudo, englobando os
elementos celulares e da cinética dos periodos iniciais da infeccdo foram
abordados a fim de caracterizar o comportamento celular apresentado por este
molusco.

B. glabrata utilizada como controle positivo eliminou cercarias a partir de
30 dias.

4.2. Contagem Total de Hemaocitos

4.2.1. Contagem de hemoécitos de Biomphalaria straminea e

Biomphalaria glabrata submetidas a exposi¢cdo em massa

Em termos bioldgicos, verificou-se um aumento de 510,62% de células
na hemolinfa de B. straminea e uma diminuicdo de 57,46% de hemdcitos na
hemolinfa de B. glabrata, 24 horas apés a exposicao. Apos 30 dias de
exposicdo, os hemdcitos de B. straminea apresentaram um aumento de
317,87% em relacdo ao controle ndo exposto. Porém, B. glabrata, aos 30dpi
apresentou aumento de 187,72% no numero de hemdcitos da hemolinfa quanto
comparado ao controle ndo exposto (Tabela 1). A mortalidade dos moluscos
utilizados neste estudo é mostrada na Tabela 2.

Em termos estatisticos, ndo foram observadas diferencas significativas

entre os grupos analisados.
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Tabela 1 - Contagem total dos hemodcitos de Biomphalaria straminea e

Biomphalaria glabrata controles e expostos em massa a miracidios de

Schistosoma mansoni.
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4.3. Aspectos citolégicos da hemolinfa de B. glabrata e B. straminea nao

expostas e expostas a S. mansoni.

4.3.1. Animais néo expostos (Controle)

B. straminea: Foram observados hialindcitos tipo Il, com nucleo lobulado
e citoplasma basofilico possuindo 6um de diametro (setas pretas) (Prancha 1 -
Figura 1). As células mais abundantes observadas na hemolinfa foram as
células blasticas, apresentando-se como células pequenas de nucleo
excéntrico e citoplasma neutro com os diametros variando entre 3 e 4
micrometros (circulos) (Prancha 1 - Figuras 1 e 2). Os hialinécitos tipo |l
mostraram-se como células grandes, as maiores encontradas, o0 nucleo
excéntrico e citoplasma neutro, com seu diametro variando entre 13 e 14

micrémetros (Prancha 1 - Figuras 1 e 2).

B. glabrata: Foram observados hialinécitos tipo 1, possuindo nucleo
central a ligeiramente excéntrico, com citoplasma neutro, acidofilico ou
basofilico, havendo a presenca de filbpodios. Os diametros das células
variaram entre 7um e 9um (setas azuis) (Prancha 2 - Figura 1, 3 e 4). Outros
hialindcitos tipo | com o citoplasma basofilico ocupando um grande volume da
célula também foram observadas (Prancha 2 - Figura 5).

As células mais abundantes da hemolinfa, as células blasticas,
apresentaram-se de forma bem polimorfica, com um citoplasma mais
eosinofilico e nucleo lobulado, podendo ser esférica ou oval, com 6um de
diametro para o hemdcito esférico e 7um de didmetro para o hemdécito oval
(Prancha 2 - Figuras 2, 3, 4 e 5). Os granulécitos possuiam diametro de 8um, o
ndacleo central e citoplasma com granulos acidéfilos e uma das células

apresentou degranulacgéo (circulo verde) (Prancha 2 - Figuras 3 e 6).
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PRANCHA 1

Prancha 1 - Figuras 1 e 2: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de

hemécitos de Biomphalaria straminea animal controle corados com Giemsa
20%.

Figura 1: Hialinécitos tipo Il (setas), células blasticas (circulos) e hialindcitos
tipo Ill.

Figura 2: Células blasticas (circulos) e hialinécitos tipo IIl.
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Prancha 2

Figura 1: Hialindcito tipo | apresentando filopddios (seta azul);
Figura 2: Varios hialindcitos tipo | apresentando suas diferentes formas;

Figura 3: Células blasticas, hialinécito tipo | apresentando filopddios (seta azul),
varios outros hialindcitos tipo |, granulécito e granuldcito degranulado (circulo
verde);

Figura 4: Presenca de hialinécitos do tipo I, com um deles emitindo filopodios
(seta azul);

Figura 5: Hialinécitos do tipo I;

Figura 6: Granuldcito.
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PRANCHA 2

Prancha 2 -Figuras 1 & 6: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de

hemdécitos de Biomphalaria glabrata animal controle corados com Giemsa 20%.
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4.3.2. 24 horas ap0s exposicao

B. straminea: Havia células blasticas medindo entre 3 e 6 micrémetros,
com 0s nucleos excéntricos e citoplasma basofilicos (circulos) (Prancha 3 -
Figuras 1 e 2). Também foram encontrados hialindcitos tipo Il medindo entre
10 e 12um de didmetro, com 0s nucleos excéntricos e citoplasma basofilico
(seta) (Prancha 3 - Figura 2). Estes foram os Unicos tipos de hemocitos

encontrados na lamina.

B. glabrata: Foram encontrados granuldcitos, apresentando nucleo
ligeiramente excéntrico, com citoplasma acidofilico exibindo granulos
basofilicos e acidofilicos, com diametro variando entre 10 e 14um (Prancha 4 -
Figura 1). Alguns chegaram a apresentar nucléolos, com o diametro atingindo
até 20um (seta) (Prancha 4 - Figura 2). Também houve a presenca de
hialindcitos tipo 1l, possuindo, aproximadamente, 13um de diametro e cujo
ndcleo ocupava grande parte da célula e o citoplasma acidofilico estava restrito

a uma pequena porc¢ao (circulo) (Prancha 4 - Figura 2).
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PRANCHA 3

Prancha 3 - Fiuras 1 e 2: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea apds 24 horas de exposicdo em massa

corados com Giemsa 20%.

Figura 1: Presenca de células blasticas (circulos);

Figura 2: Hialindcitos tipo | (circulo) e hialinécito tipo Il (seta).
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PRANCHA 4

Fo o

Prancha 4 - Figuras 1 e 2: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria glabrata apés 24 horas de exposicdo em massa
corados com Giemsa 20%.

Figura 1: Presenca de granulécitos;

Figura 2: Hialinécitos tipo 1l (circulo) e granuldcito apresentando nucléolo
(seta).
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4.3.3. 30 dias ap6s exposicao

B. straminea: As células mais abundantes da hemolinfa foram as células
blasticas com seus nucleos bem condensados ocupando mais da metade da
célula e citoplasma basofilico possuindo diametreo de 5,45um (circulo preto)
(Prancha 5 - Figura 1). Foram observados hialindcitos tipo I, de nucleo
condensado com uma fina faixa equivalente ao citoplasma, apresentando
granulos em seu interior e com o didmetro de 9,11um (circulo) (Prancha 5 -
Figura 2). Outras células observadas foram os hialindcitos tipo 1l que
mostraram-se ovais, com nucleo condensado e citoplasma basofilico, medindo

9um de diametro e 3um de didmetro de nudcleo (circulo) (Prancha 5 - Figura 3).

B. glabrata: O tipo celular mais abundante encontrado foram as células
blasticas com seus nucleos bem condensados ocupando mais da metade do
corpo da célula e citoplasma basofilico com didmetro de 4um. Houve a
presenca tanto células isoladas quanto grumos (circulos) (Prancha 6 - Figuras
1, 2 e 4). Os granuldcitos possuiam diametro de 7um, o nucleo lobulado e

citoplasma aciddfilo (circulo) (Prancha 6 - Figura 3).
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PRANCHA 5

Prancha 5 - Figuras 1 a 3: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea aos 30 dias de exposi¢do corados com

Giemsa 20%.

Figura 1: Célula blastica (circulo preto);
Figura 2: Presenca de hialindcitos tipo | (circulo preto);

Figura 3: Hialindcito tipo Il (circulo preto).
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PRANCHA 6

Prancha 6 - Figuras 1 a 4: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria glabrata aos 30 dias de exposicdo corados com

Giemsa 20%.

Figura 1: Células blasticas encontradas isoladas (circulos);
Figura 2: Células blasticas encontradas em grumos (circulos);
Figura 3: Hialindcito tipo Il;

Figura 4: Células blasticas.
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4.4. Resultados dos aspectos imunocitolégicos da exposicdo em

massa de B. glabrata e B. straminea por S. mansoni.

4.4.1. Lens culinaris

4.4.1.1. Animais nao expostos (Controle)

B. straminea: Houveram células blasticas positivas bem marcadas para
esta lectina, exibindo esta marcacdo em sua superficie (circulo) (Prancha 7 -
Figura 1). Algumas células negativas estavam envoltas por um grumo positivo

a lectina (setas) (Prancha 7 - Figura 2).

B. glabrata: Haviam muitas células em toda a lamina, em sua maioria
células blasticas que se encontravam positivas para L. culinaris assim como
hialindcitos tipo I. A marcacdo apresentou-se mais intensa na superficie das
células blasticas e nos filopodes dos hialindcitos (circulos) (Prancha 8 - Figuras
1, 2 e 4). Também haviam algumas células negativas (setas) (Prancha 8 -

Figuras 1, 2 e 3).
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PRANCHA 7

Prancha 7 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea, animal controle, marcados pela lectina
de Lens culinaris conjugada a FITC. Os ndcleos celulares estdo marcados em
DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1. Células blasticas positivas, apresentando moderada marcacdo na
superficie da célula (circulo);

Figura 2: Hemdcitos negativos (setas) em grumos.
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PRANCHA 8

@

Prancha 8 - Figuras 1, 2, 3 e 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de

hemacitos de Biomphalaria glabrata, animal controle, marcados pela lectina de
Lens culinaris conjugada a FITC. Os nucleos celulares estdo marcados em
DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Os hemdécitos estavam positivos para Lens culinaris, apresentando a
marcacao na membrana da célula;

Figura 2: Hemdcitos positivos (circulo) e negativos (seta) no mesmo campo;
Figura 3: Hemdcitos positivos (circulo) e negativos (seta) no mesmo campo;

Figura 4: Hemocitos exibindo marcacédo para Lens culinaris (circulo).
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4.4.1.2. 24 horas ap0s a exposicao

B. straminea: A maioria das células blasticas estava negativa para L.
culinaris (setas) (Prancha 9 - Figuras 1 e 3). As poucas células positivas para a
lectina apresentaram menor intensidade de marcacéo do que os hemacitos de

B. glabrata (circulos) (Prancha 9 - Figura 2).

B. glabrata: A maioria das células encontradas eram células blasticas,
assim como nos tempos anteriores, e estas encontravam-se isoladas ou em
grumos, porém negativas para L. culinaris (setas) (circulos vermelhos)
(Prancha 10 - Figuras 1, 2, 3 e 4). Os hemdcitos que estavam positivos,
hialindcitos tipo |, apresentaram marcacdo mais intensa em sua superficie e

nos prolongamentos celulares (circulos) (Prancha 10 - Figuras 1 e 2).
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PRANCHA 9

Prancha 9 - Figuras 1, 2 e 3: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria straminea apés 24 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os nucleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: A maioria dos hemocitos estava negativo para Lens culinaris
mostrando apenas a marcacao do DAPI (seta);

Figura 2: Ceélulas blasticas positivas (circulo) e negativas (seta) ho mesmo
campo;

Figura 3: Hemdcito exibindo marcacdo para Lens culinaris (circulo) e DAPI
(seta).
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PRANCHA 10

Prancha 10 - Figuras 1 a 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apdés 24 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os ndcleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.
Figuras 1 a 4: Células blasticas positivas (circulos) e negativas (setas) a

lectina. Na figura 4 foram observados grumos formados por algumas células

negativas (circulos vermelhos).
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4.4.1.3. 48 horas ap0s a exposicao

B. straminea: Assim como nos tempos anteriores, a maior parte das
células encontradas, tanto positivas quanto negativas, consistiam em células
blasticas. Haviam hemdacitos positivos (circulo) (Prancha 11 - Figuras 1 e 2),
dos quais alguns exibiram marca¢des mais intensas do que outros (circulo)
(Prancha 11 - Figura 1), entretanto a maioria estava negativa a lectina (setas)
(Prancha 11 - Figuras 2).

B. glabrata: As células blasticas encontradas neste tempo de exposi¢ao
tiveram suas superficies intensamente marcadas para a lectina de Lens
culinaris, entretanto ndo houve diferenca na quantidade de células positivas
guando comparado com 24 horas (circulos) (Prancha 12 - Figuras 1 e 2). Neste
tampo, assim como os anteriores, houveram células negativas (seta) (Prancha
12 - Figura 2).
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PRANCHA 11

Prancha 11 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria straminea apés 48 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os nucleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica positiva (circulos) e negativas (setas);

Figura 2: Células blasticas positivas (circulos) e negativas (setas);
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PRANCHA 12

Prancha 12 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apdés 48 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os nucleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 50um.

Figura 1: Hialindcitos tipo | e seus filopddios intensamente positivos (circulos);

Figura 2: Célula blastica negativa (seta) a lectina.
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4.4.1.4. 72 horas ap0s a exposicao

B. straminea: Haviam somente células blasticas negativas em toda
lamina, sem exibir a marcacao pela lectina (setas) (Prancha 13 - Figuras 1 e 2).
A quantidade de células existente na lamina foi a mesma dos tempos

anteriores.

B. glabrata: Foram encontrados hialindcitos tipo | com suas superficies e
seus filopddios bem marcados para a lectina de Lens culinaris (circulos)
(Prancha 14 - Figuras 1 e 2) e poucas células negativas (seta) (Prancha 14 -
Figura 1). Nao houve diferenca na quantidade de células positivas quando

comparado com 0s tempos anteriores.
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PRANCHA 13
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Prancha 13 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea apdés 72 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os ndcleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Hemdcitos negativos (setas) a lectina;
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PRANCHA 14

A\

Prancha 14 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apdés 72 horas de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada a FITC. Os nlcleos

celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 50um.

Figura 1: Hialindcitos tipo | e seus filopddios positivos a lectina (circulos);

Figura 2: Células blasticas negativas a lectina (seta).
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4.4.1.5. 30 dias apo6s a exposicao
B. straminea: Houveram células blasticas negativas (seta) (Prancha 15 -
Figura 1) enquanto outros exibiam a marcagédo da lectina no seu interior (setas

vermelhas) (Prancha 15 - Figura 2).
B. glabrata: Haviam varias células blasticas com suas superficies bem

marcadas para a lectina de Lens culinaris (circulo) assim como varias outras

encontraram-se negativas (setas) (Prancha 16 - Figuras 1 e 2).
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PRANCHA 15

/!

Prancha 15 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea apés 30 dias de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo marcados

em DAPI. Escalas em 100pum.

Figura 1: Célula blastica negativa a lectina (seta).

Figura 2: Células blasticas com o interior marcado pela lectina (setas
vermelhas).
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PRANCHA 16

Prancha 16 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apés 30 dias de exposicdo macica
marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo marcados

em DAPI. Escalas em 100pum.

Figuras 1 e 2: Células blasticas positivas (circulo) e negativas (setas) a lectina.
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4.5. Resultados dos aspectos imunocitolégicos da exposicéo

individual a S. mansoni em B. glabrata e B. straminea.

4.5.1. Lens culinaris

4.5.1.1. 0 minutos ap0s a exposicao

B. straminea: As células blasticas deste tempo de exposicado exibiram
moderada marcacdo a lectina (circulos) (Prancha 17 - Figuras 1 e 2) assim
como houve a presenca de algumas células negativa (seta) (Prancha 17 -

Figura 2).
B. glabrata: Foram encontradas células blasticas positivas a lectina,

exibindo intensa marcacdo em sua superficie (Prancha 18 - Figuras 1 e 2).

Foram encontradas poucas células negativas para este tempo.
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PRANCHA 17

Prancha 17 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria straminea ap6s 0 minutos de exposicdo a 5
miracidios (penetracdo inicial do miracidio) marcados pela lectina de Lens
culinaris. Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica positiva a lectina;

Figura 2: Células blasticas positiva (circulo) e negativa a lectina.
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PRANCHA 18

Prancha 18 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria glabrata apés 0 minutos de exposicdo a 5
miracidios (penetracdo inicial do miracidio) marcados pela lectina de Lens

culinaris. Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Células blasticas positivas a lectina.
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4.5.1.2. 15 minutos ap0s a exposicao

B. straminea: Foram encontradas células blasticas e hialinécitos tipo |
positivos a lectina (circulos) (Prancha 19 - Figuras 1 e 2), com um deles
exibindo seus filopddios intensamente marcados (circulos) (Prancha 17 - Figura
2). Também houveram hemdcitos negativos na lamina (seta) (Prancha 19 -

Figura 2).

B. glabrata: A maioria dos hemdcitos, as células blasticas, estava
positiva a lectina com variagdes na intensidade da mesma (circulos) (Prancha
20 - Figuras 1 a 4). Alguns deles eram maiores do que a maioria das células
encontradas na lamina, sendo hialindcitos tipo Ill (Prancha 20 - Figuras 3 e 4).
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PRANCHA 19

Prancha 19 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria straminea apdés 15 minutos de exposicdo a 5
miracidios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica apresentando intensa marcacéao pela lectina (circulo);

Figura 2: Hialinécito tipo Il e seus filopddios mostrando intensa marcacao pela

lectina (circulo) e células blasticas negativas (setas).
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PRANCHA 20

Prancha 20 - Figuras 1, 2, 3, e 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apdés 15 minutos de exposicdo a 5
miracidios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1. Os hemdcitos estavam positivos (circulos) para Lens culinaris,

apresentando um halo verde na membrana da célula.

Figura 2: Hemdécito grande e seus prolongamentos (circulo), assim como outro

hemaocitos menor, positivo a lectina.

Figura 3: Hemacitos positivos (circulos) e negativos (setas) no mesmo campo.

Um granuldcito (circulo amarelo);

Figura 4: Detalhe do hemdécito na figura 22 (circulo).
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4.5.1.3. 30 minutos ap0Os a exposicao

B. straminea: As células blasticas encontradas estavam positivas a
lectina exibindo uma ténue marcacdo em suas superficies (circulos) (Prancha
21 - Figuras 1 e 2). Também foram encontrados granulocitos com granulos
positivos em seu interior e algumas células negativas (seta) (Prancha 21 -

Figura 2).

PRANCHA 21

Prancha 21 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea apés 30 minutos de exposicdo a 5
miracidios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo
marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Células blasticas positivas a lectina (circulo) e outra negativa (seta);

Figura 2: Presenca de granulécito positivo (circulo).
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4.5.1.4. 45 minutos ap0Os a exposicao
B. straminea: As células blasticas encontradas estavam positivas
mostrando a marcacao pela lectina em suas superficies (circulo) assim como

foram encontradas células negativas (setas) (Prancha 22 - Figuras 1 e 2).

B. glabrata: Haviam hemacitos, células blasticas, que estavam positivos
a lectina com a marcacéo da lectina em suas superficies (circulo) (Prancha 23 -

Figura 1) e hemdcitos negativos (setas) (Prancha 23 - Figura 2).

PRANCHA 22

Prancha 22 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria straminea apds 45 minutos de exposicdo a 5
miracidios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo
marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica exibindo a marcacdo em sua superficie (circulo);

Figura 2: Células blasticas negativas a lectina (setas).
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PRANCHA 23

Prancha 23 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria glabrata apdés 45 minutos de exposicdo a 5
miracidios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os nucleos celulares estdo

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Células blasticas positivas a lectina, mostrando a superficie marcada

(circulos);

Figura 2: Células blasticas negativas a lectina (setas).
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4.6. Aspectos imunocitolégicos da exposi¢cdo em massa de B. glabrata e B.

straminea a miracidios de S. mansoni.

4.6.1. Griffonia simplicifolia

4.6.1.1. 0 minutos ap0s a exposicao

B. straminea: As células blasticas encontravam-se, em sua maioria,
negativas a lectina (setas) (Prancha 24 - Figura 1), porém haviam algumas
positivas mostrando a marcacdo em sua superficie (circulo) (Prancha 24 -

Figura 2).
B. glabrata: Houveram diversos hemdcitos positivos e bem marcados

(circulos) e negativos (setas) a lectina (Prancha 25 - Figuras 1 e 2), todos

sendo células blasticas.
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PRANCHA 24

Prancha 24 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea aos 0 minutos (penetracdo inicial dos
miracidios) apdés exposicdo marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia
conjugada a FITC. Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em

100pm.

Figura 1: Células blasticas negativas a lectina;

Figura 2: Célula blastica apresentando marcacao desidiosa a lectina.
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PRANCHA 25

Prancha 25 - Figuras 1, 2, 3 e 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemdcitos de Biomphalaria glabrata aos 0 minutos (penetragcéo inicial do
miracidio) apés exposicdo marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia
conjugada a FITC. Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em
100pum.

Figuras 1 e 2: As células blasticas estavam positivas para lectina, exibindo a

marcacao sobre a superficie da célula (circulos).

Figuras 3 e 4: Células blasticas negativas a lectina (setas).
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4.6.1.2. 24 horas ap0s exposicao

B. straminea: Houveram células blasticas cuja marcacao encontrava-se
no interior ao invés da superficie celular (setas vermelhas) (Prancha 26 - Figura
1). Outras células estavam positivas exibindo a superficie marcada (circulo) e

varias negativas (setas) (Prancha 26 - Figuras 1 e 2).

PRANCHA 26

Prancha 26 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea 24 horas apos exposi¢cao marcados pela
lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC. Os nucleos celulares estdo

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica positiva (circulo) para a lectina, exibindo a marcacao
na superficie da célula e outra apresentando a marcagcdo em seu interior (seta
vermelha), assim como a presenca de células negativas (setas) ocorrendo no

mesmo campo;

Figura 2: Presenca de células blasticas negativas (setas) a lectina.
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4.6.1.3. 48 horas ap0s exposicao

B. straminea: As células blasticas encontradas tinham seu interior
marcado pela lectina assim como no tempo anterior, porém estas ocorreram
em maior quantidade (setas vermelhas) (Prancha 27 - Figuras 1 e 2). Também
houveram varias células negativas (setas) e algumas positivas (circulo)
(Prancha 27 - Figura 1).

PRANCHA 27

Prancha 27 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea 48 horas apos exposi¢cao marcados pela
lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC. Os nucleos celulares estao

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Célula blastica positiva para a lectina (circulo), exibindo a
marcacao sobre a superficie da célula e outras apresentando a marcagdo em
seu interior (setas vermelhas), assim como células negativas (setas) ocorrendo

Nno mMesmo campo,
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4.6.1.4. 72 horas ap0s exposicao

B. straminea: Foi encontrado uma hialindcito tipo Ill, o Unico em toda
lamina, completamente marcado pela lectina em sua superficie (Prancha 28 -
Figura 1) e granulocitos exibindo os granulos verdes em seu citoplasma e sua

superficie completamente marcados pela lectina (Prancha 28 - Figura 2).

PRANCHA 28

Prancha 28 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea 72 horas apos exposi¢cao marcados pela
lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC. Os nucleos celulares estao
marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Hialindcito tipo Il positivo para a lectina;

Figura 2: Granuldcito positivo exibindo a marcacao sobre sua superficie;
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4.6.1.5. 30 dias apds a exposicao
B. straminea: Haviam células blasticas moderadamente positivas a
lectina (circulo) (Prancha 29 - Figura 1) e outras negativas (seta) (Prancha 27 -

Figura 2).
B. glabrata: Células blasticas com marcacfes moderadas para a lectina

(circulo) (Prancha 30 - Figuras 1 e 2) assim como células negativas ocorrendo

no mesmo campo (setas) (Prancha 30 - Figuras 3 e 4).

PRANCHA 29

A\

Prancha 29 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemdécitos de Biomphalaria straminea 30 dias apés exposicdo marcados pela
lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC. Os nucleos celulares estdo

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1. Célula blastica positiva para a lectina exibindo a marcacdo verde

sobre sua superficie célula (circulo);

Figura 2: Célula blastica negativa para a lectina (seta);
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PRANCHA 30

Prancha 30 - Figuras 1 a 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria glabrata 30 dias apds exposicdo marcados pela
lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC. Os nucleos celulares estao

marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Células blasticas positivas para a lectina, exibindo a marcacgao

sobre a superficie celular;

Figuras 3 e 4: Células blasticas negativas (setas).
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4.7. Aspectos Imunocitolégicos da exposi¢cdo individual a S.

mansoni em B. glabrata e B. straminea.

4.7.1. Griffonia simplicifolia

4.7.1.1. 0 minutos ap0s a exposicao
B. straminea: Foram encontradas células blasticas negativas a lectina

sem exibir a marcacdo em sua superficie (setas) (Prancha 31 - Figuras 1 e 2).

B. glabrata: Houve a presenca de células blasticas com marcacfes
desidiosas (circulo) (Prancha 32 - Figuras 1) e intensas para a lectina (circulo)
(Prancha 32 - Figuras 2). Também houveram células negativas (setas)

(Prancha 32 - Figuras 3 e 4).

PRANCHA 31

Prancha 31 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea 0 minutos apds exposicdo a cinco
miracidios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC.

Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Células blasticas negativas para a lectina.
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PRANCHA 32

Prancha 32 - Figuras 1, 2, 3 e 4: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemécitos de Biomphalaria glabrata 0 minutos apds exposicdo a cinco
miracidios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC.
Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100pm.

Figuras 1 e 2: Células blasticas positivas para a lectina (circulos);

Figuras 3 e 4: Células blasticas negativas para a lectina (setas).
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4.7.1.2. 15 minutos ap0s a exposicao

B. straminea: Houveram células blasticas positivas desidiosas (circulos)
e negativas (setas) a lectina (Prancha 33 - Figuras 1 e 2) assim como outros
hemacitos, também células blasticas, exibindo a marcacdo em seu interior

(setas vermelhas) (Prancha 33 - Figura 2).

PRANCHA 33

Prancha 33 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea 15 minutos apds exposicdo a cinco
miracidios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC.

Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Células blasticas positivas para a lectina (circulos);

Figura 2: Células blasticas exibindo a marcacdo da lectina em seu interior

(setas vermelhas), célula blastica positiva (circulo) e outra negativa (seta).
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4.7.1.3. 30 minutos ap0Os a exposicao
B. straminea: Células blasticas positivas foram observadas (circulo)
(Prancha 34 - Figura 1), assim como granulécitos exibindo granulos positivos

em seu citoplasma (Prancha 34 - Figuras 2).

PRANCHA 34

Prancha 34 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea 30 minutos apds exposicdo a cinco
miracidios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC.
Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figura 1: Célula blastica com a superficie bem marcada para a lectina (circulo);

Figura 2: Granulécito positivo para a lectina.
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4.7.1.4. 45 minutos ap0Os a exposicao
B. straminea: As células blasticas deste tempo exibiram a marcacao pela

lectina em seu interior (setas vermelhas) (Prancha 35 - Figuras 1 e 2).

PRANCHA 35

Prancha 35 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescéncia de citocentrifugados de
hemocitos de Biomphalaria straminea 45 minutos apds exposicdo a cinco
miracidios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada a FITC.

Os nucleos celulares estdo marcados em DAPI. Escalas em 100um.

Figuras 1 e 2: Células blasticas exibindo marcacdo positiva em seu interior

(setas vermelhas).
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4.8. Aspectos da interacdo parasito-hospedeiro entre os hemacitos

de B. straminea e B. glabrata a esporocistos primarios de S. mansoni.

4.8.1. Animais néo expostos (Controle)

B. straminea: N&o houve células suficiente, impossibilitando a filmagem.

B. glabrata: Os hemocitos ndo aderiram ao parasito (pontas das setas),
permanecendo ao lado e entorno do mesmo durante todo o tempo de
observacdo do video de 14 segundos (Prancha 36 - Figuras 1 e 2). Fotos

tiradas aos 2 e 10 segundos de video respectivamente.
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PRANCHA 36

Prancha 36 - Figuras 1 e 2: Relacdo parasito-hospedeiro entre hemacitos de
Biomphalaria glabrata animal controle e esporocistos primarios de Schistosoma

mansoni. Escalas em 20um.

Figuras 1 e 2: Hemdcitos entorno do parasito sem aderir a ele (ponta das

setas).
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4.8.2. 30 dias ap0s exposi¢cado macica

B. straminea: Houveram trés hemocitos de B. straminea aderidos a
extremidade anterior do esporocisto primario (circulo), entretanto estes nédo
estavam mais aderidos ao parasito nos momentos finais do video de 14
segundos (Prancha 37 - Figuras 1 e 2). Fotos tiradas aos 2 e 12 segundos de

video respectivamente.
B. glabrata: As células do molusco permaneceram aderidas a superficie

do parasito durante todo o tempo de observacéao (circulo) (Prancha 38 - Figura

1), do video de 24 segundos. Foto tirada aos 5 segundos.
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PRANCHA 37

Prancha 35 - Figuras 1 e 2: Relacdo parasito-hospedeiro entre hemaocitos de
Biomphalaria straminea aos 30 dias ap0s exposicdo e esporocistos primarios

de Schistosoma mansoni. Escalas em 20um.

Figura 1: Hemacitos aderidos a extremidade do parasito (circulo preto);

Figura 2: Auséncia dos hemdcitos que aderiram ao parasito.
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PRANCHA 38

Prancha 38 - Figura 1: Relac&o parasito-hospedeiro entre hemocitos de
Biomphalaria glabrata aos 30 dias de exposicdo e esporocistos primarios de

Schistosoma mansoni. Escalas em 20um.

Figura 1: Hemadcitos completamente aderidos ao parasito (circulo preto).
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4.9. Aspectos histologicos da exposicdo em massa por S. mansoni em B.

glabrata e B. straminea

4.9.1. 24 horas e 30 dias ap6s a exposicao
B. straminea: Nao foram observadas lesdes teciduais decorrentes da
exposicdo nos tecidos do molusco em nenhum dos tempos estudados

(Prancha 39 - Figuras 1 e 2).

B. glabrata: Nao foram observadas lesdes teciduais decorrentes da
exposicdo nos tecidos do molusco nos durante as 24 horas ap0s a exposi¢ao
(Prancha 40 - Figura 1). Porém, aos 30 dias foram observados esporocistos

secundarios na regido da massa cefalopediosa (setas) (Prancha 40 - Figura 2).
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PRANCHA 39

Prancha 39 - Figuras 1 e 2: Histologia de Biomphalaria straminea apos 24
horas e 30 dias de exposi¢cdo a S. mansoni.

Figura 1. Corte histolégico da massa cefalopediosa apés 24 horas de
exposicado sem a presenca de parasitos;

Figura 2: Auséncia de parasitos na massa cefalopediosa apdés 30 dias de
exposicao.
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PRANCHA 40

Prancha 40 - Figuras 1 e 2: Histologia de Biomphalaria glabrata apos 24 horas
e 30 dias de exposi¢do a S. mansoni.

Figura 1. Corte histolégico da massa cefalopediosa apdés 24 horas de
exposicado sem a presenca de parasitos;

Figura 2: Esporocistos secundarios em regido da massa cefalopediosa.apés 30
dias de exposicao (setas).
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V. DISCUSSAO

Neste trabalho foram utilizadas diferentes metodologias para
caracterizar a resposta imune de Biomphalaria straminea frente a exposicéo
por Schistosoma mansoni, utilizando Biomphalaria glabrata como controle
positivo. Ha& poucos trabalhos na literatura descrevendo caracteristicas dos
hemocitos de B. straminea. Isto se deve aos aspectos bioldgicos deste
hospedeiro em relacdo ao parasito (Cavalcanti, 2011). Em contrapartida, varios
autores j4 descreveram os tipos de hemdécitos presentes na hemolinfa de B.
glabrata (Matricon-Gondrant & Letocart, 1999) e B. tenagophila (Barraco et al,
1993; Oliveira et al, 2010).

Geralmente a literatura apresenta dois tipos de hemdcitos: o0s
hialindcitos e os granulécitos (Pereira et al, 2008; Martins-Souza et al, 2009;
Sousa et al, 2012). No presente trabalho, cinco tipos de hemdcitos foram
encontrados na hemolinfa de B. straminea e B. glabrata, tal qual foi descrito por
Cavalcanti et al (2011): células blasticas, granuldcitos, hialindcitos tipo |,
hialindcitos tipo Il e hialindcitos tipo Ill. Estes autores também relataram
alteracdes celulares por parte dos hemadcitos de B. straminea e B. glabrata
expostos ao S. mansoni como: maior producdo de glicogénio, aumento de
projecdes citoplasmaticas e maior adesao celular. Neste trabalho também foi
mensurado o tamanho dos hemacitos, estando de acordo com Cavalcanti et al
(2011), onde observamos que as células de B. straminea eram menores em
comparacdo a B. glabrata e os hialinécitos tipo Ill foram os maiores tipos
celulares observados nos dois hospedeiros. Apesar de presentes em ambos 0s
hospedeiros, somente os hialinécitos tipo | de B. glabrata (molusco controle)
apresentaram filopddios, o que confirma os achados de Cavalcanti et al (2011)
e Souza et al (2012), entretanto estes autores encontraram estes tipos
celulares alterados pela exposicdo ao S. mansoni. Em nossos estudos, os
hialindcitos tipo | também foram observados nos moluscos expostos, porém
sem exibir os filopddios.

Foi observado um comportamento diferente entre as duas espécies
hospedeiras de S. mansoni abordadas neste estudo. Enquanto que em B.

glabrata a entrada do parasito nos tecidos dos moluscos estimula um
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recrutamento de hemdcitos da hemolinfa em direcdo aos tecidos, no periodo
pré-patente, na cepa de B. straminea estudada a presenca do parasito parece
atuar sobre as regides APO (Amebocyte Producing Organ) estimulando o
aumento de hemdcitos na hemolinfa. Pereira et al (2008) também observaram
aspecto semelhante em B. tenagophila (cepa Cabo Frio) inoculadas com
hemolinfa acelular da cepa resistente de Taim, as quais apresentaram um
aumento de hemdcitos na hemolinfa apés 24 horas de exposicdo ao S.
mansoni. Interessante, que apos 30 dias, o numero de hemdcitos de B.
straminea continuou elevado, quando comparado ao controle ndo exposto,
mesmo apos a eliminagdo do parasito observado através do exame histolégico
e exposicdo a luz.

Em nosso estudo, as células blasticas foram as mais abundantes em
ambos os hospedeiros estudados, tanto nos controles quanto nos expostos, o
gue coloca nossos achados em desacordo com os de Cavalcanti (2011) que
encontrou mais hialinécitos tipo | na hemolinfa de B. straminea e B. glabrata.
Entretanto, a diferenca entre este trabalho e o de Cavalcanti (2011) é que os
tempos de infec¢do analisados ndo foram os mesmos com excecao a 30 dias
dpi. No hospedeiro B. tenagophila (cepa Cabo Frio) Pereira et al (2008)
observaram maior abundancia de granuldcitos na hemolinfa.

No trabalho de Mattos et al (2011) os hemacitos de todos 0os moluscos
estudados, B. glabrata e B. tenagophila (cepas Taim e Cabo Frio), foram
capazes de aderir a superficie do esporocisto primario, entretanto em nosso
estudo esta aderéncia s6 foi observada aos 30 dias ap6s a exposi¢cdo em
ambos os hospedeiros utilizados. Durante esta etapa dos experimentos, nao foi
possivel identificar os tipos celulares presentes nas filmagens, pois esta foi
realizada em placa de 24 pocos acoplada ao microscépio, utilizando objetiva de
20x, enquanto as laminas foram observadas em objetiva de 63%, 0 que deixava
0s hemacitos menos nitidos para observacéo.

A interacdo lectina/carboidrato tem sido associada ao reconhecimento
da larva de trematédeos e consequente aumento da atividade fagocitaria dos
hemocitos, que também € influenciada pela presenca de calcio e fatores
plasmaticos (Zelck, 1992; Martins-Souza et al, 2006). Ambas as lectinas

utilizadas neste trabalho foram expressas, em sua maioria, na superficie das
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células (células blasticas, granulocitos e hialindcitos) dos dois modelos
experimentais, entretanto em B. straminea foram observadas células exibindo
marcacao para ambas as lectinas também no interior dos hemacitos, o que
pode indicar uma ativacdo celular maior neste hospedeiro (com producéao,
expressao e secrec¢ao da lectina) do que em B. glabrata. Cavalcanti et al (2011)
também observaram aumento na intensidade de marcacao dessas lectinas em
B. straminea expostas quando comparados com moluscos controles e com B.
glabrata expostas.

A presenca de Griffonia simplicifolia em hemdécitos de B. straminea em
tempos precoces (inicio da infec¢éo) pode indicar a importancia da participacao
desta lectina no reconhecimento do parasito e consequentemente sua
eliminagéo. Ja o achado do aumento da expressdo de Lens culinaris somente
no 30° dia apds a exposicdo sugere a possibilidade de modulacédo do tipo de
lectina expressa nos hemocitos no transcurso da infecgcdo, o0 que
provavelmente possa ocorrer em virtude do estadio do parasito. Acreditamos
gue a modulacdo das lectinas sejam semelhantes a modulacdo das
imunoglobulinas dos vertebrados, onde a maior expresséo destes carboidratos
na superficie do hemdcito pode induzir a eliminagdo parasitaria. Segundo
Oliveira et al (2010) os hemdcitos de moluscos resistentes e suscetiveis
exibem comportamentos diferentes. Cavalcanti et al (2011) destacaram em
seus estudos o fato do numero de granulécitos de B. straminea aumentarem
aos 30 dias apds a exposicdo em relacao ao controle. O contrério foi visto por
estes autores em B. glabrata, onde os granuldcitos diminuiram com o tempo.
Supomos que a diferenca observada na expressao de lectinas entre os dois
hospedeiros pode estar associada a diferenca no comportamento celular como
consequencia do processo adaptativo do hospedeiro ao parasitismo por S.
mansoni.

Foram observadas células negativas as lectinas, as quais também
apresentavam morfologia condizente com células blasticas. Acreditamos que
estas possam estar em estagio muito imaturo (células precursoras) a ponto de
nao responderem ao estimulo parasitario, ou simplesmente nao apresentarem
os carboidratos especificos em sua superficie. A caracterizacédo fenotipica das

fases de diferenciagdo das células blasticas pode auxiliar na identificacdo das
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mesmas, assim como poderia ajudar na compreensdo do processo de
maturacdo dos hemocitos na fisiologia e fisiopatologia de planorbideos
hospedeiros de S. mansoni.

Nas analises histoldgicas ndo foram observadas lesées em ambos 0s
hospedeiros. Na cepa de B. straminea estudada, deduz-se que a rapida
resposta do molusco a exposi¢cdo aos miracidios impossibilitou a visualizacédo
das formas larvais. Em cepas mais suscetiveis de B. glabrata ocorre o
desenvolvimento de um grande namero de parasitos, sem inducéo de resposta
celular (Godoy et al, 1997). Segundo Pan (1963), uma peguena porcentagem
dos miracidios que penetra no molusco transforma-se em esporocistos
primérios que usualmente ficam localizados no pé. Souza (1995) ndo detectou
a presenca de parasitos em animais com 72 horas de infeccdo. Em nosso
trabalho, ndo detectamos esporocistos primarios nos tecidos durante os
tempos iniciais do estudo.

Ao observar as reacfes teciduais de B. alexandrina, Abou-El-Naga (2012)
sugeriu que a resposta imune desses moluscos se deu por dois mecanismos
diferentes. No primeiro mecanismo de defesa, o miracidio é eliminado logo
apos a penetracdo. Este tipo foi observado em caramujos resistentes e nesses
moluscos, um intenso infiltrado hemocitario e nddulos ricos em hemocitos
estavam presentes no sitio de penetracdo do miracidio. Essas reacdes podem
levar a eliminacdo dos parasitos, logo apds a penetracdo. Em B. tenegophila
(cepa Taim), foram observados infiltrados hemocitérios difusos e focais no
tecido da regido cefalopediosa e estes foram associados a rapida destruicao do
parasito logo apods a penetracdo (Negrao-Corréa et al, 2007).

O outro mecanismo de defesa observado por Abou-El-Naga (2012)
mostrou que o infiltrado celular difuso, os nédulos ricos em hemdécitos e o
espessamento focal do estroma estavam presentes nos tecidos mais profundos
do molusco. Os autores Godoy et al (1997) e Borges et al (1998) consideraram
que estas reacdes consistiam em um desenvolvimento tardio da resisténcia,
que ocorreu apds a disseminacdo dos esporocistos nos tecidos do molusco.
Este tipo de reacdo tardia também foi observada por Barros da Silva (2014)
utilizando B. glabrata como modelo, onde as rea¢des hemocitarias s6 foram

encontradas a partir do 42° dia de infeccdo e onde foi observada a incidéncia
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de esporocistos e cercarias. Estes autores consideram que este tipo de
resisténcia desenvolvida tardiamente representa uma alternativa no mecanismo
de defesa do hospedeiro contra os miracidios de S. mansoni, apesar de
evidéncias sugerirem gue esporocistos mais velhos possam, ocasionalmente,
interferir no sistema de defesa interno do molusco (Lie et al, 1980).

Trabalhos que investigam o0s mecanismos moleculares da memodbria
imune inata dos invertebrados sugerem que a resposta imune celular e/ou
fagocitose hemocitaria é/sdo aprimoradas apds um encontro posterior com o
mesmo patogeno (Rowley e Powell, 2007; Neeta et al, 2011; Wang et al, 2013).
Segundo Pinaud et al (2016), os parasitos da segunda exposi¢cao falharam ao
se desenvolver em esporocistos no interior de moluscos expostos uma primeira
vez, e foram mortos pelo hospedeiro, sem que nenhuma resposta imune
celular/reacdo hemocitaria fosse observada. De acordo com estes autores,
apos uma primeira exposi¢cao, cada encontro sucessivo entre 0 molusco e o
parasito inicia uma resposta de defesa imune humoral exclusiva para B.
glabrata. No género Biomphalaria, experimentos de transferéncia de plasma
demonstraram que fatores humorais sollUveis séo liberados na hemolinfa de
moluscos expostos pela primeira vez e, a transferéncia de tais fatores
ativa/regula a resposta imune humoral no hospedeiro e confere maior
imunidade antischistosdmica contra encontros subsequentes com o0 patdégeno
(Pinaud et al, 2016).

Foi observado que B. tenagophila e B. straminea expostas a S. mansoni
utilizaram o primeiro mecanismo de resisténcia descrito acima. Isto ocorreu por
causa de sua intensa resisténcia e da eficiéncia de seus sistemas de defesa
interno em conseguir destruir os miracidios logo apds a penetracédo, a partir da
maior rapidez e do recrutamento de um maior nimero de hemdécitos do que os
moluscos suscetiveis (Souza et al, 1997; Grassi et al, 2001; Negrédo-Corréa et
al, 2007). Por outro lado B. glabrata, que € mais suscetivel, fez uso do segundo
mecanismo de defesa (Souza et al, 1997).

Estudar o hospedeiro intermediario Biomphalaria straminea pode
contribuir para a elucidacdo de meios para o combate e/ou eliminacdo da
esquistossomose no Brasil. Estudos futuros para identificacdo e quantificacéo

de lectinas e seus ligantes presentes na hemolinfa de B. straminea poderiam
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auxiliar na caracterizacdo de diferentes perfis proteicos e glicoproteicos
associando-os a diferentes padrbes de resposta imune dos moluscos
infectados, assim como outros marcadores e enzimas celulares como TLR,
Lisozima e Fosfatase Acida. Dessa forma, a comparacéo entre perfis genéticos
merece ser investigada com mais detalhamento visando obter dados sobre o
processo evolutivo/adaptativo que permitiu a resisténcia ou o0 sucesso do
parasitismo por S. mansoni. Estas, portanto, sdo as proximas etapas a serem

pesquisadas.
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VI. CONCLUSAO

7.1. E possivel demonstrar que ha um perfil fenotipico da resposta celular
de B. straminea frente ao S. mansoni, que difere de um molusco

suscetivel, como B. glabrata.

7.2. Os hemdcitos mais abundantes na hemolinfa de Biomphalaria
straminea e Biomphalaria glabrata sdo as células blasticas, o que sugere
gue ha potencial para diferenciar em diferentes tipos de hemacitos, ou

seja, células precursoras;

7.3. A expresséo de lectinas por hemdcitos de B. straminea (cepa Sousa-

PB), parece ser influenciada pelo tempo de infeccdo a S. mansoni;

7.4. B. straminea (cepa Souza) foi eficiente na eliminacdo do parasito
apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa no nimero de

hemacitos nos tempos estudados;

7.5. Hemdécitos de B. straminea sdo capazes de interagir/reconhecer o
parasito durante os periodos pré e patente da infeccao, diferentemente de
B. glabrata, cujos hemdcitos sO interagem/reconhecem 0s parasitos a

partir do periodo patente independentemente da fase do mesmo.
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VIIl. ANEXO

Tabela 2 - Lectinas usadas neste trabalho
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