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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CARACTERIZAÇÃO HEMOCITÁRIA DE UMA LINHAGEM RESISTENTE DE Biomphalaria straminea 
(Dunker, 1848) EXPOSTA A Schistosoma mansoni Sambon, 1907 

 
RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Thatiane Cristina Barros da Silva 

 

A esquistossomose mansônica ainda constitui um grave problema de saúde pública no Brasil e, 
portanto, o conhecimento dos diversos aspectos da interação Schistosoma mansoni-Biomphalaria, 
são pertinentes e relevantes como subsídios à medidas de controle e prevenção desta parasitose. 
Estudos in vitro têm mostrado que a suscetibilidade dos hospedeiros intermediários de S. mansoni, 
Biomphalaria straminea e Biomphalaria glabrata está relacionado à presença de lectinas. Importante 
transmissor da Esquistossomose no Brasil, B. straminea apresenta baixos índices de infecção em 
condições experimentais. Apesar disto, existem poucos estudos a respeito das características 
morfológicas e do comportamento in vitro dos hemócitos deste molusco frente à infecção por S. 
mansoni. Com o objetivo de caracterizar a resposta hemocitária de B. straminea (cepa Souza-PB) 
expostas a miracídios de S. mansoni, os moluscos foram expostos em massa e expostos 
individualmente a cinco miracídios. Exemplares de B. glabrata foram utilizadas como controle positivo. 
A hemolinfa foi coletada, corada em Azul de Tripan e os hemócitos foram contados em câmara de 
Neubauer. Alguns hemócitos foram colocados em placa de cultura para observação da interação das 
células com os parasitos e outros foram submetidos à marcação por lectinas fluoresceinadas de 
Griffonia simplicifolia e Lens culinaris conjugadas a FITC. As imagens foram obtidas e gravadas 
através de microscópio AxioObserver e câmera McR5 Zeiss. Os moluscos expostos em massa foram 
sacrificados logo após a penetração inicial do parasito (0 minuto), 24, 48, 72 horas e 30 dias após 
exposição (dpe). Moluscos expostos a cinco miracídios foram mortos após 0, 15, 30 e 45 minutos de 
exposição. Os órgãos foram fixados em formalina Millonig de Carson, incluídos em parafina e corados 
em HE. Após a exposição 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 após a penetração dos miracídios. Na 
exposição por cinco miracídios houve um aumento de 78,14% de células na hemolinfa de B. 
straminea e de 36,36% na hemolinfa de B. glabrata logo após a penetração dos miracídios.   A 
maioria das células encontradas na hemolinfa eram células blásticas e seu diâmetro foi em torno de 
6µm para B. straminea e 7µm para B. glabrata. Hemócitos de B. straminea exibiram marcação mais 
intensa para lectina de G. simplicifolia nos tempos iniciais após a exposição, enquanto que aos 30 
dias dpe as células estavam mais positivas para L. culinaris. Na análise histológica dos tempos 
iniciais, não foram observadas reações celulares nem parasitos mortos nos tecidos de ambos os 
hospedeiros. Entretanto, B. glabrata apresentou esporocistos secundários na região da massa 
cefalopediosa aos 30 dias após a infecção. Concluímos que a resistência de B. straminea está 
associada a modulação de lectinas expressas nos hemócitos. Além do mais, verificamos que as 
células blásticas, as células precursoras de outros hemócitos, são as mais abundantes nos dois 
hospedeiros estudados. 

 
Palavras-Chave: Interação Biomphalaria-Schistosoma mansoni; Hemócitos; Lectinas 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

HAEMOCYTE CHARACTERIZATION OF A RESISTANT LINEAGE OF Biomphalaria straminea 
(Dunker, 1848) EXPOSED TO Schistosoma mansoni Sambon, 1907 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

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 6µm for B. straminea and 7µm 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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I. INTRODUÇÃO 

 

  1.1. A Esquistossomose 

A esquistossomose é uma doença parasitária crônica causada por 

trematódeos digenéticos do gênero Schistosoma, cuja distribuição geográfica 

ocorre em 76 países da América do Sul, Ásia e África (WHO, 2016). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2016) mais de 258 milhões de pessoas 

precisariam de tratamento para a esquistossomose em 2014 e mais de 61,6 

milhões tenham sido tratadas para a doença 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 doença é popularmente conhecida como "xistose", 

"barriga-d'água", “bilharzíase” ou "mal-do-caramujo" (Neves, 2011) e estima-se 

que há entre 25 e 30 milhões de pessoas vivendo em áreas com risco de 

transmissão, com aproximadamente 8 milhões de pessoas infectadas por 

Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (WHO, 2016).  

A ausência de saneamento básico e acesso à água potável, estão entre 

os principais fatores que favorecem a transmissão da esquistossomose, pois a 

população das áreas endêmicas utiliza os recursos hídricos, onde vivem os 

moluscos infectados, inclusive para lazer, facilitando à exposição humana às 

cercárias.  Portanto, tanto o saneamento básico quanto o controle dos 

caramujos estão entre as medidas de prevenção 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 látex de Euphorbia splendens 

var. hislopii em moluscos expostos à S. mansoni. 



22 

 

Nos moluscos ocorre uma importante fase do ciclo do parasito que 

culmina com a eliminação de cercárias, formas infectantes para o hospedeiro 

vertebrado. Entretanto, o controle da esquistossomose é dificultado pelo 

desenvolvimento de projetos hídricos, como barragens, sistemas de irrigação e 

projetos de aquicultura que criam novos e, muitas vezes favoráveis, habitats 

para moluscos hospedeiros, oferecendo novas oportunidades para o contato 

humano com a água (Rey, 2011). Dessa forma, entender quais são os 

mecanismos que favorecem o sucesso do parasitismo no hospedeiro 

intermediário podem fornecer dados para intervenções ou interrupções neste 

processo, impedindo ou dificultando a infecção humana. 

As três espécies do gênero 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 eficiência da 

transmissão (Neves, 2011). Na espécie mais resistente, B. straminea 

demonstrou-se que os hemócitos, principais componentes do sistema imune 

dos moluscos, reconhecem, tornam-se ativos e encapsulam esporocistos 

primários, levando a maioria dos parasitos à morte. O processo de 

reconhecimento e ativação hemocitária parece estar relacionado à presença de 

lectinas na hemolinfa (Loker, 2004). Em moluscos, essas proteínas são 

sintetizadas por hemócitos e podem permanecer expressas na membrana 

destas células, funcionando como receptores citofílicos, ou serem secretadas. 

Hemócitos de B. glabrata, hospedeiro mais suscetível, embora não se ligue ou 

encapsule esporocistos in vitro, o faz quando a hemolinfa de moluscos 

resistentes está presente no ensaio (Richards e Renwrantz, 1991). Aspectos 

morfológicos e funcionais dessas células, frente à infecção por parasitos 

digenéticos, não estão bem esclarecidos. 

Este trabalho descreve os estudos histopatológico e citológico 

comparativos entre moluscos B. straminea, provenientes de Sousa (PB), 

município localizado na área de transposição do Rio São Francisco, e 

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

 

A introdução e disseminação da esquistossomose no Brasil sempre 

esteve relacionada ao desenvolvimento econômico do país. O principal fator 

que contribui para a transmissão da esquistossomose numa comunidade é a 

contaminação de coleções aquáticas, principalmente por fezes humanas de 

pessoas infectadas que são depositadas na água, favorecendo a eclosão dos 

miracídios (Noya et al, 2015). 

A contaminação fecal dos ambientes aquáticos dulcícolas é o principal 

componente do processo de transmissão da esquistossomose e de outras 

parasitoses de veiculação hídrica. Portanto, é nesta etapa do ciclo de 

transmissão que as ações de controle teriam efeito mais eficaz e duradouro, 

impedindo o parasito de alcançar o ambiente aquático e , portanto, 

inviabilizando seu desenvolvimento biológico. As intervenções que visam 

impedir a contaminação fecal do meio ambiente são extremamente complexas, 

envolvendo fatores ligados às práticas culturais, ao estilo e condições de vida 

de determinadas populações (Carvalho, 2008).  

Existem, pelo menos, duas vias clássicas de contaminação fecal dos 

ambientes aquáticos: 

a) Individual:  ocorre quando as pessoas defecam ao ar livre e as fezes 

são carreadas pelas chuvas, atingindo as coleções d'água. Esta prática é 

fortemente enraizada na cultura rural, devido à histórica carência de 

saneamento, abastecimento de água e informação (Carvalho, 2008).  

b) Coletiva: ocorre quando o resíduo de esgotos residenciais é 

diretamente lançado nas coleções hídricas. Esta é uma prática coletiva de 

ocorrência usual em localidades periurbanas e/ou favelizadas, cujas 

populações não tem acesso à rede de esgotamento sanitário (Carvalho, 2008) 

O clima de país tropical permite, na maioria dos estados brasileiros, as 

condições necessárias para a transmissão da doença. Assim, existe uma 

incrível variedade de habitats aquáticos, que funcionam como criadouros de 

moluscos. Por outro lado, a eclosão do miracídio, penetração deste no 

molusco, evolução das formas parasitárias no caramujo, emergência e 
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penetração de cercárias são também fortemente dependentes dessas duas 

variáveis (temperatura e luminosidade) (Neves, 2011).  

Outro fator que contribui para a disseminação da esquistossomose é a 

migração da população menos favorecida, que tende a migrar para a periferia 

de centros urbanos, à procura de melhores condições de vida, novas fronteiras 

agrícolas e/ou atividades de garimpo, dentre outras (Neves, 2011). Estas 

migrações associadas à manutenção dos mesmos costumes sanitários 

contribuíram para a implantação de novos focos de transmissão da doença em 

áreas urbanas. 

A migração das populações rurais de áreas endêmicas de 

esquistossomose para os grandes centros urbanos reduziu a transmissão da 

doença nessas áreas, onde o percentual da população rural brasileira diminuiu 

de 70,5% para 15% em 2013 (Noya et al, 2015; World Bank, 2016).  

Mudanças ecológicas, demográficas e melhores condições 

socioeconômicas podem ser os fatores mais importantes para o controle da 

esquistossomose (Noya et al, 2015).   
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 Figura 1 - Representação da Expansão da Esquistossomose mansônica no 

Brasil. Fonte: Brasil, com adaptações feitas por Heloisa M. N. Diniz, 1998 apud 

Ministério da Saúde, 2014. 
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1.3. Hospedeiros Intermediários no Brasil 
 
No Brasil, 11 espécies do gênero Biomphalaria já foram identificadas. 

Dentre estas, Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria 

straminea são as responsáveis pela transmissão da esquistossomose no país. 

Das três espécies de Biomphalaria transmissoras de S. mansoni, B. 

glabrata é a principal hospedeira, por apresentar altos níveis de infecção e ter 

sua distribuição, no Brasil, quase sempre associada a ocorrência da 

esquistossomose (Ministério da Saúde, 2014). De acordo com Neves (2011) já 

foi registrada em ambientes naturais com taxas de positividade de até 80% e 

um exemplar infectado pode eliminar até 18 mil cercárias por dia. Trata-se do 

maior molusco da família Planorbidae, sua concha podendo atingir 40mm de 

diâmetro e 11mm de largura, com seis a sete giros. Apresenta-se com uma 

borda arredondada com tendências para a direita e o lado direito ligeiramente 

côncavo, 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 característica da sua anatomia interna é a presença de uma crista 

renal pigmentada, localizada ao longo da superfície ventral do tubo renal, em 

indivíduos adultos e uma linha pigmentada em indivíduos jovens. À medida que 

o animal cresce, ergue-se uma prega longitudinal sobre essa linha, formando a 

crista renal (Thiengo et al, 2012). 

A distribuição de B. glabrata está quase sempre associada à distribuição 

da esquistossomose. É encontrada numa faixa contínua em quase todos os 

estados brasileiros situados entre o Rio Grande do Norte e o Paraná, estando 

presente em algumas áreas do Pará e Maranhão, havendo apenas uma 

população reportada no Piauí. Está ausente no estado do Ceará (Carvalho et 

al, 2008).  

A concha adulta de B. tenagophila alcança cerca de 35 mm de diâmetro 

e 11 mm de largura na abertura. Suas outras características são: sete a oito 

giros mais acentuadamente no lado esquerdo; lado esquerdo ligeiramente mais 

côncavo que o direito; sutura bem marcada em ambos os lados; periferia 

arredondada, tendendo para a direita. Em comparação com B. glabrata, 

apresenta maior largura, principalmente do lado esquerdo e abertura mais 

larga. A anatomia de B. tenagophila é quase idêntica a de B. glabrata, diferindo 
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apenas pela ausência da crista renal ou da linha pigmentada. A sua distribuição 

está mais restrita ao sul do Brasil, sendo encontrada desde o sul da Bahia, 

leste do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (Neves, 2011). B. tenagophila 

é encontrada na natureza com baixas taxas de infecção, colonizando coleções 

hídricas permanentes, uma vez que esses moluscos seriam incapazes de 

resistir à dessecação (Carvalho et al, 2008). Segundo Mello-Silva et al (1998) 

há isolamento geográfico, mas não reprodutivo, uma vez que seus 

experimentos mostraram que o cruzamento interespécies entre B. glabrata e B. 

tenagophila é possível, porém a fertilidade e fecundidade dos indivíduos 

decaem, após várias gerações, até o nascimento de descendentes estéreis.  

B. straminea, a menor das três espécies, apresenta concha com até 16 

mm de diâmetro, seis milímetros de largura, cinco giros e paredes laterais 

arredondadas. A principal característica da anatomia interna é a presença de 

um enrugamento transversal nas paredes dorsal e esquerda da vagina, 

ausente em B. glabrata. O rim não apresenta crista. Encontrada em quase 

todas as bacias hidrográficas do Brasil, é a espécie predominante no Nordeste 

do país, tendo sido também responsável por focos em Fordlândia, no Pará, e 

em Goiânia. Apesar de apresentar taxas muito baixas de infecção a densidade 

desse molusco nos criadouros do Nordeste é bastante alta (Neves, 2011). As 

conchas dos moluscos hospedeiros de S. mansoni no Brasil são mostrados na 

figura 2. 

A distribuição das espécies do gênero Biomphalaria presentes neste 

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

acervo do Laboratório de Referência 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 - Distribuição espacial de Biomphalaria straminea no Brasil. Fonte: 

Carvalho; Caldeira, 2004 apud Ministério da Saúde, 2014. 
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Figura 4 - Distribuição espacial de Biomphalaria glabrata no Brasil. Fonte 

Carvalho; Caldeira, 2004 apud Ministério da Saúde, 2014. 
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1.4. Ciclo Biológico de Schistosoma mansoni  

 

Os vermes adultos de S. mansoni vivem no sistema porta-hepático 

intestinal do hospedeiro vertebrado e do homem (Carvalho et al, 2008; Neves, 

2011; WHO, 2016). Os esquistossômulos quando chegam ao fígado 

apresentam um ganho de biomassa exponencial e após atingirem a maturação 

sexual, em torno de 25 dias, migram para os ramos terminais da veia 

mesentérica inferior, principalmente na altura da parede intestinal do plexo 

hemorroidário, onde se desenvolvem em machos e fêmeas adultos e 

acasalam. Em torno do 35º dia,  a fêmea inicia a postura dos ovos, que são 

ovais e possuem um espinho lateral característico (Carvalho et al, 2008).  

O ovo, por sua vez, libera uma grande variedade de imunógenos, 

conhecidos coletivamente como "antígenos solúveis do ovo" (SEA, do inglês 

soluble egg antigen) e mediam as respostas imunológicas envolvidas com a 

migração tecidual, agregação plaquetária, adesão ao endotélio vascular, 

passagem para a luz intestinal, formação de granulomas e processos 

relacionados à angiogênese (Carvalho et al, 2008). 

Dos ovos em contato com a água eclodem os miracídios e para que 

ocorra a eclosão há a necessidade de luz (fototropismo positivo) e temperatura 

ideais, pois os miracídios possuem fototropismo positivo. Uma vez fora do ovo, 

o miracídio estimulado pelo muco do molusco liberado na água, irá nadar até 

encontrar um hospedeiro intermediário suscetível, onde irá penetrar e sofrer 

mudas até chegar a forma infectante para o vertebrado, a cercária.  A 

combinação dos intensos movimentos do miracídio e da ação enzimática 

constituem os elementos que permitem a penetração da larva nos tecidos do 

molusco (Neves, 2011). 

Após penetrar nas partes expostas do caramujo, sofrem intensas 

modificações morfo-fisiológicas e transformam-se em esporocistos primários 

que por sua vez, também sofrem mitoses podendo gerar outros esporocistos 

primários ou secundários. Os esporocistos secundários irão originar as 

cercárias que serão liberadas na água através do tegumento do caramujo. A 

liberação de cercárias só ocorre em presença 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 não for suficiente, a liberação de cercárias é inibida (Carvalho et 

al, 2008) (Figura 5).  

O hospedeiro definitivo se infecta ao entrar em contato com a água de 

rios, lagos, etc, contendo as cercáriasstas irão penetrar na pele ou mucosas, 

podendo vir a perder ou não a cauda que lhes dava mobilidade na água. Uma 

vez dentro do vertebrado o parasita passa a ser denominado de 

esquistossômulo (Carvalho et al, 2008) (Quadro 1). Dentro do vertebrado, o 

trematódeo continua sua migração através da pele até chegar à circulação 

sanguínea. Uma vez na circulação, o esquistossômulo a utiliza como veículo, 

podendo passar por todo o corpo, inclusive coração e pulmões até chegar a 

seu habitat definitivo (Neves, 2011). 

 

1.5. Desenvolvimento intramolusco de Schistosoma mansoni  

 

Após a penetração no caramujo o miracídio perde seu revestimento 

epitelial ciliado e permanece nas proximidades do local de penetração (Rey, 

2008), que por sua vez, pode ser qualquer área das partes expostas do 

caramujo, sendo, porém, a base dos tentáculos e o pé os locais preferidos. 

Inicialmente, o esporocisto apresenta movimentos amebóides, que diminuem 

com o tempo, até a completa imobilidade da larva. As células germinativas, em 

número de 50 a 100, iniciam, então, um intenso processo de multiplicação 

(poliembrionia), fazendo com que, após 72 horas, a larva, chamada esporocisto 

primário, esporocisto-mãe ou, simplesmente, esporocisto I, dobre de tamanho 

(Neves, 2011). A parede do corpo compreende, externamente, uma membrana 

plasmática e, internamente uma camada sincicial. Grandes células 

germinativas isoladas, ou agrupadas, podem estar incluídas na parte do corpo 

ou livres no meio líquido que preenche o esporocisto (Rey, 2008). Os maciços 

celulares diferenciam-se para constituir os esporocistos secundários. Em 

condições ideais de temperatura, entre 25 e 28°C, ocorre a formação dos 

esporocistos secundários, que se inicia a partir do 14º dia após a penetração 

do miracídio. Esta evolução pode ser significativamente retardada em 

temperaturas abaixo de 20°C (Neves, 2011).  
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O esporocisto primário aumenta em comprimento, forma, constrições e 

curvaturas, apresenta movimentos de expansão ou contração e, rompe-se para 

liberar 20 a 40 esporocistos secundários. Estes migram para as regiões da 

glândula digestiva e do ovoteste do molusco, onde continuam a crescer. 

Quando maduros, estes esporocistos secundários tem uma parede mais 

grossa e cavidade germinativa mais estreita que os esporocistos primários, 

exibindo na extremidade anterior uma protuberância móvel e um poro para a 

eliminação de cercárias. As células germinativas acumulam-se no outro 

extremo da cavidade, permanecendo em constante multiplicação. Pouco a 

pouco, os aglomerados celulares vão se diferenciando em cercárias (Rey, 

2008).  

A migração dos esporocistos secundários inicia-se em torno do 18º dia de 

infecção do molusco, com a migração ocorrendo ativamente através dos seus 

tecidos. A saída dos esporocistos do local de penetração do miracídio, onde a 

maioria se desenvolve, até a glândula digestiva, leva de dois a três dias. A 

localização final dos esporocistos será nos espaços intertubulares da glândula 

digestiva, local onde há maior quantidade de nutrientes (Neves, 2011). 

A formação completa da cercária, até sua emergência para o meio 

aquático, pode ocorrer num período de 27 a 30 dias, em condições ideais de 

temperatura (cerca de 28°C). Um único miracídio pode gerar de 100 a 300 mil 

cercárias, e cada miracídio já leva definido o sexo das cercárias que serão 

produzidas (Neves, 2011). A vida do miracídio dura entre 8 a 12 horas, depois 

disso se não encontrar um hospedeiro, ele morre (Carvalho et al, 2008).  

Quando um caramujo infectado é retirado da água e levado a um estado 

de anidrobiose, a evolução do parasito interrompe-se por igual período, 

retomando seu curso assim que o planorbídeo voltar às condições normais de 

vida (Rey, 2011).  

Moluscos infectados por uma grande carga parasitária de miracídios de S. 

mansoni podem sofrer castração parasitária ou morrer em consequência das 

destruições causadas na glândula digestiva ou em outros órgãos (Rey, 2011; 

Faro et al, 2013). A reação dos tecidos do molusco contra os parasitos 

(formação de granulomas e lise) tem lugar desde os primeiros dias de infecção 

e é tanto mais intensa quanto mais resistente ao parasitismo mostrar-se a 
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espécie ou variedade de Biomphalaria à cepa de Schistosoma em causa. De 

acordo com Rey (2011) os moluscos hospedeiros mais suscetíveis ao S. 

mansoni praticamente não reagem à presença dos esporocistos desse parasito 

em seus tecidos. 
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Figura 5 - Ciclo Biológico de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, acervo do 

Laboratório de Referência Nacional para Esquistossomose-Malacologia do 

Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, adaptado de Guaraldo (1981) e Barros da Silva 

(2014). Extraído de Ministério da Saúde, 2007. 
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Quadro 1 - Expectativa de vida de S. mansoni, nas suas diferentes fases do 

ciclo biológico. Adaptado de Rey (2011) e Carvalho et al (2008). 

 
 

Ovo Imaturo 

Até sete dias para maturação. A postura pode começar 

no 30º dia após a infecção (d.a.i.) e a partir do 40º d.a.i., podem 

ser encontrados ovos nas fezes, recomeçando o ciclo. 

Ovo Maduro Dentro do hospedeiro, até 20 dias. 

Miracídio 

Dentro do ovo, em fezes sólidas, sem exposição direta da 

luz, até cinco dias. Depois da eclosão do ovo, no meio aquoso, 

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 Primário 

Cerca de duas semanas até se transformar em 

esporocisto secundário. Resultam, aproximadamente, de cada 

esporocisto primário de 20 a 40 esporocistos secundários. 

Esporocisto Secundário 

Três a quatro semanas até a formação de cercárias. 

Segundo Rey (2008), os esporocistos secundários, depois de 

produzirem cercárias por um tempo, podem voltar a formar 

novas gerações de esporocistos capazes de retomar a 

produção de novas cercárias e este processo pode levar até 

mais de oito meses. É importante destacar que cada miracídio 

pode gerar até 300.000 cercárias e que o molusco começa a 

eliminá-las por volta da quinta semana. 

Cercária 

Até dois dias na água, embora a infectividade caia 

rapidamente. Leva entre dois a 15 minutos para penetrar na 

pele, segundo Carvalho (2008). 

Esquistossômulo 

É formado logo após a penetração na pele do hospedeiro 

vertebrado. Segundo Carvalho (2008), em 27 dias, depois da 

penetração 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 após sair da área endêmica. 
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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 patógenos e parasitos. Quando estas barreiras são ultrapassadas, uma 

segunda linha de defesa interna, envolvendo componentes celulares e solúveis 

da hemolinfa, começa a atuar. Alguns autores denominam os elementos ou 

substâncias solúveis da hemolinfa de componentes humorais, já identificados, 

como: enzimas lisossomais, lectinas, aglutininas, proteínas relacionadas ao 

fibrinogênio (FREPs), lectinas do tipo C, toxinas formadoras de poros, tal qual a 

biomphalisina e peptídeos antimicrobianos (Lavine e Strand, 2002; Zanker, 

2010; Galinier et al, 2013). Tais componentes ajudam no reconhecimento de 

patógenos e parasitos ligando-se a estes, promovendo ou estimulando sua 

eliminação através da opsonização ou da morte direta (Sokolova, 2009).  

Os hemócitos são os principais componentes efetores do sistema imune 

dos moluscos, sendo responsáveis pelo reconhecimento e fagocitose de 

antígenos não próprios, inclusive microorganismos invasores, como vírus e 

bactérias, ou por encapsular estruturas maiores, como helmintos, e então 

destruí-las (Van Der Knaap, 1990; de Jong et al, 2001; Hahn et al, 2001). Tal 

processo inclui várias etapas: reconhecimento, adesão, ingestão, destruição ou 

encapsulamento e eliminação final de células ou materiais estranhos (Ottaviani, 

2006). De fato, os hemócitos produzem e secretam proteínas proteolíticas, que 

são fatores solúveis da hemolinfa que opsonizam e agregam antígenos não 

próprios para facilitar a fagocitose (Richards e Renwrantz, 1991. A superfície 

dos hemócitos contém vários ligantes para lectinas que são heterogêneos entre 

as espécies e cepas (Martins-Souza, 2006; 2011). Tipos distintos de hemócitos 

expressam receptores específicos para lectinas em sua superfície celular (Joky 

et al, 1983). A resistência de caramujos do gênero Biomphalaria à infecção por 

S. mansoni é diretamente proporcional à capacidade de seus hemócitos, em 

suspensão na hemolinfa, de envolverem as formas parasitárias recém 

penetradas, formando um encapsulamento em torno desta e terminando por 

destruí-la (Neves, 2011). Segundo Boswell (1986) e Bayne (1980), 
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esporocistos previamente tratados com a lectina Concanavalina A eram 

encapsulados, mas não eram mortos nos caramujos resistentes à infecção. 

Meuleman et al (1987) mostraram que o processo de encapsulação ocorre 

tanto nas cepas suscetíveis quanto nas cepas resistentes, mas só resulta em 

morte parasitária na cepa resistente. Outros autores teorizam que é necessário 

reconhecimento específico para ocorrer a encapsulação e resposta citotóxica 

efetiva (Loker, 1990). Azevedo et al (2006) discutiram que hemócitos são 

capazes de responder ao estímulo local sem a ação imediata dos fatores 

solúveis que ficam localizados em outras regiões do hospedeiro. 

Em invertebrados, que não produzem imunoglobulinas, o 

reconhecimento é mediado por lectinas (Neves, 2011). As lectinas são 

definidas como proteínas ou glicoproteínas de natureza não enzimática que 

não pertencem a superfamília das imunoglobulinas. Reconhecem e se ligam 

especificamente a carboidratos (Barondes, 1988), podendo também 

reconhecer proteínas, enzimas e imunoglobulinas. Elas desempenham um 

importante papel no reconhecimento célula-célula e são consideradas como 

possíveis participantes nas interações imunes entre o caramujo e o 

trematódeo, em um sistema onde não existem anticorpos (Horák, 1997).  

Segundo Knaap e Loker (1990), a infectividade do parasito envolve os 

seguintes mecanismos imunológicos: (i) mimetismo molecular, quando os 

parasitos compatíveis sintetizam e expõem moléculas que são reconhecidas 

como “self” pelos hemócitos do molusco; (ii) mascaramento molecular no qual o 

parasito compatível adquire moléculas do hospedeiro ou passivamente ou via 

receptores específicos, e não é reconhecido pelo sistema imune do molusco; 

(iii) ausência de reconhecimento, onde o parasito compatível possui moléculas 

que não são reconhecidas pelos hemócitos do hospedeiro; (iv) produção de 

epítopos não reconhecíveis, onde o parasito compatível sintetiza epítopos 

capazes de lhe conferir proteção; e (v) mecanismo de interferência, quando o 

parasito produz e excreta produtos capazes de interferir na ação do sistema 

imune do molusco. 

Nas espécies do gênero Biomphalaria, as respostas do sistema de defesa 

interno às larvas de trematódeos são parcialmente dependentes da capacidade 

dos hemócitos reconhecerem moléculas do tegumento do esporocisto, levando 
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à ativação celular e produção de metabólitos de oxigênio e nitrogênio altamente 

tóxicos que são associados a mortalidade parasitária (Hahn et al 2000, 2001; 

Bender et al, 2005; Bayne, 2009; Moné et al 2010). Nesse contexto, o primeiro 

passo na ativação desse mecanismo de defesa é o reconhecimento do parasito 

pelos hemócitos. A caracterização morfológica dos hemócitos de B. glabrata e 

B. straminea foi apresentada por Cavalcanti et al (2011), que estudaram 

exemplares não expostos. 

O tegumento dos esporocistos de S. mansoni é composto de moléculas 

altamente glicosiladas (Yoshino, 1977; Uchikawa & Loker, 1991; Johnston & 

Yoshino, 1996) que se ligam a proteínas solúveis da hemolinfa de B. glabrata 

de uma forma carboidrato dependente (Johnston & Yoshino, 1996). Além do 

mais, foi demonstrado que glicoproteínas excretadas/secretadas pelos 

esporocistos de S. mansoni também se ligam aos hemócitos via receptores 

ligantes de carboidrato (Johnston & Yoshino, 2001). Dessa forma, a ligação 

carboidrato-lectina poderia mediar funcionalmente a associação dos hemócitos 

ao tegumento do trematódeo (Van der Knaap & Loker, 1990; Johnston & 

Yoshino, 2001; Bayne, 2009). Consequentemente, essa ligação poderia ser um 

fator determinante da suscetibilidade de Biomphalaria à infecção por S. 

mansoni. As lectinas mais conhecidas presentes na hemolinfa de B. glabrata 

são membros de uma família de proteínas relacionadas ao fibrinogênio 

(FREPs) (Adema et al, 1997; Zhang et al, 2008). FREPs são lectinas 

dependentes de cálcio que contém um ou dois domínios N-terminais parecidos 

com o das imunoglobulinas e um domínio fibrinogênio C-terminal. Essas 

lectinas são reguladas depois da infecção pelo trematódeo 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 opsônicas contra 

hemócitos e que a depleção de FREP3 resultou numa alteração da resistência 

do caramujo à infecção pelo parasito Echinostoma paraensei (Hanington et al, 

2010b). Entretanto, os FREPs não foram identificados em outras espécies de 

Biomphalaria e suas funções no reconhecimento e destruição de parasitos 

ainda não foi bem definido (Bayne, 2009). 
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Apesar de não dispor das mesmas lectinas utilizadas por Martins-Souza 

et al (2006) ao caracterizar hemócitos 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 gênero Biomphalaria 

possuem cinco tipos de hemócitos: as células blásticas, os granulócitos, os 

hialinócitos tipo I, hialinócitos tipo II e hialinócitos tipo III. 

As células blásticas possuem o formato esférico, exibem um núcleo 

grande, localizado centralmente e citoplasma restrito a uma pequena área ao 

redor do núcleo. Seu diâmetro variou entre 3-5µm para B. glabrata e 4-5µm 

para B. straminea.  Estas células possuem características comuns a células 

jovens ou de células precursoras de outros hemócitos (Cavalcanti, 2011).  

Os granulócitos são células polimórficas, cujo formato pode variar de 

esférico à fusiforme, contendo um variado número de grânulos basofílicos em 

seu citoplasma, que podem estar localizados na periferia ou no centro da 

célula. O tamanho destas células varia entre 7-8µm para B. glabrata e 6-7µm 

para B. straminea.  Em B. straminea, esta autora encontrou nucléolo evidente e 

grânulos em diferentes estágios de formação (Cavalcanti, 2011).   

Os hialinócitos tipo I, apresentam perfil polimórfico com o núcleo central 

ou deslocado. A membrana deste hemócitos apresenta filopódios/pseudópodes 

e seu diâmetro varia entre 7-12µm para B. glabrata e 5-8µm para B. straminea.   

(Cavalcanti, 2011).  

Os hialinócitos tipo II, são descritas como ovais possuindo núcleo 

excêntrico sem nucléolo proeminente e citoplasma homogêneo com a presença 

de vesículas e ribossomos livres.  Estas células medem entre 9-10µm para B. 

glabrata e para B. straminea (Cavalcanti, 2011). 

Os hialinócitos tipo III, são consideradas as maiores células encontradas 

na hemolinfa com diâmetro variando entre 10-12µm para B. glabrata e 9-11µm 

para B. straminea. São células cujo formato varia de esférico à oval, com 

núcleo grande e esférico que pode estar localizado de forma central ou 

excêntrica (Cavalcanti, 2011).    
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1.7. Relação Biomphalaria straminea –Schistosoma mansoni 

 

Estudos epidemiológicos mostram que a suscetibilidade de B. straminea 

ao S. mansoni é a mais baixa das três espécies hospedeiras desse trematódeo 

no Brasil, variando (dependendo da população 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 população de Juiz de Fora, MG: 28,6% (Massara et al, 

2002). 

A compreensão do mecanismo de resistência de parte da população de 

B. straminea ao S. mansoni vem sendo estudada, mas ainda há poucas 

informações a respeito da razão de ocorrer esse comportamento resistente em 

parte da população desse molusco. Segundo Fernandez e Pieri (2001) a 

imaturidade do sistema imune, peculiar a indivíduos muito jovens, influencia na 

infectividade do mesmo. Assim, os espécimes suscetíveis e futuros 

mantenedores do ciclo natural teriam de ser ainda expostos em tenra idade aos 

miracídios.  

O mecanismo de resistência é um caráter genético dominante, o que 

pode explicar porque apenas uma pequena porcentagem da população de B. 

straminea mantém o ciclo deste trematódeo (Florence et al, 2005). Estudos 

mostram que esse perfil com padrão dominante pode ser transferido ao 

espécime suscetível ou a seus hemócitos in vitro através de alo enxerto de 

APO (Amebocyte Producing Organ) ou pela transferência de hemolinfa de 

indivíduos resistentes (Barbosa et al, 2006; Pereira et al, 2008).  

No presente trabalho descrevemos as características da citologia dos 

hospedeiros intermediários Biomphalaria straminea da cepa Sousa, Paraíba e 

Biomphalaria glabrata da cepa Ressaca, Minas Gerais, não expostos e após a 

exposição por Schistosoma mansoni. É abordado o papel de algumas lectinas 

durante a resposta imune dos hospedeiros, assim como a relação 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 Saúde Pública, a 

esquistossomose constitui uma das principais endemias negligenciadas que 

acometem a população de baixa renda, principalmente no nordeste do país, 

onde Biomphalaria straminea é o principal transmissor nessa região. Sua 

importância como hospedeiro aumenta com a implementação de grandes 

projetos hídricos e a possibilidade de irrigação de novas áreas do nordeste 

setentrional, como é o caso da transposição do Rio São Francisco.  Entretanto, 

estudos envolvendo a interação parasitária B. straminea-S. mansoni são 

escassos devido a aspectos da biologia desse hospedeiro, entre eles a 

resistência à infecção.  

Estudos de resistência à infecção podem sugerir a existência de um 

padrão molecular que confere resistência ao S. mansoni e pode estar presente 

total ou parcialmente nos planorbídeos hospedeiros. A identificação de 

algumas destas moléculas presentes na interação hemócito/esporocisto já tem 

sido realizada. Com lectinas, por exemplo, Martins-Souza et al (2006) 

observaram diferentes proporções de marcação ao examinar hemócitos de B. 

glabrata suscetível e de uma cepa resistente de B. tenagophila (Taim) após a 

exposição à miracídios. 

Ao estudarmos experimentalmente uma população de B. straminea de 

Souza, PB, registrada como área endêmica da esquistossomose, encontramos 

uma população com um perfil de baixa infectividade. A partir deste achado 

resolvemos caracterizar aspectos morfológicos dos descendentes de indivíduos 

com este perfil resistente. A caracterização de um perfil morfológico e 

enzimático 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 padrão. 
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II. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Contribuir para o conhecimento da relação Biomphalaria straminea- 

Schistosoma mansoni, através de estudo imunocitológico e histopatológico 

envolvendo a participação de lectinas em hemócitos de B. straminea expostas 

ao S. mansoni, visando a obtenção de um perfil fenotípico que caracterize o 

comportamento resistente de uma população de B. straminea oriunda de 

Souza-PB. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Verificar possíveis alterações na composição celular, através da 

contagem e caracterização morfológica de hemócitos circulantes, em 

Biomphalaria straminea e Biomphalaria glabrata experimentalmente infectadas 

por Schistosoma mansoni.  

b) Verificar a presença de lectinas nos hemócitos em cultura de B. 

straminea e de B. glabrata desafiados pelos parasitos; 

c) Conhecer aspectos in vitro da interação S. mansoni-B. straminea e B. 

glabrata através da cultura de hemócitos destes moluscos desafiados por 

esporocistos primários de S. mansoni; 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Moluscos Utilizados para a Infecção experimental 

 

Foram utilizados exemplares de B. straminea provenientes da cepa 

Sousa (PB) e B. glabrata provenientes da cepa Ressaca (MG), providas pelo 

Laboratório de Referência Nacional para Esquistossomose-Malacologia do 

Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. A partir do 30º dia de infecção, os moluscos 

foram expostos à luz de 60 Watts para verificar a liberação de cercárias.   

 

3.2. Infecção do Hospedeiro Definitivo e Obtenção dos Miracídios 

 

Camundongos Swiss Webster são utilizados na manutenção do ciclo do 

S. mansoni (cepa BH – Belo Horizonte, Minas Gerais) mantido nos 

Laboratórios de Patologia e Laboratório de Referência Nacional para 

Esquistossomose-Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz – IOC/Fiocruz. 

Animais com cinco dias de vida foram infectados com 70 cercárias via 

percutânea. Eles foram colocados em poços de cultura de células com espaço 

para seis animais contendo uma lâmina d’água com as larvas que penetraram 

através da pele. Após o desmame, com aproximadamente 21 dias de idade, os 

machos e fêmeas foram separados para evitar a procriação.  

O exame parasitológico de fezes foi feito a partir do 30º dia pós-infecção 

a partir da técnica de sedimentação espontânea (Lutz, 1919) a fim de detectar 

a presença dos ovos do parasita. Uma vez confirmada presença dos ovos 

vivos, os sedimentos foram expostos à luz de 60 Watts, durante 15 minutos, 

para que ocorresse a eclosão dos miracídios que foram utilizados para infectar 

os moluscos. 
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3.3. Exposição dos Moluscos 

 

Foram utilizadas B. straminea da cepa Sousa (PB), cujos diâmetros das 

conchas variaram entre 2mm e 5mm e B. glabrata da cepa Ressaca (MG), 

cujos diâmetros das conchas variaram entre 5mm e 8mm. Moluscos de ambas 

as espécies foram expostos em massa e individualmente à miracídios da cepa 

BH de S. mansoni.  

Para realizar a exposição em massa, os moluscos foram acondicionados 

em placas de Petri contendo os parasitos. A exposição individual à cinco 

miracídios foi realizada a partir da contagem dos parasitos que foram 

acondicionados em Erlenmeyer de 125ml coberto com papel alumínio após a 

sedimentação. Os miracídios foram capturados com pipetas de vidro e 

contados em placas de 24 poços. Após a contagem os moluscos foram 

colocados nos poços contendo os miracídios. Doze moluscos de cada espécie 

foram usados como controles.  

Os moluscos foram dispostos em grupos de quatro animais cada. Três 

grupos de moluscos expostos em massa foram sacrificados no início do 

período pré-patente, após 24 horas e outro grupo, de 12 moluscos, foi 

sacrificado no início do período patente que correspondeu à 30 dias após a 

infecção. Nestes grupos foram efetuados os seguintes procedimentos: 

contagem e identificação morfológica de hemócitos, marcação por lectinas, 

interação parasito-hospedeiro e histologia. Após 30 dias de exposição, tanto B. 

straminea quanto B. glabrata foram expostas à luz de 60 Watts para emissão 

de cercárias a fim de confirmar a infecção. 

Para complementar o estudo dos hemócitos através da marcação por 

lectinas, outros grupos de moluscos foram expostos. Um foi sacrificado após 0 

minuto (momento inicial da penetração do miracídio, realizado através de 

observação no microscópio estereoscópico), 48 e 72 horas após exposição em 

massa (4 moluscos/tempo) e outro grupo foi sacrificado após 0 minuto, 15, 30 e 

45 minutos após exposição individual por cinco miracídios (4 moluscos/tempo).   

Após a exposição, as placas ainda contendo os moluscos foram 

observadas para constatar a presença de miracídios, porém nenhum parasito 

foi avistado. Os animais foram colocados em aquários de vidro com as 
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medidas: 20cm de diâmetro, 10cm de altura, 5mm de espessura e com 

capacidade para dois litros de água. Os animais foram mantidos nos aquários e 

alimentados com alface ad libitum. 

Para realizar a interação parasito-hospedeiro, os miracídios foram 

coletados de acordo com Jurberg et al (2008) e também foram contados em 

placas de 24 poços.  

 

3.4. Coleta de Hemolinfa dos Moluscos 

 

Para averiguar as mudanças celulares decorrentes da exposição, a 

hemolinfa foi extraída de moluscos com 60 dias de vida, tanto expostos quanto 

controles, constituindo um pool. Os animais tiveram o coração 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 Hemócitos 

 

Os Eppendorfs contendo a hemolinfa dos moluscos foram centrifugados 

a 100rpm durante 10 minutos na centrifuga Rotina 380R Hettich Lab 

Technology. Uma alíquota de 10µl de hemolinfa foi corada com 10µl de Azul de 

Tripan para contagem em câmara de Neubauer a fim de avaliar o número de 

hemócitos. As células foram contadas em Microscópio Óptico Axio Skop com 

câmera AxioCam HRc da Zeiss.  

Foi adicionada Formalina neutra 10% com Sacarose 30% (Malagueño et 

al, 1998) à hemolinfa restante na proporção 1:1 para preservar os hemócitos 

para uso posterior.  

Os resultados foram expressos em média e desvio-padrão e submetidos 

ao teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn para análises 

intraespecíficas e teste Mann-Whitney para análises interespecíficas no mesmo 

período (α = 5%). Todas as análises 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 Esfregaço 

 

Após a contagem, os hemócitos foram ressuspensos e em seguida 

submetidos ao processo de citocentrifugação na centrífuga Cellspin I Tharmac. 

Em virtude do tamanho do molusco, o volume total de hemolinfa de B. 

straminea variou entre 10µl e 50µl, portanto metade do volume da hemolinfa 

desse molusco foi usado, enquanto que para B. glabrata foi usada uma 

alíquota de 100µl de hemolinfa. As alíquotas foram inseridas em funis de 

plástico e estes foram acoplados a suportes de metal contendo um papel de 

filtro em contato com uma lâmina histológica. Os hemócitos foram submetidos 

à 500rpm durante 10 minutos. 

Para fazer o esfregaço, 50µl da hemolinfa da B. glabrata e o restante do 

volume de hemolinfa de B. straminea foram estendidos sobre uma lâmina e 

deixados secar em temperatura ambiente durante 24 horas e em seguida 

montadas em goma de damar.  

Os hemócitos contidos nas lâminas de citocentrifugado e de esfregaço 

foram corados em Giemsa 20% para realizar a tipagem (Malagueño et al, 1998) 

e fotografados através do Microscópio Óptico Axio Skop com câmera AxioCam 

HRc da Zeiss. Outras lâminas foram submetidas à imunofluorescência para a 

identificação de carboidratos através de lectinas fluoresceinadas. 

 

3.7. Histologia dos moluscos 

 

Após a coleta de hemolinfa, os moluscos foram removidos das conchas 

a partir do esmagamento entre duas placas de vidro. Os resíduos de concha 

foram removidos e os corpos preservados em Formalina Millonig de Carson 

(Carson et. al, 1973) para posterior processamento histológico. Este 

procedimento ocorreu com B. straminea e B. glabrata após 24 horas e 30 dias 

de exposição em massa. Animais controles não expostos foram utilizados para 
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comparação com possíveis lesões teciduais causadas pelo parasitismo nos 

moluscos expostos.  

As partes moles dos moluscos foram fixadas por um tempo mínimo de 

24 horas.  Em seguida o material foi clivado, removido do fixador e lavado em 

água corrente por uma hora. Após a lavagem, foi imerso sequencialmente em 

cubas contendo álcool etílico nas seguintes concentrações: 20%, 30%, 50%, 

70% e 95% durante 30 minutos cada banho. Logo após, foram colocados em 

cubas contendo álcool butílico 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 inclusão dos moluscos em blocos de parafina utilizando-

se o aparelho de autoinclusão Shandon Histocentre 2. Utilizando-se o 

micrótomo Leica RM 2135 Rotary, foram feitos, em cada bloco, cortes de 5µm 

de espessura os quais foram aderidos a lâminas histológicas, onde foram 

realizadas a coloração de hematoxilina e eosina descrita abaixo. 

As lâminas foram colocadas em suportes de vidro e passaram por um 

processo para remoção da parafina seguido de hidratação e que consiste em: 

três banhos em xilol absoluto, três banhos em álcool absoluto, um banho em 

álcool 95%, um banho em álcool 70% e um banho em água destilada. Cada 

banho com duração de três minutos. Após a hidratação do tecido, as lâminas 

foram embebidas no corante Hematoxilina de Mayer por 20 minutos. Após a 

imersão no corante, as lâminas foram deixadas sob água corrente por 25 

minutos a fim de remover o excesso. Em seguida, elas foram embebidas em 

álcool 70% por três minutos e depois foram colocadas no corante Eosina 

durante três minutos. Após a imersão em eosina, as lâminas foram 

desidratadas em série alcoólica crescente, composta por: uma vez em álcool 

70%, uma vez em álcool 95%, álcool 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. Transformação in vitro de Miracídios em Esporocistos 

Primários 

 

Após a realização da sedimentação espontânea (Lutz, 1919) para 

obtenção de miracídios, o material foi acondicionado em Erlenmeyer e foi 

realizada a contagem dos parasitos em placa de 24 poços através de 

microscópio estereoscópico. Foram utilizados 100 miracídios para a conversão. 

Os miracídios foram transferidos para um tubo Falcon de 50ml e incubados no 

gelo por 30 minutos para decantação dos mesmos. O sobrenadante foi 

aspirado, deixando-se aproximadamente 1,5ml no tubo. 

Antes da incubação dos miracídios 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 1000µl e 200µl 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, 750µl de SFB inativado (5%) (WL Imunoquímica) e 150µl de 

penicilina/estreptomicina (100µg/ml) (Sigma P0781). Após homogeneizar o 

meio final, este foi colocado em garrafa de cultura estéril de 25mm2. A este foi 

adicionado a solução de 1,5ml contendo os 100 miracídios. 

A garrafa foi incubada em estufa BOD com temperatura entre 26-28oC 

por 24 horas. Em seguida a garrafa de cultura foi deixada à temperatura 

ambiente por 1 hora. O conteúdo 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 solução foi ressuspensa no 

fluxo laminar com meio RPMI-1640 sem SFB e antibióticos e novamente 

centrifugado à 2000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado 

deixando o volume de 3ml. A amostra foi homogeneizada e dividida em três 

poços na placa de cultura de 24 poços, onde em cada poço foi adicionado 5µl 

de lectinas conjugadas a FITC (Lens culinaris, Arachis hypogea e Griffonia 

simplicifolia – diluição 1/200) A placa teve ainda um poço 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 microscópio de epiluminescência. O 

material foi fixado em solução de paraformaldeído a 4% em PBS e estocado a 

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

 

3.9. Interação parasito-hospedeiro  

 

Para avaliar a capacidade de encapsulação dos hemócitos, os mesmos 

foram desafiados pelos parasitos em cultura. Para tal, após a contagem na 

câmara de Neubauer e centrifugação, o sobrenadante foi aspirado, deixando-

se o volume de 30µl de hemolinfa de B. glabrata e o volume total da hemolinfa 

de B. straminea. Os hemócitos foram suspensos em CBSS (Chermin, 1963) 

suplementado com 2% de aminoácidos essenciais, 5% de soro fetal bovino e 

2% de antibióticos penicilina/estreptomicina. O volume de CBSS foi 

proporcional ao volume de hemolinfa, ou seja, 1:1. 

Os esporocistos foram centrifugados à 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 poços com fundo de 

lamínula e esta foi levada à estufa de CO2 à 37°C por 30 minutos e logo após 

os hemócitos foram adicionados e a interação foi fotografada durante 6 horas 

em Microscópio de Epiluminescência Axio Observer Z.1 com câmera AxioCam 

MRc5 da Zeiss. 

 

3.10. Marcação com Lectinas Fluoresceinadas  

 

As lâminas foram lavadas em tampão PBS 0,01M pH 7.4 por 10 minutos 

e em seguida foi feita a revelação antigênica em tampão TUF (Target 

Unmasking Fluid – Pan Path Z000R0000 – 3x concentrado) aquecido em 

microondas a 95°C, no qual as lâminas foram mantidas por 10 minutos. As 

lâminas foram lavadas em água 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 

solução de bloqueio de ligações inespecíficas feita a partir de: 8% de soro fetal 

bovino, 1% de leite em pó desnatado (de cabra ou Molico) e 2,5% de albumina 

bovina, diluídos 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 câmara úmida.  

As lâminas foram lavadas em PBS (três vezes por 3, 5 e 7 minutos 

cada) e em seguida foi adicionado o marcador de DNA, DAPI (Invitrogen 

D1306 1306699) na concentração 1:5000 durante 1 minuto e, logo após as 

lâminas foram lavadas em PBS da mesma forma descrita acima.  

Por último, as lâminas 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 observação. As 

lâminas foram observadas e fotografadas em Microscópio de Epiluminescência 

Axio Observer Z.1 com câmera AxioCam MRc5 da Zeiss.  

As lectinas usadas neste trabalho são produtos da Sigma-Aldrich, com 

as seguintes especificações: Griffonia simplicifolia (syn. Bandeiraea simplicifolia 

- FITC conjugado): L9381 e Lens culinaris (FITC conjugado): L9262.  
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IV. RESULTADOS 

 

4.1. Resultado da Exposição 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 estímulo luminoso 

para verificação de emissão de cercárias, visando a confirmação da infecção. 

Entretanto não ocorreu liberação de parasitos, resultado que corrobora o 

caráter de resistência dessa população em relação ao S. mansoni. Dessa 

forma, as análises complementares propostas neste estudo, englobando os 

elementos celulares e da cinética dos períodos iniciais da infecção foram 

abordados a fim de caracterizar o comportamento celular apresentado por este 

molusco. 

B. glabrata utilizada como controle positivo eliminou cercárias a partir de 

30 dias. 

 

4.2. Contagem Total de Hemócitos 

 

4.2.1. Contagem de hemócitos de Biomphalaria straminea e 

Biomphalaria glabrata submetidas à exposição em massa 

 

Em termos biológicos, verificou-se um aumento de 510,62% de células 

na hemolinfa de B. straminea e uma diminuição de 57,46% de hemócitos na 

hemolinfa de B. glabrata, 24 horas após a exposição. Após 30 dias de 

exposição, os hemócitos de B. straminea apresentaram um aumento de 

317,87% em relação ao controle não exposto. Porém, B. glabrata, aos 30dpi 

apresentou aumento de 187,72% no número de hemócitos da hemolinfa quanto 

comparado ao controle não exposto (Tabela 1). A mortalidade dos moluscos 

utilizados neste estudo é mostrada na Tabela 2. 

Em termos estatísticos, não foram observadas diferenças significativas 

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

Biomphalaria glabrata controles e expostos em massa à miracídios de 

Schistosoma mansoni. 
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4.3. Aspectos citológicos da hemolinfa de B. glabrata e B. straminea não 

expostas e expostas à S. mansoni.  

 

4.3.1. Animais não expostos (Controle) 

B. straminea: Foram observados hialinócitos tipo II, com núcleo lobulado 

e citoplasma basofílico possuindo 6µm de diâmetro (setas pretas) (Prancha 1 - 

Figura 1). As células mais abundantes observadas na hemolinfa foram as 

células blásticas, apresentando-se como células pequenas de núcleo 

excêntrico e citoplasma neutro com os diâmetros variando entre 3 e 4 

micrômetros (círculos) (Prancha 1 - Figuras 1 e 2). Os hialinócitos tipo III 

mostraram-se como células grandes, as maiores encontradas, o núcleo 

excêntrico e citoplasma neutro, com seu diâmetro variando entre 13 e 14 

micrômetros (Prancha 1 - Figuras 1 e 2).  

 

B. glabrata: Foram observados hialinócitos tipo I, possuindo núcleo 

central a ligeiramente excêntrico, com citoplasma neutro, acidofílico ou 

basofílico, havendo a presença de filópodios. Os diâmetros das células 

variaram entre 7µm e 9µm (setas azuis) (Prancha 2 - Figura 1, 3 e 4). Outros 

hialinócitos tipo I com o citoplasma basofílico ocupando um grande volume da 

célula também foram observadas (Prancha 2 - Figura 5).  

As células mais abundantes da hemolinfa, as células blásticas, 

apresentaram-se de forma bem polimórfica, com um citoplasma mais 

eosinofílico e núcleo lobulado, podendo ser esférica ou oval, com 6µm de 

diâmetro para o hemócito esférico e 7µm de diâmetro para o hemócito oval 

(Prancha 2 - Figuras 2, 3, 4 e 5). Os granulócitos possuíam diâmetro de 8µm, o 

núcleo central e citoplasma com grânulos acidófilos e uma das células 

apresentou degranulação (círculo 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 

hemócitos de Biomphalaria straminea animal controle corados com Giemsa 

20%. 

 

Figura 1: Hialinócitos tipo II (setas), células blásticas (círculos) e hialinócitos 
tipo III.  

Figura 2: Células blásticas (círculos) e hialinócitos tipo III. 
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Prancha 2 

 

Figura 1: Hialinócito tipo I apresentando filopódios (seta azul);  

Figura 2: Vários hialinócitos tipo I apresentando suas diferentes formas; 

Figura 3: Células blásticas, hialinócito tipo I apresentando filopódios (seta azul), 
vários outros hialinócitos tipo I, granulócito e granulócito degranulado (círculo 
verde); 

Figura 4: Presença de hialinócitos do tipo I, com um deles emitindo filopódios 
(seta azul); 

Figura 5: Hialinócitos do tipo I; 

Figura 6: Granulócito. 
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PRANCHA 2 

 

 

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

hemócitos de Biomphalaria glabrata animal controle corados com Giemsa 20%. 
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4.3.2. 24 horas após exposição 

 

B. straminea: Havia células blásticas medindo entre 3 e 6 micrômetros, 

com os núcleos excêntricos e citoplasma basofílicos (círculos) (Prancha 3 - 

Figuras 1 e 2). Também foram encontrados hialinócitos tipo III medindo entre 

10 e 12µm de diâmetro, com os núcleos excêntricos e citoplasma basofílico 

(seta) (Prancha 3 - Figura 2). Estes foram os únicos tipos de hemócitos 

encontrados na lâmina.  

 

B. glabrata: Foram encontrados granulócitos, apresentando núcleo 

ligeiramente excêntrico, com citoplasma acidofílico exibindo grânulos 

basofílicos e acidofílicos, com diâmetro variando entre 10 e 14µm (Prancha 4 - 

Figura 1). Alguns chegaram a apresentar nucléolos, com o diâmetro atingindo 

até 20µm (seta) (Prancha 4 - Figura 2). Também houve a presença de 

hialinócitos tipo II, possuindo, aproximadamente, 13µm de diâmetro e cujo 

núcleo ocupava grande parte da célula e o citoplasma acidofílico estava restrito 

a uma pequena porção (círculo) (Prancha 4 - Figura 2).  
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PRANCHA 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha  3 - Figuras 1 e 2: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 24 horas de exposição em massa 

corados com Giemsa 20%. 

 
Figura 1: Presença de células blásticas (círculos); 

Figura 2: Hialinócitos tipo I (círculo) e hialinócito tipo III (seta). 
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PRANCHA 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Figura 1: Presença de granulócitos;  

Figura 2: Hialinócitos tipo II (círculo) e granulócito apresentando nucléolo 
(seta). 
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4.3.3. 30 dias após exposição  

B. straminea: As células mais abundantes da hemolinfa foram as células 

blásticas com seus núcleos bem condensados ocupando mais da metade da 

célula e citoplasma basofílico possuindo diâmetreo de 5,45µm (círculo preto) 

(Prancha 5 - Figura 1). Foram observados hialinócitos tipo I, de núcleo 

condensado com uma fina faixa equivalente ao citoplasma, apresentando 

grânulos em seu interior e com o diâmetro de 9,11µm (círculo) (Prancha 5 - 

Figura 2). Outras células observadas foram os hialinócitos tipo II que 

mostraram-se ovais, com núcleo condensado e citoplasma basofílico, medindo 

9µm de diâmetro e 3µm de diâmetro de núcleo (círculo) (Prancha 5 - Figura 3). 

 

B. glabrata: O tipo celular mais abundante encontrado foram as células 

blásticas com seus núcleos bem condensados ocupando mais da metade do 

corpo da célula e citoplasma basofílico com diâmetro de 4µm. Houve a 

presença tanto células isoladas quanto grumos (círculos) (Prancha 6 - Figuras 

1, 2 e 4). Os granulócitos possuíam diâmetro de 7µm, o núcleo lobulado e 

citoplasma acidófilo (círculo) (Prancha 6 - Figura 3).   
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PRANCHA 5 

 

 

 

 

Prancha 5 - Figuras 1 à 3: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea aos 30 dias de exposição corados com 

Giemsa 20%. 

 

Figura 1: Célula blástica (círculo preto);  

Figura 2: Presença de hialinócitos tipo I (círculo preto); 

Figura 3: Hialinócito tipo II (círculo preto). 
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PRANCHA 6 

 

 

 

Prancha 6 - Figuras 1 à 4: Microscopia de campo claro de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata aos 30 dias de exposição corados com 

Giemsa 20%. 

 

Figura 1: Células blásticas encontradas isoladas (círculos); 

Figura 2: Células blásticas encontradas em grumos (círculos);  

Figura 3: Hialinócito tipo II; 

Figura 4: Células blásticas. 
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4.4. Resultados dos aspectos imunocitológicos da exposição em 

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

 

4.4.1. Lens culinaris 

 

4.4.1.1. Animais não expostos (Controle) 

B. straminea: Houveram células blásticas positivas bem marcadas para 

esta lectina, exibindo esta marcação em sua superfície (círculo) (Prancha 7 - 

Figura 1). Algumas células negativas estavam envoltas por um grumo positivo 

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

 

B. glabrata: Haviam muitas células em toda a lâmina, em sua maioria 

células blásticas que se encontravam positivas para L. culinaris assim como 

hialinócitos tipo I. A marcação apresentou-se mais intensa na superfície das 

células blásticas e nos filópodes dos hialinócitos (círculos) (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: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea, animal controle, marcados pela lectina 

de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão marcados em 

DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Células blásticas positivas, apresentando moderada marcação na 
superfície da célula (círculo);  

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

 

 

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

hemócitos de Biomphalaria glabrata, animal controle, marcados pela lectina de 

Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão marcados em 

DAPI. Escalas em 100µm. 

 

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

Figura 2: Hemócitos positivos (círculo) e negativos (seta) no mesmo campo;  

Figura 3: Hemócitos positivos (círculo) e negativos (seta) no mesmo campo; 

Figura 4: Hemócitos exibindo marcação para Lens culinaris (círculo). 
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4.4.1.2. 24 horas após a exposição  

B. straminea: A maioria das células blásticas estava negativa para L. 

culinaris (setas) (Prancha 9 - Figuras 1 e 3). As poucas células positivas para a 

lectina apresentaram menor intensidade de marcação do que os hemócitos de 

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

 

B. glabrata: A maioria das células encontradas eram células blásticas, 

assim como nos tempos anteriores, e estas encontravam-se isoladas ou em 

grumos, porém negativas para L. culinaris (setas) (círculos vermelhos) 

(Prancha 10 - Figuras 1, 2, 3 e 4). Os hemócitos que estavam positivos, 

hialinócitos tipo I, apresentaram marcação mais intensa em sua superfície e 

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

 

 

 

Prancha 9 - Figuras 1, 2 e 3: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 24 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

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

Figura 2: Células blásticas positivas (círculo) e negativas (seta) no mesmo 
campo;  

Figura 3: Hemócito exibindo marcação para Lens culinaris (círculo) e DAPI 
(seta). 
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PRANCHA 10 

 

 

 

Prancha 10 - Figuras 1 à 4: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 24 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 à 4: Células blásticas positivas (círculos) e negativas (setas) à 

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

negativas (círculos vermelhos). 
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4.4.1.3. 48 horas após a exposição 

B. straminea: Assim como nos tempos anteriores, a maior parte das 

células encontradas, tanto positivas quanto negativas, consistiam em células 

blásticas. Haviam hemócitos positivos (círculo) (Prancha 11 - Figuras 1 e 2), 

dos quais alguns exibiram marcações mais intensas do que outros (círculo) 

(Prancha 11 - Figura 1), entretanto a maioria estava negativa à lectina (setas) 

(Prancha 11 - Figuras 2).  

 

B. glabrata: As células blásticas encontradas neste tempo de exposição 

tiveram suas superfícies intensamente marcadas para a lectina de Lens 

culinaris, entretanto não houve diferença na quantidade de células positivas 

quando comparado com 24 horas (círculos) (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: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 48 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica positiva (círculos) e negativas (setas); 

Figura 2: Células blásticas positivas (círculos) e negativas (setas); 
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PRANCHA 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 12 - Figuras  1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 48 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 50µm.  

 

Figura 1: Hialinócitos tipo I e seus filopódios intensamente positivos (círculos); 

Figura 2: Célula blástica negativa (seta) à lectina. 
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4.4.1.4. 72 horas após a exposição 

B. straminea: Haviam somente células blásticas negativas em toda 

lâmina, sem exibir a marcação pela lectina (setas) (Prancha 13 - Figuras 1 e 2). 

A quantidade de células existente na lâmina foi a mesma dos tempos 

anteriores. 

 

B. glabrata: Foram encontrados hialinócitos tipo I com suas superfícies e 

seus filopódios bem marcados para a lectina de Lens culinaris (círculos) 

(Prancha 14 - Figuras 1 e 2) e poucas células negativas (seta) (Prancha 14 - 

Figura 1). Não houve diferença na quantidade de células positivas quando 

comparado com os tempos anteriores. 
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PRANCHA 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 13 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 72 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm.  

 

Figuras 1 e 2:  Hemócitos negativos (setas) à lectina; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

PRANCHA 14 

 

 

 

 

 

 

Prancha 14 - Figuras  1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 72 horas de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris conjugada à FITC. Os núcleos 

celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 50µm. 

 

Figura 1: Hialinócitos tipo I e seus filopódios positivos à lectina (círculos); 

Figura 2:  Células blásticas negativas à lectina (seta). 
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4.4.1.5. 30 dias após a exposição 

B. straminea: Houveram células blásticas negativas (seta) (Prancha 15 - 

Figura 1) enquanto outros exibiam a marcação da lectina no seu interior (setas 

vermelhas) (Prancha 15 - Figura 2). 

 

B. glabrata: Haviam várias células blásticas com suas superfícies bem 

marcadas para a lectina de Lens culinaris (círculo) assim como várias outras 

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

 

 

 

 

 

 

Prancha 15 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 30 dias de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão marcados 

em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica negativa à lectina (seta).   

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 16 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 30 dias de exposição maciça 

marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão marcados 

em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 e 2: Células blásticas positivas (círculo) e negativas (setas) à lectina.   
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4.5. Resultados dos aspectos imunocitológicos da exposição 

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

 

4.5.1. Lens culinaris 

 

4.5.1.1. 0 minutos após a exposição 

B. straminea: As células blásticas deste tempo de exposição exibiram 

moderada marcação à lectina (círculos) (Prancha 17 - Figuras 1 e 2) assim 

como houve a presença de algumas células negativa (seta) (Prancha 17 - 

Figura 2). 

 

B. glabrata: Foram encontradas células blásticas positivas à lectina, 

exibindo intensa marcação em sua superfície (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: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 0 minutos de exposição à 5 

miracídios (penetração inicial do miracídio) marcados pela lectina de Lens 

culinaris. Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica positiva à lectina; 

 

Figura 2: Células blásticas positiva (círculo) e negativa à lectina. 
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PRANCHA 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 18 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 0 minutos de exposição à 5 

miracídios (penetração inicial do miracídio) marcados pela lectina de Lens 

culinaris. Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 e 2: Células blásticas positivas à lectina.  
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4.5.1.2. 15 minutos após a exposição  

B. straminea: Foram encontradas células blásticas e hialinócitos tipo I 

positivos à lectina (círculos) (Prancha 19 - Figuras 1 e 2), com um deles 

exibindo seus filopódios intensamente marcados (círculos) (Prancha 17 - Figura 

2). Também houveram hemócitos negativos na lâmina (seta) (Prancha 19 - 

Figura 2). 

 

B. glabrata: A maioria dos hemócitos, as células blásticas, estava 

positiva à lectina com variações na intensidade da mesma (círculos) (Prancha 

20 - Figuras 1 à 4). Alguns deles eram maiores do que a maioria das células 

encontradas na lâmina, sendo hialinócitos tipo III (Prancha 20 - Figuras 3 e 4). 
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PRANCHA 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 19 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 15 minutos de exposição à 5 

miracídios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica apresentando intensa marcação pela lectina (círculo); 

 

Figura 2: Hialinócito tipo III e seus filopódios mostrando intensa marcação pela 

lectina (círculo) e células blásticas negativas (setas). 
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PRANCHA 20 

 

 

Prancha 20 - Figuras 1, 2, 3, e 4: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 15 minutos de exposição à 5 

miracídios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 
Figura 1: Os hemócitos estavam positivos (círculos) para Lens culinaris, 

apresentando um halo verde na membrana da célula.  

 
Figura 2: Hemócito grande e seus prolongamentos (círculo), assim como outro 

hemócitos menor, positivo à lectina. 

 
Figura 3: Hemócitos positivos (círculos) e negativos (setas) no mesmo campo. 

Um granulócito (círculo amarelo); 

 
Figura 4: Detalhe do hemócito na figura 22 (círculo). 
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4.5.1.3. 30 minutos após a exposição 

B. straminea: As células blásticas encontradas estavam positivas à 

lectina exibindo uma tênue marcação em suas superfícies (círculos) (Prancha 

21 - Figuras 1 e 2). Também foram encontrados granulócitos com grânulos 

positivos em seu interior e algumas células negativas (seta) (Prancha 21 - 

Figura 2). 

 

PRANCHA 21 

 

 

 

 

Prancha 21 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 30 minutos de exposição à 5 

miracídios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Células blásticas positivas à lectina (círculo) e outra negativa (seta); 

 

Figura 2: Presença de granulócito positivo (círculo). 
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4.5.1.4. 45 minutos após a exposição  

B. straminea: As células blásticas encontradas estavam positivas 

mostrando a marcação pela lectina em suas superfícies (círculo) assim como 

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

 

B. glabrata: Haviam hemócitos, células blásticas, que estavam positivos 

à lectina com a marcação da lectina em suas superfícies (círculo) (Prancha 23 - 

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

 

PRANCHA 22 

 

 

 

 

Prancha 22 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea após 45 minutos de exposição à 5 

miracídios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica exibindo a marcação em sua superfície (círculo); 

 

Figura 2: Células blásticas negativas à lectina (setas). 
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PRANCHA 23 

 

 

 

 

 

 

Prancha 23 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata após 45 minutos de exposição à 5 

miracídios marcados pela lectina de Lens culinaris. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Células blásticas positivas à lectina, mostrando a superfície marcada 

(círculos); 

 

Figura 2: Células blásticas negativas à lectina (setas). 
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4.6. Aspectos imunocitológicos da exposição em massa de B. glabrata e B. 

straminea à miracídios de S. mansoni.  

 

4.6.1. Griffonia simplicifolia 

 

4.6.1.1. 0 minutos após a exposição 

B. straminea: As células blásticas encontravam-se, em sua maioria, 

negativas à lectina (setas) (Prancha 24 - Figura 1), porém haviam algumas 

positivas mostrando a marcação em sua superfície (círculo) (Prancha 24 - 

Figura 2). 

 

B. glabrata: Houveram diversos hemócitos positivos e bem marcados 

(círculos) e negativos (setas) à lectina (Prancha 25 - Figuras 1 e 2), todos 

sendo células blásticas. 
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PRANCHA 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 24 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea aos 0 minutos (penetração inicial dos 

miracídios) após exposição marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia 

conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 

100µm. 

 

Figura 1: Células blásticas negativas à lectina; 

 

Figura 2: Célula blástica apresentando marcação desidiosa à lectina. 
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PRANCHA 25 

 

 

 

Prancha 25 - Figuras 1, 2, 3 e 4: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata aos 0 minutos (penetração inicial do 

miracídio) após exposição marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia 

conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 

100µm. 

 

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

marcação sobre a superfície da célula (círculos).  

 

Figuras 3 e 4: Células blásticas negativas à lectina (setas).  
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4.6.1.2. 24 horas após exposição 

B. straminea: Houveram células blásticas cuja marcação encontrava-se 

no interior ao invés da superfície celular (setas vermelhas) (Prancha 26 - Figura 

1). Outras células estavam positivas exibindo a superfície marcada (círculo) e 

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

 

PRANCHA 26 

 

 

 

 

 

Prancha 26 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 24 horas após exposição marcados pela 

lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica positiva (círculo) para a lectina, exibindo a marcação 

na superfície da célula e outra apresentando a marcação em seu interior (seta 

vermelha), assim como a presença de células negativas (setas) ocorrendo no 

mesmo campo;  

 

Figura 2: Presença de células blásticas negativas (setas) à lectina.  
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4.6.1.3. 48 horas após exposição 

B. straminea: As células blásticas 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 várias células negativas (setas) e algumas positivas (círculo) 

(Prancha 27 - Figura 1). 

 

PRANCHA 27 

 

 

 

 

Prancha 27 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 48 horas após exposição marcados pela 

lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm.  

 

Figuras 1 e 2: Célula blástica positiva para a lectina (círculo), exibindo a 

marcação sobre a superfície da célula e outras apresentando a marcação em 

seu interior (setas vermelhas), assim como células negativas (setas) ocorrendo 

no mesmo campo;  
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4.6.1.4. 72 horas após exposição 

B. straminea: Foi encontrado uma hialinócito tipo III, o único em toda 

lâmina, completamente marcado pela lectina em sua superfície (Prancha 28 - 

Figura 1) e granulócitos exibindo os grânulos verdes em seu citoplasma e sua 

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

 

PRANCHA 28 

 

 

 

 

 

Prancha 28 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 72 horas após exposição marcados pela 

lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Hialinócito tipo III positivo para a lectina; 

 

Figura 2: Granulócito positivo exibindo a marcação sobre sua superfície; 
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4.6.1.5. 30 dias após a exposição 

B. straminea: Haviam células blásticas moderadamente positivas à 

lectina (círculo) (Prancha 29 - Figura 1) e outras negativas (seta) (Prancha 27 - 

Figura 2). 

 

B. glabrata: Células blásticas com marcações moderadas para a lectina 

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

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

 

PRANCHA 29 

 

 

 

Prancha 29 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 30 dias após exposição marcados pela 

lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica positiva para a lectina exibindo a marcação verde 

sobre sua superfície célula (círculo); 

 

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

 

 

 

 

Prancha 30 - Figuras 1 à 4: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata 30 dias após exposição marcados pela 

lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. Os núcleos celulares estão 

marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 e 2: Células blásticas positivas para a lectina, exibindo a marcação 

sobre a superfície celular; 

 

Figuras 3 e 4: Células blásticas negativas (setas). 
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4.7. Aspectos Imunocitológicos da exposição individual à S. 

mansoni em B. glabrata e B. straminea.  

 

4.7.1. Griffonia simplicifolia 

 

4.7.1.1. 0 minutos após a exposição 

B. straminea: Foram encontradas células blásticas negativas à lectina 

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

 

B. glabrata: Houve a presença de células blásticas com marcações 

desidiosas (círculo) (Prancha 32 - Figuras 1) e intensas para a lectina (círculo) 

(Prancha 32 - Figuras 2). Também houveram células negativas (setas) 

(Prancha 32 - Figuras 3 e 4).  

 

PRANCHA 31 

 

 

 

Prancha 31 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 0 minutos após exposição à cinco 

miracídios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. 

Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

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

 

 

 

Prancha 32 - Figuras 1, 2, 3 e 4: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria glabrata 0 minutos após exposição à cinco 

miracídios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. 

Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 e 2: Células blásticas positivas para a lectina (círculos); 

 

Figuras 3 e 4: Células blásticas negativas para a lectina (setas). 
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4.7.1.2. 15 minutos após a exposição 

B. straminea: Houveram células blásticas positivas desidiosas (círculos) 

e negativas (setas) à lectina (Prancha 33 - Figuras 1 e 2) assim como outros 

hemócitos, também células blásticas, exibindo a marcação em seu interior 

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

 

PRANCHA 33 

 

 

 

 

Prancha 33 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 15 minutos após exposição à cinco 

miracídios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. 

Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Células blásticas positivas para a lectina (círculos); 

 

Figura 2: Células blásticas exibindo a marcação da lectina em seu interior 

(setas vermelhas), célula blástica positiva (círculo) e outra negativa (seta). 
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4.7.1.3. 30 minutos após a exposição 

B. straminea: Células blásticas positivas foram observadas (círculo) 

(Prancha 34 - Figura 1), assim como granulócitos exibindo grânulos positivos 

em seu citoplasma (Prancha 34 - Figuras 2). 

 

PRANCHA 34 

 

 

 

 

 

Prancha 34 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 30 minutos após exposição à cinco 

miracídios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. 

Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figura 1: Célula blástica com a superfície bem marcada para a lectina (círculo); 

 

Figura 2: Granulócito positivo para a lectina.  
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4.7.1.4. 45 minutos após a exposição 

B. straminea: As células blásticas deste tempo exibiram a marcação pela 

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

 

PRANCHA 35 

 

 

 

 

 

 

Prancha 35 - Figuras 1 e 2: Imunofluorescência de citocentrifugados de 

hemócitos de Biomphalaria straminea 45 minutos após exposição à cinco 

miracídios marcados pela lectina de Griffonia simplicifolia conjugada à FITC. 

Os núcleos celulares estão marcados em DAPI. Escalas em 100µm. 

 

Figuras 1 e 2: Células blásticas exibindo marcação positiva em seu interior 

(setas vermelhas). 
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4.8. Aspectos da interação parasito-hospedeiro entre os hemócitos 

de B. straminea e B. glabrata à esporocistos primários de S. mansoni.  

 

4.8.1. Animais não expostos (Controle) 

B. straminea: Não houve células suficiente, impossibilitando a filmagem. 

 

B. glabrata: Os hemócitos não aderiram ao parasito (pontas das setas), 

permanecendo ao lado e entorno do mesmo durante todo o tempo de 

observação do vídeo de 14 segundos (Prancha 36 - Figuras 1 e 2). Fotos 

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

 

 

Prancha 36 - Figuras 1 e 2: Relação parasito-hospedeiro entre hemócitos de 

Biomphalaria glabrata animal controle e esporocistos primários de Schistosoma 

mansoni. Escalas em 20µm. 

 

Figuras 1 e 2: Hemócitos entorno do parasito sem aderir à ele (ponta das 

setas). 
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4.8.2. 30 dias após exposição maciça 

B. straminea: Houveram três hemócitos de B. straminea aderidos à 

extremidade anterior do esporocisto primário (círculo), entretanto estes não 

estavam mais aderidos ao parasito nos momentos finais do vídeo de 14 

segundos (Prancha 37 - Figuras 1 e 2). Fotos tiradas aos 2 e 12 segundos de 

vídeo respectivamente.  

 

B. glabrata: As células do molusco permaneceram aderidas à superfície 

do parasito durante todo o tempo de observação (círculo) (Prancha 38 - Figura 

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

 

Prancha 35 - Figuras 1 e 2: Relação parasito-hospedeiro entre hemócitos de 

Biomphalaria straminea aos 30 dias após exposição e esporocistos primários 

de Schistosoma mansoni. Escalas em 20µm. 

 
Figura 1: Hemócitos aderidos à extremidade do parasito (círculo preto); 

 

Figura 2: Ausência dos hemócitos que aderiram ao parasito. 
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PRANCHA 38 

 

 

 

Prancha 38 - Figura 1: Relação parasito-hospedeiro entre hemócitos de 

Biomphalaria glabrata aos 30 dias de exposição e esporocistos primários de 

Schistosoma mansoni. Escalas em 20µm. 

 

Figura 1: Hemócitos completamente aderidos ao parasito (círculo preto). 
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4.9. Aspectos histológicos da exposição em massa por  S. mansoni em B. 

glabrata e B. straminea  

 

4.9.1. 24 horas e 30 dias após a exposição 

B. straminea: Não foram observadas lesões teciduais decorrentes da 

exposição nos tecidos do molusco em nenhum dos tempos estudados 

(Prancha 39 - Figuras 1 e 2). 

 

B. glabrata: Não foram observadas lesões teciduais decorrentes da 

exposição nos tecidos do molusco nos durante as 24 horas após a exposição 

(Prancha 40 - Figura 1). Porém, aos 30 dias foram observados esporocistos 

secundários na região 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 exposição à S. mansoni.  
 

Figura 1: Corte histológico da massa cefalopediosa após 24 horas de 
exposição sem a presença de parasitos; 

Figura 2: Ausência de parasitos na massa cefalopediosa após 30 dias de 
exposição. 
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PRANCHA 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prancha 40 - Figuras 1 e 2: Histologia de Biomphalaria glabrata apos 24 horas 
e 30 dias de exposição à S. mansoni.  
 

Figura 1: Corte histológico da massa cefalopediosa após 24 horas de 
exposição sem a presença de parasitos; 

Figura 2: Esporocistos secundários em região da massa cefalopediosa.após 30 
dias de exposição (setas).  
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V. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho foram utilizadas diferentes metodologias para 

caracterizar a resposta imune de Biomphalaria straminea frente a exposição 

por Schistosoma mansoni, utilizando Biomphalaria glabrata como controle 

positivo. Há poucos trabalhos na literatura descrevendo características dos 

hemócitos de B. straminea. Isto se deve aos aspectos biológicos deste 

hospedeiro em relação ao parasito (Cavalcanti, 2011). Em contrapartida, vários 

autores já descreveram os tipos de hemócitos 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 hemócitos: os 

hialinócitos e os granulócitos (Pereira et al, 2008; Martins-Souza et al, 2009; 

Sousa et al, 2012). No presente trabalho, cinco tipos de hemócitos foram 

encontrados na hemolinfa de B. straminea e B. glabrata, tal qual foi descrito por 

Cavalcanti et al (2011): células blásticas, granulócitos, hialinócitos tipo I, 

hialinócitos tipo II e hialinócitos tipo III. Estes autores também relataram 

alterações celulares por parte dos hemócitos de B. straminea e B. glabrata 

expostos ao S. mansoni como: maior produção de glicogênio, aumento de 

projeções citoplasmáticas e maior adesão celular. Neste trabalho também foi 

mensurado o tamanho dos hemócitos, estando de acordo com Cavalcanti et al 

(2011), onde observamos que as células de B. straminea eram menores em 

comparação à B. glabrata e os hialinócitos tipo III foram os maiores tipos 

celulares observados nos dois hospedeiros. Apesar de presentes em ambos os 

hospedeiros, somente os hialinócitos tipo I de B. glabrata (molusco controle) 

apresentaram filopódios, o que confirma os achados de Cavalcanti et al (2011) 

e Souza et al (2012), entretanto estes autores encontraram estes tipos 

celulares alterados pela exposição ao S. mansoni. Em nossos estudos, os 

hialinócitos tipo I também foram observados nos moluscos expostos, porém 

sem exibir os filopódios.  

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 hemócitos da hemolinfa em direção aos tecidos, no período 

pré-patente, na cepa de B. straminea estudada a presença do parasito parece 

atuar sobre as regiões APO (Amebocyte Producing Organ) estimulando o 

aumento de hemócitos 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 hemócitos na hemolinfa após 24 horas de exposição ao S. 

mansoni. Interessante, que após 30 dias, o número de hemócitos de B. 

straminea continuou elevado, quando comparado ao controle não exposto, 

mesmo após a eliminação do parasito observado através do exame histológico 

e exposição à luz. 

Em nosso estudo, as células blásticas foram as mais abundantes em 

ambos os hospedeiros estudados, tanto nos controles quanto nos expostos, o 

que coloca nossos achados em desacordo com os de Cavalcanti (2011) que 

encontrou mais hialinócitos tipo I na hemolinfa de B. straminea e B. glabrata. 

Entretanto, a diferença entre este trabalho e o de Cavalcanti (2011) é que os 

tempos de infecção analisados não foram os mesmos com exceção à 30 dias 

dpi. No hospedeiro B. tenagophila (cepa Cabo Frio) Pereira et al (2008) 

observaram maior abundância de granulócitos na hemolinfa. 

No trabalho de Mattos et al (2011) os hemócitos de todos os moluscos 

estudados, B. glabrata e B. tenagophila (cepas Taim e Cabo Frio), foram 

capazes de aderir à superfície do esporocisto primário, entretanto em nosso 

estudo esta aderência só foi observada aos 30 dias após a exposição em 

ambos os hospedeiros utilizados. Durante esta etapa dos experimentos, não foi 

possível identificar os tipos celulares presentes nas filmagens, pois esta foi 

realizada em placa de 24 poços acoplada ao microscópio, utilizando objetiva de 

20x, enquanto as lâminas foram observadas em objetiva de 63x, o que deixava 

os hemócitos menos nítidos para observação.  

A interação lectina/carboidrato tem sido associada ao reconhecimento 

da larva de trematódeos e consequente aumento da atividade fagocitária dos 

hemócitos, que também é influenciada pela presença de cálcio e fatores 

plasmáticos (Zelck, 1992; Martins-Souza et al, 2006). Ambas as lectinas 

utilizadas neste trabalho foram expressas, em sua maioria,  na superfície das 
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células (células blásticas, granulócitos e hialinócitos) dos dois modelos 

experimentais, entretanto em B.  straminea foram observadas células exibindo 

marcação para ambas as lectinas também no interior dos hemócitos, o que 

pode indicar uma ativação celular maior neste hospedeiro (com produção, 

expressão e secreção da lectina) do que em B. glabrata. Cavalcanti et al (2011) 

também observaram aumento na intensidade de marcação dessas lectinas em 

B. straminea expostas quando comparados com moluscos controles  e com B. 

glabrata expostas.  

A presença de Griffonia simplicifolia em hemócitos de B. straminea em 

tempos precoces (início da infecção) pode indicar a importância da participação 

desta lectina no reconhecimento do parasito e consequentemente sua 

eliminação. Já o achado do aumento da expressão de Lens culinaris somente 

no 30º dia após a exposição sugere a possibilidade de modulação do tipo de 

lectina expressa nos hemócitos no transcurso da infecção, o que 

provavelmente possa ocorrer em virtude do estádio do parasito. Acreditamos 

que a modulação das lectinas sejam semelhantes à modulação das 

imunoglobulinas dos vertebrados, onde a maior expressão destes carboidratos 

na superfície do hemócito pode induzir a eliminação parasitária. Segundo 

Oliveira et al (2010) os hemócitos de moluscos resistentes e suscetíveis 

exibem comportamentos diferentes. Cavalcanti et al (2011) destacaram em 

seus estudos o fato do número de granulócitos de B. straminea aumentarem 

aos 30 dias após a exposição em relação ao controle. O contrário foi visto por 

estes autores em B. glabrata, onde os granulócitos diminuíram com o tempo. 

Supomos que a diferença observada na expressão de lectinas entre os dois 

hospedeiros pode estar associada à diferença no comportamento celular como 

consequencia do processo adaptativo do hospedeiro ao parasitismo por S. 

mansoni.  

Foram observadas células negativas às lectinas, as quais também 

apresentavam morfologia condizente com células blásticas. Acreditamos que 

estas possam estar em estágio muito imaturo (células precursoras) a ponto de 

não responderem ao estímulo parasitário, ou simplesmente não apresentarem 

os carboidratos específicos em sua superfície. A caracterização fenotípica das 

fases de diferenciação das células blásticas pode auxiliar na identificação das 
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mesmas, assim como poderia ajudar na compreensão do processo de 

maturação dos hemócitos na fisiologia e fisiopatologia de planorbídeos 

hospedeiros de S. mansoni. 

Nas análises histológicas não foram observadas lesões em ambos os 

hospedeiros. Na cepa de B. straminea estudada, deduz-se que a rápida 

resposta do molusco à exposição aos miracídios impossibilitou a visualização 

das formas larvais. Em cepas mais suscetíveis de B. glabrata ocorre o 

desenvolvimento de um grande número de parasitos, sem indução de resposta 

celular (Godoy et al, 1997). Segundo Pan (1963), uma pequena porcentagem 

dos miracídios que penetra no molusco transforma-se em esporocistos 

primários que usualmente ficam localizados no pé. Souza (1995) não detectou 

a presença de parasitos em animais com 72 horas de infecção. Em nosso 

trabalho, não detectamos esporocistos primários nos tecidos durante os 

tempos iniciais do estudo. 

Ao observar as reações 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 miracídio é eliminado logo 

após a penetração. Este tipo foi observado em caramujos resistentes e nesses 

moluscos, um intenso infiltrado hemocitário e nódulos ricos em hemócitos 

estavam presentes no sítio de penetração do miracídio.  Essas reações podem 

levar a eliminação dos parasitos, logo após a penetração. Em B. tenegophila 

(cepa Taim), foram observados infiltrados hemocitários difusos e focais no 

tecido da região cefalopediosa e estes foram associados à rápida destruição do 

parasito logo após a penetração (Negrão-Corrêa et al, 2007). 

O outro mecanismo de defesa observado por Abou-El-Naga (2012) 

mostrou que o infiltrado celular difuso, os nódulos ricos em hemócitos 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 reações consistiam em um desenvolvimento tardio da resistência, 

que ocorreu após a disseminação dos esporocistos nos tecidos do molusco. 

Este tipo de reação tardia também foi observada por Barros da Silva (2014) 

utilizando B. glabrata como modelo, onde as reações hemocitárias só foram 

encontradas a partir do 42º dia de infecção e onde foi observada a incidência 
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de esporocistos e cercárias. Estes autores consideram que este tipo de 

resistência desenvolvida tardiamente representa uma alternativa no mecanismo 

de defesa do hospedeiro contra os miracídios de S. mansoni, apesar de 

evidências sugerirem que esporocistos mais velhos possam, ocasionalmente, 

interferir no sistema de defesa interno do molusco (Lie et al, 1980). 

Trabalhos que investigam os mecanismos moleculares da memória 

imune inata dos invertebrados sugerem que a resposta imune celular e/ou 

fagocitose hemocitária é/são aprimoradas após um encontro posterior com o 

mesmo patógeno (Rowley e Powell, 2007; Neeta et al, 2011; Wang et al, 2013). 

Segundo Pinaud et al (2016), os parasitos da segunda exposição 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/reação hemocitária fosse observada. De acordo com estes autores, 

após uma primeira exposição, cada encontro sucessivo entre o molusco e o 

parasito inicia uma resposta de defesa imune humoral exclusiva para B. 

glabrata. No gênero Biomphalaria, experimentos de transferência de plasma 

demonstraram que fatores humorais solúveis são liberados na hemolinfa de 

moluscos expostos pela primeira vez e, a transferência de tais fatores 

ativa/regula a resposta imune humoral no hospedeiro e confere maior 

imunidade antischistosômica contra encontros subsequentes com o patógeno 

(Pinaud et al, 2016).  

Foi observado que B. tenagophila e B. straminea expostas à S. mansoni 

utilizaram o primeiro mecanismo de resistência descrito acima. Isto ocorreu por 

causa de sua intensa resistência e da eficiência de seus sistemas de defesa 

interno em conseguir destruir os miracídios logo após a penetração, a partir da 

maior rapidez e do recrutamento de um maior número de hemócitos do que os 

moluscos suscetíveis (Souza et al, 1997; Grassi et al, 2001; Negrão-Corrêa et 

al, 2007). Por outro lado B. glabrata, que é mais suscetível, fez uso do segundo 

mecanismo de defesa (Souza et al, 1997). 

Estudar o hospedeiro intermediário Biomphalaria straminea pode 

contribuir para a elucidação de meios para o combate e/ou eliminação da 

esquistossomose no Brasil. Estudos futuros para identificação e quantificação 

de lectinas e seus ligantes  presentes na hemolinfa de B. straminea poderiam 
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auxiliar na caracterização de diferentes perfis proteícos e glicoproteícos 

associando-os a diferentes padrões de resposta imune dos moluscos 

infectados, assim como outros marcadores e enzimas celulares como TLR, 

Lisozima e Fosfatase Ácida. Dessa forma, a comparação entre perfis genéticos 

merece ser investigada com mais detalhamento visando obter dados sobre o 

processo evolutivo/adaptativo que permitiu a resistência ou o sucesso do 

parasitismo por S. mansoni. Estas, portanto, são as próximas etapas a serem 

pesquisadas. 
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VI. CONCLUSÃO 

 

7.1. É possível demonstrar que há um perfil fenotípico da resposta celular 

de B. straminea frente ao S. mansoni, que difere de um molusco 

suscetível, como B. glabrata.   

 

7.2. Os hemócitos mais abundantes na hemolinfa de Biomphalaria 

straminea e Biomphalaria glabrata são as células blásticas, o que sugere 

que há potencial para diferenciar em diferentes tipos de hemócitos, ou 

seja, células precursoras; 

 

7.3. A expressão de lectinas por hemócitos de B. straminea (cepa Sousa-

PB), parece ser influenciada pelo tempo de infecção à S. mansoni;  

 

7.4. B. straminea (cepa Souza) foi eficiente na eliminação do parasito 

apesar de não haver diferença estatisticamente significativa no número de 

hemócitos nos tempos estudados; 

 

7.5. Hemócitos de B. straminea são capazes de interagir/reconhecer o 

parasito durante os períodos pré e patente da infecção, diferentemente de 

B. glabrata, cujos hemócitos só interagem/reconhecem os parasitos a 

partir do período patente independentemente da fase do mesmo.  
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