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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi obter dados relacionados a imunidade de
caramujos Pomacea lineata quando expostos aos miracidios de Schistosoma
mansoni, Vvisto que estes caramujos coabitam no mesmo ambiente com 0s
caramujos hospedeiros intermediarios obrigatdrios para este parasita e ndo sao
vetores. Para isso, a geracdo F1 P. lineata provenientes de um criadouro
comercial foi utilizada neste estudo. Para tanto, coletou-se a hemolinfa de P.
lineata sadios e expostos a miracidios de S. mansoni, em diferentes tempos,
formando os seguintes grupos experimentais: |- Caramujos nédo infectados e
analisados apos 24 horas da exposicdo luminosa; Il - Caramujos expostos aos
miracidios de S. mansoni e analisados apos 24 horas da exposi¢do luminosa;
[l - Caramujos ndo infectados e analisados apds 48 horas da exposicao
luminosa; IV- Caramujos expostos aos miracidios de S. mansoni e analisados
apos 48 horas da exposicdo luminosa. A exposicdo desses animais aos
miracidios de S. mansoni demonstrou alteracdes significativas nas analises da
contagem total de hemdcitos, fenoloxidase, 6xido nitrico e proteinas totais.
Houve marcacédo positiva do TNF alfa nos agranuldcitos e granulécitos. Foram
descritos trés tipos de hemdcitos em P. lineata: agranulécitos, hialinécitos e
granulécitos. Houve também alteracdo no tecido fibromuscular do muasculo
pedal com a presenca de varios esporocistos circundados por tecido de
granulacdo. Assim, podemos concluir que quando expostos ao S. mansoni, 0
sistema imune do P. lineata desencadeia uma série de mecanismos para
protegé-lo do parasita e que essa protecdo se da com mais intensidade nas

primeiras 24h apos a exposicao.

Palavras-chave: Pomacea lineata, imunidade, Schistosoma mansoni,

hemacitos, miracidios, microscopia eletrénica de transmisséao.



ABSTRACT

The objective of this work is to obtain data related to the immunity of Pomacea
lineata snails when exposed to the miracidia of platelets Schistosoma mansoni,
since these snails cohabit in the same environment with the host snails
obligatory intermediates for this parasite. For this, the F1 generation of P.
lineata from a commercial breeding site was used in this study. The hemolymph
of these P. lineata snails were collected and exposed to the miracidia of S.
mansoni, at different times, forming the following experimental groups: | -
Uninfected snails and analyzed after 24 hours of light exposure; Il - Snails
exposed to S. mansoni miracidia and analyzed after 24 hours of light exposure;
[l - Uninfected snails and analyzed after 48 hours of light exposure; IV - Snails
exposed to S. mansoni miracidia and analyzed after 48 hours of light exposure.
The exposure of these animals to S. mansoni miracidia showed significant
changes in the analysis of total hemocytes, phenoloxidase, nitric oxide and total
proteins. There was positive labeling of TNF alpha in agranulocytes and
granulocytes. Three types of hemocytes were described in P. lineata:
agranulocytes, hyalinocytes and granulocytes. There was also alteration in the
fiboromuscular tissue of the pedal muscle with the presence of several
sporocysts surrounded by granulation tissue. Thus, we can conclude that when
exposed to S. mansoni, the immune system of P. lineata triggers a series of
mechanisms to protect it from the parasite and that this protection occurs more
intensely in the first 24 hours after exposure.

Keywords: Pomacea lineata, immunity, Schistosoma mansoni, hemocytes,

miracidia, transmission electron microscopy.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A imunidade dos moluscos vem sendo mais estudada nas ultimas décadas,
contudo, o conhecimento sobre os mecanismos celulares e moleculares de defesas
imunitarias dos moluscos ainda esta longe de ser compreendida (CANESI et al.,
2002; PAUL, 2003; TISCAR; MOSCA, 2004; VASTA; AHMED, 2008), havendo ainda
muitas discordancias de como se dao estes mecanismos de resposta a infeccdo em
moluscos (MELO, 2015).

A literatura abrange hoje muitos estudos que buscam a compreensdo da
resposta imune em diferentes grupos de invertebrados, demonstrando uma
variabilidade de como se da esta resposta em relacdo ao parasita. Esta variabilidade
consiste na diferenca entre os parasitas e também dos hospedeiros. Alguns autores
afirmam que mesmo sendo uma resposta mais simples quando comparado aos
vertebrados, eles conseguem sim, defender de forma especifica aos possiveis
agentes patogénicos (BAILEY; CHRISTOFORIDOU; LEWIS, 2013; SUN; UGOLINI,
VIVIER, 2014). Nao obstante, uma resposta imune mais complexa pode ser
desencadeada gerando uma grande diversidade de moléculas responsaveis pela
defesa desses organismos aos mais variados agentes patogénicos (CERENIUS;
SODERHALL, 2013).

A relacdo parasita-hospedeiro depende, dentre outros fatores, do sistema
intrinseco de defesa dos hospedeiros (MACHADO et al., 1988). O sistema de defesa
dos moluscos possui uma resposta inata bastante desenvolvida, que consiste na
defesa humoral, mediada por substancias presentes na hemolinfa, e na defesa
celular mediada por hemaécitos (CAVALCANTI et al., 2012; VARGAS-ALBORES et
al., 2001).

Além de fagocitar particulas estranhas, os hemdocitos podem fazer a nodulagéo
e no caso de invasores maiores, podem ainda realizar a encapsulagédo (WOOD;
JACINTO, 2007). Os hemocitos produzem também moléculas efetoras como: a
fenoloxidase, enzima que desencadeia processos de defesa contra patdgenos
através da melanizacdo e ativacdo da via do Oxido nitrico (GONZALEZ-SANTOYO;
CORDOBA-AGUILAR, 2011), e também a citocina Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) encontrada na hemolinfa de alguns moluscos (HUGHES et al., 1990, 1993;
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BOYER, 1994; GRANATH et al., 1994; OTTAVIANI et al.,1995; BETTI et al., 2006;
DE ZOYSA et al., 2009).

Nos moluscos, dentro da familia Ampullaridae, o género Pomacea possui o
maior numero de espécies, com cerca de 50 (HORGAN; STUART;
KUDAVIDANAGE, 2012). Seu habitat é caracterizado, geralmente, por zonas
marginais mais rasas dos corpos hidricos, predominando nos ambientes |énticos,
mas também sendo capaz de habitar sistemas I6ticos e correntes rapidas por pouco
periodo de tempo (KWONG et al.,, 2008). Nesses ambientes, frequentemente
compdem a maior parte das faunas nativas de moluscos de agua doce (COWIE,
2003).

As espécies do género Pomacea sdo encontradas em quase toda América do
Sul e Central, onde estéa principalmente distribuida no Brasil, Argentina, Costa Rica,
Guiana, Venezuela, Bolivia, Uruguai, Guatemala, Cuba e com apenas uma espécie
no sudeste dos Estados Unidos (DARBY, 1999; BARBOZA; COSTA; ROMANELLLI,
2006; TANAKA; SOUZA; MODENA, 2006). No Brasil as espécies de moluscos do
género Pomacea apresentam distribuicao setentrional e litoranea, observando-se em
habitats dulcicolas desde o Nordeste até o Sudeste do pais (THIENGO, 1995),
sendo nativa principalmente na regido da Mata Atlantica (HAYES et al. 2009).

A maioria dos estudos com P. lineata, envolve aspectos relacionados a
biologia, ecologia e fisiologia, pois sdo considerados como espécies invasoras
(HORGAN; STUART; KUDAVIDANAGE, 2012), também séo bastante utilizados no
acompanhamento da qualidade das aguas (PAULINI; PAULINI, 1971; DAS;
KAHANGAROT, 2010), visto que atuam como bioindicadores no ambiente onde s&o
encontrados (MELO et al., 2000; MARQUES; BARBOSA, 2001; COLER et al., 2005)
pois a densidade de P. lineata no ambiente esta diretamente ligada as boas
condi¢cbes hidricas (JUNIOR et al., 2013) . Estes caramujos também sdo grandes
protagonistas em ensaios toxicolégicos por serem bastante sensiveis a mudanca de
ambiente (BATALLA, 1997; MELO et al., 2000; PESSOA et al., 2007). Um estudo
referente a imunidade de P. lineata foi obtido no trabalho de Silva (2014) onde a
autora descreve aspectos relacionados ao sistema de defesa desses animais em
condi¢cBes normais e de estivacdo induzida.

Os individuos dessa espécie habitam ambientes aquaticos, principalmente
lagos, pocos e riachos e partilham do mesmo ambiente com espécies de caramujos
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hospedeiro do verme trematédeo Schistosoma mansoni (GUIMARAES et al., 2009).
Os caramujos do género Biomphalaria sdo bem investigados na literatura em
relacdo a este parasita, ja que sdo os responsaveis pela disseminacdo do S.
mansoni, entretanto, ndo ha estudos pertinentes para o comportamento do sistema
de defesa do P. lineata em relacdo a este trematdédeo, sendo relevante o

conhecimento nesta perspectiva.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Filo Mollusca

Espécimes do Filo Mollusca estdo entre os invertebrados mais evidentes e
familiares e incluem formas tais, como o0s mariscos, as lulas, os polvos e os
caramujos. Este filo abrange sete classes: Monoplacophora (possuem uma Unica
concha simétrica), Polyplacophora (conhecidos por quitons, tem corpo oval e é
coberto ndo apenas por uma placa de concha Unica, mas de oito placas
sobrepostas), Aplacophora (pequenos animais de corpo vermiforme), Gastropoda
(maior classe do filo, com conchas espirais assimétricas, incluem caracais,
caramujos e lesmas), Pelecypoda ou Bivalvia (concha composta por duas valvas,
como o0s mexilhdes, ostras e mariscos), Scaphopoda (moluscos marinhos
escavadores e que apresentam a concha em forma de tubo cilindrico alongado,
conhecidos por conchas-presas ou dentes) e Cephalopoda (animais de maior porte
dentre os invertebrados, onde a cabecas projeta-se em um circulo de grandes
tentaculos ou bracos preenseis, sdo 0s nautilos, sépias, lulas e polvos) (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005).

O interesse no estudo dos moluscos se deve, tal como no caso de muitos
outros animais, a sua participacdo na manutencdo do equilibrio ecoldgico da
natureza, como por exemplo, seu papel na reciclagem de detritos (DEYRUP-OLSEN,;
MARTIN, 1987). O filo Mollusca € considerado o segundo maior em numero de
espécies apos os Arthropoda. Na costa brasileira, estdo registradas cerca de 1.600
espécies marinhas. Devido a presenca de conchas calcarias, o grupo esta

amplamente representado no registro fossilifero que data desde o Periodo
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Cambriano. Os moluscos sao invertebrados com grande capacidade adaptativa,
estando representados nos mais variados tipos de ambiente e com hébitos os mais
diversos. A maioria das espécies é marinha: alguns gastropodes e bivalves atingiram
o ambiente de agua doce e apenas parte dos primeiros alcancaram o0 ambiente
terrestre. Ha grupos de gastropodes e bivalves comensais e gastropodes
endoparasiticos, estes Ultimos muito modificados, sendo reconhecidos como
moluscos pelas caracteristicas larvais (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002).

As caracteriticas que definem a monofilia de Mollusca s&o: celoma reduzido,
sistema circulatorio aberto, presenca de manto com espiculas calcéarias e radula. O
celoma restringe-se as regides do coracao, gbnadas e rins. O manto € uma area
ampla de epitélio dorsal com cuticula engrossada, que produz espiculas ou uma ou
mais conchas calcarias. A radula localiza-se na cavidade bucal e é formada por um
cinturdo de dentes quitinosos curvos, tendo como principais funcdes a raspagem e a
coleta de alimentos. Outros caracteres também sédo reconhecidos na maioria dos
representantes desse grupo. Um deles é a presenca de uma concha produzida pelo
manto, que se completamente desenvolvida, recobre a maior parte do corpo do
animal, protegendo-o contra predadores. Outro caracter, o musculo pedal ou pé,
assemelhando-se a uma ampla sola rastejadora ventral, recoberta por epitélio ciliado
e glandulas mucosas, que produzem muco que lubrifica a superficie auxiliando a
locomocédo (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2002) e também fornecendo uma barreira

inicial a colonizacao de patogenos (VIEIRA et al., 2004)

S&o animais que exibem virtualmente todos os tipos de habitos alimentares:
herbivoros, carnivoros, consumidores de detritos e de suspenséo e parasitas. No
entanto, algumas generaliza¢cdes podem ser feitas como a utilizagdo da radula para
raspar o alimento (com excec¢do da classe Bivalve que sao filtradores), a digestao é
extracelular gracas as enzimas digestivas presentes nas glandulas salivares, bolsas
esofagicas e diverticulos digestivos. O sistema sanguineo vascular € uma hemocele.
O sangue flui das branquias para uma (ou mais) auricula (s). A partir de cada
auricula, o sangue passa pelo ventriculo central que o bombeia através da aorta
para a distribuicdo aos seios teciduais. O coracao € circundado por uma cavidade
celdbmica (cavidade pericardica) que recebe um ultrafiltrado de hemolinfa. O sistema
nervoso consiste de um anel nervoso, a partir do qual se estende um par de corddes
nervosos podais e um par de corddes viscerais. Os 0rgaos sensoriais tipicos sdo 0s
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tentaculos, os olhos, os estatocistos e um ou dois osfradios na cavidade do manto
(RUPPERT; FOX; BARNES, 2005).

2.2 Pomacea lineata: caracteristicas e importancia

A espécie Pomacea lineata Spix, 1827, caramujo popularmente conhecido
como arua (Fig. 1), pertence ao filo Mollusca, classe Gastropoda, que possui em
torno de 50.000 espécies vivas, dentre estas, 30.000 sdo gastropodes. Além disso,
conhecem-se cerca de 35.000 espécies fosseis, pois o filo tem uma longa histéria
geoldgica, onde os registros fosseis datam do periodo Cambriano (RUPPERT; FOX;
BARNES, 2005).

Este gastropode insere-se na familia Ampullariidae, também conhecida como
os ampularideos tropicais (MELO et al., 2000) e habita zonas baixas das margens
dos rios, riachos, lagos e pantanos de aguas calmas. A espécie P. lineata pode ser
amplamente encontrada no continente sul-americano, mas encontra-se dispersa na
regido Nordeste do Brasil (GUIMARAES, 1981). Apresentam concha de tamanho
médio, geralmente globular, de coloracdo castanho-esverdeada, ornamentada com
faixas espirais escuras, espira geralmente curta, opérculo corneo e flexivel, ndo
calcificado. O pé tem a forma de escudo e sua coloracdo pode variar de cinza
escuro a amarelada (THIENGO, 1995).

Figura 1. Exemplares de caramujos Pomacea lineata. Fonte: do autor.
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Os representantes do género Pomacea no Brasil sdo conhecidos popularmente
como arua, arua-do-banhado, arua-do-brejo, caramujo-do-banhado, fud e araua
(IHERING, 1968; SANTOS, 1982). Além de P. lineata ha um amplo namero de
espécies incluidas neste género, tais como: P. canaliculata Lamarck, 1804, P.
bridgesii Reeve, 1856, P. paludosa Say, 1829, P. sordida Swainson, 1823, P.
aulanieri Hupé & Deville, 1850, P. columellaris Gold, 1848, P. curumim Simone,
2004, P. decussata Moricand, 1836, P. diffusa Blume, 1957, P. dolioides Blume,
1957, P. glauca Linnaeus, 1758, P. guyanensis Lamarck, 1819, P. haustrum Reeve,

1856, P. maculata Perry, 1810, P. meta lhering, 1915, dentre outras.

S&o dioicos, com fertilizacdo interna, oviparos (BURELA; MARTIN, 2007), cujos
machos possuem um pénis que se origina na borda direita do manto e aloja-se num
saco basal, denominado saco ou bolsa do pénis, isto permite a distingdo dos sexos
na dissecacao (MESQUITA; COELHO; SANTOS, 1990). Os machos sao geralmente
menores que as fémeas e estas Ultimas iniciam a ovoposicdo 24 horas apés a
copula e as desovas sdo sempre postas acima do nivel da agua (THIENGO, 1995).
Nas fémeas, o ovario, também conhecido por glandula de albumina, € constituido
por tubulos ramificados branco-amarelados, situados superficialmente sobre a
glandula digestiva (THIENGO, 1987).

A reproducdo é a garantia da continuidade de uma espécie no ambiente, e para
0s gastropodes terrestres esta funcdo vital € continuada pela deposicado de ovos. A
glandula de albumina representa uma grande importancia no desenvolvimento de
caramujos terrestres, visto que este 0rgao € responsavel pela producdo de ovos,
fazendo parte do sistema reprodutor das fémeas e esta envolvida no processo de
reproducdo (THIENGO, 1995). Quando em estagio de maturacdo a glandula
apresenta uma cor alaranjada e tem tamanho variado, mas de forma geral € bem
volumosa (CARREON-PALAU et al., 2003).

As fémeas maduras depositam uma massa brilhante que pode chegar a 400
ovos de cor alaranjada a rosada (Fig. 2) sempre acima da superficie da 4gua e nos
substratos de seus habitats (BURELA; MARTIN, 2007), podendo também ser
facilmente visualizada na vegetacdo emergente, estruturas e rochas acima do nivel
da agua ao longo do ambiente onde estes animais sdo encontrados (COLER et al.,

2005). A medida que os ovos amadurecem, a cor torna-se mais clara, atingindo uma
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tonalidade esbranquigcada, quando proximo a eclosédo. Esta ocorre, geralmente, 15
dias apds a ovoposicao, em uma temperatura média de 25°C (THIENGO, 1995).

Figura 2. Massa de ovos madura de caramujo Pomacea lineata. Fonte: do autor.

A respeito da importancia ecoldgica, a espécie P. lineata é bastante estudada,
sendo util para o avango das diretrizes de qualidade de agua para proteger a biota
aguatica (DAS; KHANGAROT, 2010), e também exercendo um papel importante na
‘limpeza natural” do leito dos rios e outros corpos de agua (PAULINI; PAULINI,
1971). Segundo Marques e Barbosa (2001), moluscos estdo entre o0s
macroinvertebrados bioindicadores, uma vez que s&do sensiveis a poluicdo e
variacdes do habitat. Nos anos 60 surgiram as primeiras tentativas de quantificar o
grau de poluicdo levando em conta a incidéncia de uma determinada espécie e sua
tolerancia a poluicdo. Também atuam como controladores biol6gicos naturais do
Biomphalaria glabrata Say, 1818 (CIMERMAN; CIMERMAN, 2005). E importante
destacar ainda que esta espécie também possui grande importancia na cadeia
alimentar, pois serve de alimento para peixes, anfibios, répteis, entre outros animais
(PAULINI; PAULINI, 1971), além de também servirem como alimento humano
(STORER et al., 2003).

Vérias pesquisas também apontaram a importancia do género Pomacea no
monitoramento da qualidade de aguas no Nordeste do Brasil (COLER et al., 2005).
Melo et. al. (2000) propuseram o P. lineata como um organismo teste de toxicidade
aguda em emissérios de uma fabrica utilizando neonatos, semelhante ao trabalho de
Melo (2000) que usou a mesma espécie como organismo teste de toxicidade em
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mananciais de agua doce e Batalla (1997) que estudou o efeito de toxicidade ao
herbicida Paraquat na resisténcia do caramujo. Outra pesquisa utilizando esta
espécie foi a de Pessbda et al. (2007) que além de avaliar a toxicidade aguda,
observou os efeitos citotoxico e espasmolitico tanto no molusco quanto na sua

desova.

Houve também efeitos negativos na introducéo de caramujos, tanto em habitats
naturais como em areas agricolas no Sudeste Asiatico, (RAWLINGS et al., 2007)
pois estes animais sao considerados como pragas agricolas em plantacdes de arroz
no Oriente (COLER et al., 2005). Os membros de gastropodes de agua doce da
familia Ampullariidae, conhecido como caramujos, tem um historico impressionante
de espécies invasoras. Espécies de trés géneros, Pila, Pomacea e Marisa, tém
demonstrado uma capacidade tenaz para sobreviver e se espalhou rapidamente nos
habitats de agua doce em que tenham sido introduzidas (HALE, 1964; COWIE,
1995).

Na medicina popular estes animais séo utilizados com finalidades terapéuticas,
em diferentes culturas humanas desde tempos antigos, tanto o animal inteiro como
os produtos e substancias dele extraidos, assim como sua desova, no tratamento de
doencas respiratérias e gastrointestinais (COSTA NETO, 2006). Nomura (1996)
relatou na Inglaterra do século XVIII, que o P.lineata era consumido principalmente
para dissolver calculos renais e no Nordeste brasileiro, e na Argentina contra a
disenteria e quando aplicados como emplastro, acredita-se que ajudam na
cicatrizacdo de feridas (SANTOS, 1982).

Os estudos farmacoldgicos unicos descritos na literatura demonstraram o efeito
espasmolitico de P. lineatae desova na traqueia do porquinho-da-india (Cavia
porcellus) sem efeito sobre seu tom espontaneo além de efeitos espasmoliticos e
antiespasmaodicos no ileo do cobaia. Estes resultados validaram o seu uso popular
no tratamento de doencas respiratdrias com broncoconstricdo sem demonstrar
efeitos colaterais e no tratamento de disturbios caracterizados por espasmos
gastrointestinais (PESSOA et al. 2007).

A desova desse gastropode ja foi usada no tratamento de luxacdo dos pés e
também contra disenteria. No Norte e Nordeste brasileiros utiliza-se o caramujo e

sua desova como remédio contra as doencgas do aparelho respiratério como tosse,
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asma e tuberculose (PESSOA et al., 2007). Registros locais também indicam que na
comunidade de Varzea da Marituba, baixo S&o Francisco alagoano, o uso da desova
de P. lineata para tratar “carnegéo” (abscesso) (MARQUES, 1995) e no povoado de
Remanso, Chapada Diamantina recomendava a desova no tratamento de torcdes,
inchagos nos pés e asma (COSTA NETO, 2000). O tratamento para a asma com a
desova deste molusco também foi estudada por Branch; Silva (1983). H& também
registros de que a hemolinfa desse gastropode € rica em calcio; por conseguinte,
poderia receita-la contra o raquitismo e o muco, tinha o poder de cura contra
verrugas e manchas de pele, bem como dores de cabeca e acidez gastrica
(GUIMARAES, 1981).

Entre os animais com um elevado potencial como fonte de alimentos podem
ser encontrados moluscos do género Pomacea, que sdo ricos em proteinas,
carboidratos, gordura, glicogénio e aminoacidos essenciais (GUIMARAES, 1981).
Sua producdo vem ganhando notoriedade e vem sendo utilizada como fonte de
alimento, principalmente em regides pobres devido ao alto valor nutricional que

esses animais apresentam (JUNIOR et al., 2013).

De acordo com Pessoéa et al. (2015), P. lineata pode ser usado como uma fonte
de proteina, assim como outros tipos de carne consumida pelo homem. Estes
autores certificaram que o molusco € um bom alimento, uma vez que é fonte de
proteina de alta qualidade nutricional, e enquanto esta proteina € de origem animal,
apresenta melhor aproveitamento pelo organismo em relacdo a maioria das
proteinas de origem vegetal. Ainda apresenta baixos teores de lipidios e
carboidratos e valor energético (65,7 kcal / 100 g), abaixo de outras carnes magras,
como peixe (96,5 kcal) e frango (106,7 kcal), altos teores de calcio e ferro, minerais
essenciais com importantes propriedades fisiologicas (MAHAN; ESCOT-STUMP,
2002). Um elevado teor de célcio, também foi encontrado na desova de P. lineata,
fato este que pode ser explicado pela necessidade deste ion para a construgcéo da
concha (PESSOA et al. 2015).

Na industria, Barboza e Romanelli (2004) em seu estudo concluiram que as
farinhas de visceras produzidas a partir dos moluscos Achatina fulica (Bowdich,
1822) e P. lineata podem ser utilizadas como matérias primas, constituindo-se

Otimas fontes de nutrientes como proteinas de alto valor biolégico, sais minerais e
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vitaminas do complexo B, considerado um ingrediente nutricional importante na
elaboracdo de racdo para animais domésticos movimentando atualmente um
crescente mercado. Bombeo-Tuburan et al. (1995) estudou a aplicacdo desse
caramujo, como o suprimento de alimentos na cultura do camarao, concluindo que
h&d aumento na produgdo de camardo e melhora na distribuicdo de tamanho e

frequéncia de colheita.

Por serem animais encontrados em ambientes dulcicolas que geralmente estéao
predispostos a longos periodos de estiagem, os P. lineata, assim como todos os
gastrépodes pulmonados, desenvolveram estratégias para sobreviverem a estes
estresses ambientais. Uma dessas estratégias € a estivacdo, denominada por
alguns autores como “sono de verdo” ou dorméncia na estagdo seca (STOREY;
STOREY, 2012), uma referéncia ao estado de dorméncia que algumas espécies,
tanto de vertebrados como de invertebrados, assumem em resposta as
temperaturas ambientais elevadas ou ao perigo de desidratacdo, ou ambos,
podendo estar associado com uma depressdo metabdlica profunda (GUPPY;

WITHERS, 1999; ROJAS et al., 2000).

Segundo Storey (2002) durante a estivagcédo, os moluscos ndo se alimentam e
as suas reservas de energia sao utilizadas apenas para sustentar o metabolismo
basal. Consequentemente, ndo ha energia disponivel para o crescimento. Moreno-
Rueda (2008) mostrou que durante a estivacdo ocorre perda de peso. Condicdes
aridas que restringem a disponibilidade de agua e de alimentos sdo o ponto comum
para estivacdo, quase sempre acompanhado por altas temperaturas do verdo. Os
principais fatores necessarios para 0 sucesso nha estivacdo envolvem agua:
conservacdo de agua do corpo, ajustes para lidar com a restricdo de agua e, as
vezes mudanca para a manipulagdo de produtos finais nitrogenados (STOREY;
STOREY, 2012).

Uma forte depressao da taxa metabdlica durante a estivacdo minimiza o uso de
energia para prolongar o tempo total de sobrevivéncia (KULTZ, 2005). A estivacéo
ndo é necessariamente desencadeada apenas por fatores ambientais, pois quando
expostos a luz artificial constante, o anfibio Scaphiopus couchii (Baird, 1854) entra
em dorméncia e espontaneamente, deixam de se alimentar na fase em que estariam
em estivacao (PINDER; STOREY; ULTSCH, 1992).
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Adaptacdes fisiologicas e comportamentais das mais variadas sdo encontradas
na fauna de agua doce, com o intuito de resistir as secas intermitentes. Segundo
Abilio et al. (2007) e Willians (2006) nos gastropodes o opérculo veda
completamente a abertura da concha em alguns animais, como no P. lineata; ha o
desenvolvimento de pseudo-branquias e producdo de lamelas vedando a concha,
como no Biomphalaria straminea (Dunker, 1848); espécies de Melanoides

tuberculata Miffler, 1774 escavam o sedimento e permanecem em estivacao.

2.3 Biomphalaria spp.: caracteristicas e importancia

Os caramujos do género Biomphalaria pertencem ao filo Mollusca, classe
Gastropoda, ordem Pulmonata, subordem Basommatophora, familia Planorbidae e
compreendem apenas moluscos terrestres ou de agua doce, sem opérculo que
feche a concha quando o animal se retrai para dentro (REY, 2002). Possuem grande
relevancia clinica e epidemioldgica, pois agem como hospedeiros intermediarios do
Schistossoma mansoni, causador da esquistossomose. Onze espécies deste género
sdo descritas no Brasil, destas, B. glabrata SAY,1818, B. straminea Dunker, 1848 e
B. tenagophila d’ Orbigny, 1835 sédo encontradas naturalmente infectadas com o
parasita (SCHOLTE et al., 2012).

Individuos do género Biomphalaria sdo amplamente distribuidos no Brasil
(NUNES; RODRIGUES, 2007). A distribuicdo da esquistossomose no pais coincide
com a distribuicdo geografica das espécies de Biomphalaria susceptiveis; no
entanto, o nivel de susceptibilidade em cada espécie ou linhagem do molusco pode
influenciar na prevaléncia da infeccdo humana (MATTOS, 2011). Além disso, os
caramujos apresentam uma boa capacidade de adaptacdo a diversos nichos
ecoldgicos (GUIMARAES et al., 2009).

O B. glabrata (Fig. 3A) € o mais suscetivel dos hospedeiros intermediarios no
Brasil devido a sua distribuicéo e eficiéncia na transmisséo da esquistossomose. Ja
a B. tenagophila (Fig. 3B) possui distribuicdo ao longo da costa, desde o estado da
Bahia até o Rio Grande do Sul. Por outro lado, a B. straminea (Fig. 3C), uma das
mais adaptadas as variacdes climaticas, € encontrada em quase todas as bacias
hidrogréaficas e apresenta uma resisténcia intermediaria a infec¢cdo pelo S. mansoni

27



(MARCHIORI, 1999). Estes caramujos habitam areas naturais ou corpos d'agua

artificiais, frequentemente efémeros, sujeitos a secas periédicas.

Figura 3. Exemplares de caramujos do género Biomphalaria: A. Biomphalaria glabrata; B.

Biomphalaria tenagophila; C. Biomphalaria straminea. Fonte: CARVALHO et. al. 2005.

~
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Entre os planorbideos hospedeiros intermediarios de S. mansoni, duas
principais espécies ocorrem no estado de Pernambuco, o B. glabrata, considerada a
espécie mais importante tanto pela amplitude de distribuicdo quanto pela eficiéncia
na transmissao, dos elevados indices de infeccdo, e o B. straminea (SILVA et al.,
2008) que possui uma alta dispersdo geografica (BRASIL, 2007), mostrando-se
como principal agente na manutencdo do ciclo do parasita (FERNANDEZ; PIERI,
2001).

Entre as espécies que carreiam o parasita, a principal sem davida é a B.
glabrata, que possui alta susceptibilidade, agindo como principal e eficiente vetor do
parasita, agravando ainda mais o quadro da doenca mundialmente. Sua alta taxa de
susceptibilidade, garante a espécie um potencial alvo de estudos de interacdo
parasita-hospedeiro, apoiando no desenvolvimento para a compreensdo acerca
desse tema (PORTELA JUNIOR, 2016).

A interacdo Biomphalaria-S. mansoni vai depender da compatibilidade
fisiologica e bioquimica entre hospedeiro e parasita, onde o sucesso da infeccdo se
manifestard de acordo com a acdo do sistema interno de defesa do caramujo. A
capacidade de reacédo do sistema de defesa desses hospedeiros intermediarios na
destruicdo do parasita € o que define a susceptibilidade do Biomphalaria & infeccéo
ao Schistosoma (SOUZA et al, 1997).

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni apresentam diferentes graus de
susceptibilidade dependendo da espécie em questdo e da linhagem ao qual
pertencem. Como o B. tenagophila, por exemplo, apresenta a linhagem Taim-RS

altamente resistente, enquanto que a Cabo Frio-RJ é mais susceptivel a infeccdo a
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esta parasitose (COELHO, 1995), bem como a linhagem R3 da espécie B. straminea
gue é altamente resistente a infeccdo quando comparado ao B. straminea natural,
gue € pouco susceptivel (PORTELA JUNIOR, 2015).

Bayne e colaboradores (1980 a, b) verificaram que a hemolinfa livre de células
e retirada de linhagens susceptiveis e resistentes de B. glabrata ndo € competente
em alterar visivelmente a morfologia do esporocisto in vitro, 0 mesmo acontecendo
com a hemolinfa contendo hemadcitos de linhagens susceptiveis. Por outro lado, o
esporocisto € eliminado quando incubado com fatores sollveis da hemolinfa e
hemdécitos de linhagens resistentes, demonstrando assim a presenca de substancias
competentes para a destruicdo do parasita. Além disso, os hemdcitos de linhagens
susceptiveis, quando incubados juntamente com fatores solUveis da hemolinfa de
linhagens resistentes, adquirem capacidade de destruir os esporocistos. Um estudo
de Granath & Yoshino (1984) relatou que a transferéncia de plasma obtido de
linhagens resistentes de B. glabrata para linhagens suscetiveis, resultou em uma
reducdo da taxa de infeccdo de linhagens de B. glabrata suscetiveis pelo S.

mansoni.

2.4 Sistema imunoldgico dos gastropodes

A imunidade dos gastropodes é ainda pouco conhecida, em parte porque a
maioria dos estudos foca em um segmento muito pequeno da diversidade desta
classe de moluscos. A superficie macia e umida do corpo dos gastropodes é
envolvida por um epitélio ciliado que produz muco, fornecendo uma armadilha fisica
inicial e barreira a colonizacdo de patogenos (VIEIRA et al., 2004). O isolamento do
muco do corpo do caracol A. fulica (Bowdich, 1822), conhecido como gigante
africano sugere também que o muco proporciona uma barreira quimica. A producao
regular e eliminacéo constante do muco no corpo do animal, provavelmente também
€ vantajoso na limpeza da superficie a qual eles deslizam, protegendo-os de
agentes patogénicos como bactérias que sao estimulados a crescer em biofilmes no
muco (LOKER, 2010).

O sistema circulatério dos gastropodes € aberto, ou seja, a hemolinfa circula

fora de vasos, sendo preenchido com células de defesa circulantes chamadas
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hemdécitos (anteriormente chamados de amebdcitos) que desempenham fungbes de
fagocitose e reacdes de encapsulamento (MATRICON-GONDRAN; LETOCART,
1999). O sistema imunoldgico dos moluscos envolve tanto respostas humorais,
incluindo producdo de espécies reativas de oxigénio (PIPE, 1992), atividade da
enzima fenoloxidase, secre¢do antimicrobiana de péptido (MITTA et al., 2000), como
vérias reactes de células imunes, altamente especializadas, os hemacitos (SMINIA;
VAN DER KNAAP, 1987).

A hemolinfa dos gastropodes normalmente contém hemdcitos que ndo se
espalham ou se espalham minimamente quando colocados em superficies artificiais,
enquanto a maioria das células normalmente espalhadas avidamente formam
projecbes citoplasmaticas (filopodia ou pseudopodia), e acredita-se ser o
protagonista na fagocitose e nas respostas de encapsulamento. Hemdcitos de
gastrépodes sdo caracteristicamente pegajoso e prontamente formam agregados,
sendo uma tendéncia a ser mais pronunciada nas espécies marinhas e de agua
doce (LOKER, 2010).

2.4.1 Imunidade celular

Hemobcitos

Para ser ativada a resposta celular, deve ocorrer primeiramente o
reconhecimento dos parasitos pelos hemdcitos (NEGRAO-CORREA et al., 2012). Na
defesa celular, os hemadcitos apresentam papel central na imunidade inata. Séo
células com morfologia e conteddo enzimatico variaveis, diferentes subpopulacoes,
com aderéncias diferentes e propriedades de fagocitose (VAN DER KNAAP;
LOKER, 1990; MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999).

Os hemdcitos, protagonistas da defesa celular, sao divididos em
subpopulacdes que recebem nomenclaturas diferentes de acordo com a espécie
gastropoda em questdo e também da classificacdo por autor, pois em algumas
espécies estas células recebem nomenclaturas diferentes dependendo de quem as
estudou, como o caso da Pila globosa, Mabhilini e Rajendran (2008) nomearam estas
células de agranulécitos, granulocitos | (=progranulécitos) e granuldcitos 1l, e

granuldcitos lll, enquanto que Ray e colaboradores (2012) para esta mesma espécie
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classificaram em agranulécitos, semigranulocitos e granulécitos. Em Bradybaena
similaris e Megalobulimus abbreviatus, as células foram divididas em células
redondas, hialindcitos e granulécitos (ROHR; AMATO, 2014).

Em P. canaliculata também observamos uma nomenclatura diferente sendo
empregada em seus tipos de hemdcitos. Shozawa e Suto (1990) denominaram
estas subpopulacbes de hemdcitos como células ndo granulares, células com
granulos eletroluscente, e células com granulos eletrodensos, enquanto Cueto et al.
(2013; 2015) as classificaram em agranuldcitos, hialindcitos e granuldcitos.

A maioria dos estudos relata que os hemdcitos circulantes em Biomphalaria
sdo compostos por, pelo menos, duas populagdes celulares, principalmente
baseadas em caracteristicas morfologicas e funcionais: hialindcitos (células de
tamanho menor e sem granulos) e granuldcitos (células de tamanho maior e com
granulos) (LO VERDE; GHERSON; RICHARDS, 1982; LIE; JEONG; HEYNEMAN,
1987; BARRACCO et al, 1993). Recentemente, Cavalcanti et al. (2012)
caracterizaram os hemacitos circulantes na hemolinfa de B. glabrata e B. straminea
encontrando as seguintes subpopulacées de hemdcitos: células blasticas
(consideradas como células jovens ou precursoras de outros hemacitos),
granulécitos, hialinécitos tipo 1, hialinécitos tipo Il e hialindcitos tipo Ill. Oliveira et al.
(2010) apenas nomearam os hialinécitos e granulécitos em B. tenagophila.

Células blasticas sdo os menores tipos celulares encontrado na hemolinfa das
duas espécies de caracéis, B. glabrata e B. straminea. Este tipo de célula também
foi descrito na hemolinfa de B. tenagophila (BARRACCO et al., 1993) e no molusco
bivalve Haliotis tuberculata (Linnaeus, 1758) (TRAVERS et al., 2008). Os
granulécitos sdo um tipo de célula que ja foi visto na hemolinfa de B. glabrata, B.
straminea (CHENG; AULD, 1977; CAVALCANTI et al. 2012) e B. tenagophila
(BARRACCO et al.,, 1993). Este tipo de célula foi também descrito em outros
gastropodes: Turbo cornutus (Lightfoot, 1786) (DONAGHY et al, 2010.) e Lymnaea
stagnalis ( Linnaeus, 1758) (RUSSO; LAGADIC, 2004). Cheng; Auld (1977) foram
0s primeiros a relatarem a presenca de hialinocitos na hemolinfa de B. glabrata.
Barracco et al. (1993) trabalhou com B. tenagophila e caracterizou também os
hialinécitos como células de pequeno tamanho. No estudo de Cavalcanti et al.
(2012) descobriram que hialinécitos tipo | foram o segundo menor tamanho e

também mais prevalente tipo celular encontrado na hemolinfa em B. glabrata e B.
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straminea. Estes autores também caracterizaram os hialindcitos como células de
maior capacidade de aderéncia em relacédo aos granuldcitos.

Apoés a invasdo de bactérias, fungos, virus ou protozoarios, os hemacitos
rapidamente migram para o local da infec¢do para fagocitar e destruir os invasores
(RUSSO; BREHELIN; CARTON, 2001; SILVA et al., 2000). Se a concentracdo de
patbgenos é muito grande, os hemdécitos se agregam e formam nédulos a fim de
imobiliza-los e de remové-los da circulacdo (STRAND; PECH, 1995). A formacéo de
nodulos é uma reacdo rapida que demanda uma mudanca nos hemdcitos
circulantes, que passam a se comportarem como células adesivas aptas a se
ligarem ao alvo (LAVINE; STRAND, 2002). Também estdo envolvidos no
reconhecimento de corpos estranhos, respostas de encapsulamento, fagocitose e
reacoes citotoxicas (MATRICON-GONDRAN; LETOCART, 1999; JOHNSTON;
YOSHINO, 2001). A fagocitose é um processo de defesa celular altamente
conservado, constituindo a primeira resposta dos hemdcitos a invasao do organismo
por particulas estranhas em pequenas concentracbes (LAVINE; STRAND, 2002;
STUART; EZEKOWITZ, 2008).

Ultraestrutura de hemacitos

O estudo ultraestrutural de hemdécitos de invertebrados tem sido abordado na
literatura como forma de caracterizar e classificar estas células, entretanto esses
dados sdo escassos. Uma série de pesquisas com espécimes do filo artropoda tem
sido desenvolvidas e apresentam resultados similares em seus achados (SILVA et
al., 2000b, HILLYER; CHRISTENSEN 2002; FALLEIROS et al., 2003; LING et
al., 2003; BRAYNER et al., 2005; CUNHA et al., 2009) e estas contribuem para
caracterizagdo morfoldgica e ultraestrutural dos hemocitos, assim como a
padronizacdo do sistema de classificacdo de células na classe dos insetos
(KURIHARA et al., 1992, HILLYER; CHRISTENSEN, 2002).

Para o0s gastropodes alguns estudos foram realizados com caramujos
hospedeiros intermediarios para a esquistossomose. Barraco e colaboradores
(1993) caracterizaram os hemocitos de B. tenagophila sadios através da microscopia
de luz e transmisséo, como hialinécitos e granulocitos. Os hialindcitos apresentavam
ribossomos livres e ndo parecem conter corpos semelhantes a lisossomos, enquanto

0os granuldcitos contém um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido,
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dictiossomos e alguns corpos densos semelhantes a lisossomos. Os granuldcitos
ndo apresentam um aspecto granular caracteristico e 0s poucos granulos

observados no citoplasma devem corresponder a um sistema lisossémico.

Outras organelas foram encontradas nos hialindcitos de B. glabrata:
mitocondrias e aparelho de golgi, e nos granulécitos observaram granulos com
aspecto de vesiculas digestivas, mitocondrias, reticulos endoplasméticos, aparelho
de golgi, vacuolos e vesiculas eletrodensas. Destacando nos granulécitos a
presenca de granulos que caracterizam este tipo celular (SANTOS; DINIZ, 2009)
diferente do encontrado em células de B. tenagophila (BARRACO et al., 1993).

Em caramujos B. glabrata e B. straminea infectados pelo S. mansoni, na
microscopia eletrébnica de transmissdo foi identificado cinco tipos celulares na
hemolinfa: células blasticas, granuldcitos e hialinécitos do tipo |, Il e 1ll. As espécies
de B. straminea para células blasticas ndo apresentaram muitas modificacdes
morfologicas, porém em B. glabrata este tipo celular passou a apresentar alteracdes
no formato da célula. Em B. glabrata infectados estas células ndo se mostraram com
alteracbes morfologicas, porém, em B. straminea foi possivel identificar liberacdo de
granulos. Os hialinocitos tipo | apresentaram-se com maior adeséo celular e maior
quantidade de granulos de glicogénio. Os hialinécitos do tipo Il e Il apresentaram
poucas alteracdes morfolégicas apos a infeccdo nas duas espécies estudadas
(CAVALCANTI et al., 2012).

Helal et al. (2014) utilizou caramujos de B. alexandrina infectados
individualmente por S. mansoni e caracterizaram e identificaram a forma celular dos
hemacitos tanto na hemolinfa como no tecido, examinados por microscopia oOptica e
eletrbnica. O exame dos hemdcitos revelou trés tipos de diferentes células
classificadas de acordo com a sua forma e conteudo granular. Estas células séo
granuldcitos, amebdcitos e hialindcitos. A microscopia eletrénica também revelou o
papel importante dos granuldcitos e amebdcitos como mecanismo de defesa contra

a infecgédo do caramujo.

2.4.2 Imunidade humoral
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A imunidade humoral inclui espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
peptideos antimicrobianos, de matriz celular e de melanizacdo da hemolinfa
(LAVINE; STRAND, 2002; GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2011). O
oxido nitrico (NO-Nitric Oxide) é o principal mediador citotéxico de células imunes
efetoras ativadas e constitui uma importante molécula reguladora do sistema imune
(HIBBS JR. et al. 1988; MARLETTA et al., 1988; DUSSE et al., 2003). No entanto o
NO ¢é potencialmente toxico. Embora o oxigénio seja fundamental para os
organismos aerobios, espécies intermediarias reativas que se formam em suas
reacfes sao também extremamente prejudiciais aos componentes celulares como

lipideos, &cidos nucléicos, proteinas, carboidratos, entre outros (PEREIRA, 2000).

A toxicidade se faz presente, particularmente, em situacbes de estresse
oxidativo, geracdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema
antioxidante (DUSSE et al., 2003). Funcionando como resposta imunologica no
controle de infeccbes, porém devem ser produzidos de forma equilibrada, pois
podem afetar as préprias células (CASTRO, 2009). Evidéncias mostram que, em
resposta a infeccdo por trematddeos, os hemdcitos sédo capazes de produzir
espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico que estdo envolvidos na morte do
esporocisto primario (ADEMA et al 1994, BAYNE et al. 2001). Em estirpes
resistentes de B. glabrata, o 6xido nitrico desempenha um papel fundamental na
defesa contra esporocistos de S. mansoni. Hahn e colaboradores (2001) concluiram
gue o NO' é diretamente responsavel pela mediacdo da citotoxicidade na morte dos
esporocistos. Para Grandoni e Ascenzi (2002) esta molécula vai limitar o
desenvolvimento de Trypanosoma, Plasmodium e Schistosoma, em todos os

estagios do ciclo de vida do parasita.

A fenoloxidase € uma enzima que catalisa a oxidagdo de compostos fendlicos
presentes na hemolinfa, o produto final dessa oxidagdo € a melanina (ROWLEY;
BROOKMAN; RATCLIFFE, 1990; MARMARAS et al., 1993; LEE et al, 1999; SILVA
et al., 2000). A melanizagdo € um mecanismo de defesa amplamente conhecido em
insetos e também estudado em outros invertebrados, e tem como um dos principais
ativadores a enzima fenoloxidase, que € o ponto chave neste processo (LING; YU,
2005)
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Esta enzima € ativada proteoliticamente em resposta a infecgbes e antes da
ativacdo € chamada de profenoloxidase (ASHIDA et al., 1983; SILVA et al., 2000). A
ativacdo da cascata de profenoloxidase € necessaria para 0 processo de
melanizacdo e morte dos microorganismos isolados nos nédulos ou capsulas.
Oxidacbes subsequentes de fendis pela fenoloxidase levam a producdo de
quinonas, que sdo moléculas citotdéxicas que inativam ou matam grande parte dos
patdgenos, levando a producdo de melanina (MA; KANOST, 2000) como também,
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que também participam na defesa
contra parasitos (GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2011).

A fenoloxidase é uma enzima bastante ativa e os produtos intermediarios de
sua ativacdo sdo tOxicos tanto para 0S microrganismos invasores como para O
préprio animal, por isso sua ativacdo € limitada ao local da infeccéo, caso contrario
poderia levar a uma melanizacdo generalizada e letal para o animal (KANOST,
1999). Esta enzima é fundamental na adesdo hemdcito-microrganismo. Um grande
namero de inibidores de proteases tem sido identificado na hemolinfa. Além de
participarem das defesas humorais, esses inibidores inativam muitas proteases que

sdo liberadas pelos patdgenos invasores (SILVA, 2002).

Os organismos aprisionados na infeccdo sao destruidos pelo complexo
enzimatico da profenoloxidase, sendo a principal enzima ativada a fenoloxidase
(KURIHARA; SHIMAZU; WAGO, 1992; STRAND; PECH, 1995; RIBEIRO; SIMOES;
BREHELIN, 1996). A fenoloxidase constitui um dos mais importantes componentes
do sistema de defesa, fazendo parte de uma cascata enzimatica é ativada pelos
granuldcitos através da exocitose de fatores sinais, acarretando a sintese de
proteinas que aumentam a adesividade e a producdo de quinonas toxicas resultando
no processo de melanizagdo que inativa ou destréi o invasor (SODERHALL, 1982;
RATCLIFFE et al., 1985; RATCLIFFE; ROWLEY, 1987).

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas,
ocorrendo em todas as células e partes delas. Exibem grande diversidade de
funcdes biolégicas, atuando como os instrumentos moleculares por meio dos quais a
informacdo genética é expressa (OLIVEIRA, 2015). Estas macromoléculas sao
utiizadas para a obtencdo de energia quando ha reducdo das reservas de

carboidratos, (PINHEIRO, 1996), ocorrendo a degradacdo das proteinas em
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aminoacidos para sintese das proteinas essenciais, e em cetoacidos, para a
gliconeogénese, mantendo assim as concentracdes de glicose em niveis vitais
(BAYNES; DOMINICZAK, 2000).

Além de serem utilizadas como reserva energética, para Vargas-Albores e
colaboradores (2001) a defesa humoral dos moluscos é representada principalmente
pelas proteinas plasmaticas presentes na hemolinfa dos gastropodes. Miracidios de
S. mansoni foram totalmente eliminados quando expostos a fase solavel da
hemolinfa, demonstrando a presenca de compostos capazes de reagir contra
patébgenos (SANTOS; RODRIGUES, 2006). Uma alternativa para melhor entender
0S mecanismos envolvidos na suscetibilidade € obter informacées sobre as
diferencas de expressao das proteinas dos hemacitos de caramujos que se infectam
ou nao. Para identificar e compreender essas diferencas € fundamental conhecer as
alteracdes nos niveis de expressao de proteinas dos hemdcitos em cada fendtipo
(OLIVEIRA, 2015).

Novos estudos foram realizados na identificacdo dessas proteinas existentes
na hemolinfa dos gastrépodes. Uma delas é o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a) que foi identificado por Boyer (1994) em um estudo imunocitoquimico e indicou a
presenca de TNF-a em hemdcitos de moluscos correspondentes a uma molécula de
53 kDa detectada por analise de Western blot, demonstrando que esta proteina
diminui durante a infeccdo por S. mansoni. Granath et al. (1994) identificaram uma

proteina semelhante ao TNF-a na hemolinfa de gastropédes.

Ja foi demonstrado que hemdcitos de Mytilus mostraram resposta ao TNF-a
heterdlogo produzindo moléculas do tipo TNF-a em resposta a componentes
bacterianos (HUGHES et al., 1990; 1993; OTTAVIANI et al.,1995). Este fator pode
afetar a funcdo dos hemaocitos bivalves (Mytilus sp.) através de vias de transducao
conservadas e sugerem que a resposta dos hemdcitos a citocina € influenciada
pelos componentes soluveis da hemolinfa e que na presenca do soro da hemolinfa
houve a estimulacao da fagocitose que apresentou dano celular (BETTI et al., 2006).
Esta citocina tumoricida e indutora de apoptose foram encontradas em alguns tipos
de hemdcitos dos moluscos Bellamya bengalensis (Gastropoda: Prosobranchia) e
Lamellidens marginalis (Bivalvia: Eulamellibranchiata) pela citometria de fluxo (RAY

et al, 2016). De Zoysa et al. (2009) caracterizaram e analisaram a expressao do
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primeiro TNF-a homologo em molusco abalone, chamado como AbTNF- a, em uma

infecgao bacteriana.

2.5 Schistosoma mansoni

Na classe Trematoda, subclasse Digenea do filo Platyhelminthes, encontramos
a familia Schistomatida, que apresenta vermes de sexos separados, parasitos de
vasos sanguineos de mamiferos e aves, onde o Schistosoma mansoni Sambon,
1907, responséavel por esta endemia esta inserido. As espécies do género
Schistosoma, que tem importancia epidemiolégica em medicina humana sao: S.
haematobium Bilhartz, 1852, S. japonicum Katsurada, 1904, S. mekongi Brickner e
Bruce, 1978, S. intercalatum Fischer, 1934 e o S. mansoni Sambon 1907 (NEVES,
2005).

Para chegar a ser um verme adulto, o S. mansoni passa por diversas fases de
desenvolvimento completando assim seu ciclo biolégico (Fig. 4). A transmissao dos
trematédeos digenéticos se da pela liberacdo de seus ovos através das fezes do
homem previamente infectado (KATZ; ALMEIDA, 2003). Em contato com a agua
doce, os miracidios eclodem, uma larva ciliada, previamente desenvolvida, que
morrem se ndo encontrarem 0s caramujos hospedeiros intermediarios para se alojar
(FERREIRA, et. al., 2003). O miracidio apresenta capacidade para infectar, ndo so
0s moluscos vetores, mas também n&o vetores e em alguns casos até mesmo
girinos (GRIMES et al., 2015).

Se encontrarem 0s caramujos do género Biomphalaria ddo continuidade ao
ciclo e o parasita sofre divisdo mitética por poliembrionia, passando por estagios
conhecidos como esporocistos, até originarem numerosas formas infectantes méveis
conhecidas como cercarias, competentes para penetrar nos tecidos epidérmicos ou
mucosas dos humanos, seus hospedeiros definitivos, através de proteases
secretadas por glandulas de penetracdo localizadas em sua extremidade encefalica
(FERREIRA, et. al., 2003). As cercérias sao liberadas em boas condi¢cbes de
luminosidade e temperatura do ambiente, podendo sobreviver até dois dias apos a
liberacdo. ApO6s a entrada na pele do homem essas cercarias se tornam
esquistossémulos (GRIMES et al., 2015).
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Figura 4. Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni: A. Vermes adultos; B. Ovos eliminados com as
fezes de uma pessoa infectada. C. Eclosao na agua e liberacdo de um miracidio; D. No interior do
caramujo, cada miracidio transforma-se em um esporocisto primario, que gera esporocistos filhos, os
quais formam cercéarias em seu interior; E. Caramujo libera as cercarias que nadam ao encontro do
homem, onde completam sua evolucdo para chegarem a vermes adultos (Disponivel em
http://www.abcdamedicina.com.br/esquistossomose-doenca-ciclo-e-contaminacao-vacina-contra-

barriga-dagua.html).
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Os esquistossdomulos alcancam a rede vascular dos pulmbes através dos
vasos cutaneos, em seguida chegam ao coragdo e sdo enviados pela circulacédo
sistémica a varios orgdos e tecidos. Quando conseguem atingir o sistema porta
hepatico, cerca de trés semanas depois da penetracdo das cercarias, terminam seu
desenvolvimento, chegando ao amadurecimento sexual e acasalamento. Nesse
estagio, o casal se localiza nas vénulas do plexo mesentérico inferior. Estando em
seu habitat definitivo, a fémea fecundada comecga a liberar os ovos. Apos um
periodo de aproximadamente 40 dias, 0os ovos ja podem ser vistos nas fezes do
individuo parasitado, tempo geralmente definido para diagnéstico e posteriormente o
tratamento do doente. Os vermes adultos vivem em média entre trés e dez anos
(REY, 2002; FERREIRA, et. al., 2003).

2.6 Esquistossomose
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Considerada como um grave problema de saude publica, a esquistossomose €
uma endemia parasitaria tipica das Américas, Asia e Africa. Chegou ao Brasil com
0os escravos africanos trazidos pela Colonia Portuguesa, mas ha referéncias da
doenca muito antes dessa época (KATZ; ALMEIDA, 2003).

A Organizag¢do Mundial de Saude (OMS) inclui a esquistossomose na lista de
doencas tropicais negligenciadas, pois ndo sO prevalecem em condi¢cdes de
pobreza, como também contribuem para a manutencédo do quadro de desigualdade,
ja que representam forte entrave ao desenvolvimento de paises (BRASIL, 2010). A
esquistossomose € uma infeccdo presente em todas as regides do globo,
principalmente em areas de condi¢cdes de higiene e saneamento basico precarios. A
veiculacdo do agente etiolégico é por meio hidrico, uma vez que, fases do ciclo de
vida do parasita ocorrem no meio aquatico, onde a forma infectante do hospedeiro
vertebrado, a cercaria, é liberada por moluscos infectados (BRASIL, 2007).

Ha alguns anos, a esquistossomose ocorria principalmente em individuos de
areas rurais. Contudo, o éxodo rural em busca de novas oportunidades de
sobrevivéncia, bem como o turismo em busca de lazer, favorecidos pelas alteracdes
ambientais, desigualdades socioecondmicas, acesso desigual aos bens e servigos
publicos, tém sido responsaveis pelo processo de urbanizacdo desta infeccéo
parasitaria (VASCONCELOS et al.,, 2009; MELO et al.,, 2011). O padrdo de
distribuicdo espacial da doenca indica que a dinamica de transmissao do S. mansoni
depende da relacdo entre as pessoas e o0 ambiente (BARBOSA et al.,, 2000;
CARDIM et al., 2008).

Os focos de transmissdo da esquistossomose ocorrem em areas
peridomiciliares urbanas e rurais de comunidades precarias em saneamento basico
(BRASIL, 2012). Contudo, tem-se observado o surgimento de novos sitios de
transmissao no pais, como em regides litoraneas, fato descrito na llha de Itamaraca
- PE (BARBOSA, 2000) e em Porto de Galinhas — PE (BARBOSA, 2011), a
notificacdo de casos da doencga. Houve uma mudanca na distribuicdo geografica da
esquistossomose nos ultimos 50 anos, no entanto, mesmo com programas de
controle bem sucedidos, o niumero de pessoas infectadas ou sob risco de contrair a
doenca nao foi reduzido (ENGELS et al., 2002).

Estima-se que 207 milhdes de pessoas estejam infectadas e 779 milhdes
expostas ao risco de contrair a doenca (STEINMANN et al., 2006; WHO, 2011). De
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acordo com o “rank” da DALY’S (Disability-Adjusted Life Years), que quantifica o
namero perdido em anos de vida, devido a problemas relacionados com a doenca, a
esquistossomose € colocada apenas atras da Malaria. A esquistossomose é
responsavel por 1,7- 4,5 milhées/ DALY’s anualmente (STEINMANN et al., 2006).
Além disso, aproximadamente 280 mil mortes por ano s&o atribuidas a
esquistossomose (VAN DER WERF et al., 2003).

Conhecida pelos brasileiros como barriga d'agua, xistosa ou doenca do
caramujo, a esquistossomose mansoni ou mansodnica é caracterizada, na forma
mais grave, pela hepatoesplénica, o0 aumento do figado e do baco (KATZ; ALMEIDA,
2003). No Brasil, a esquistossomose € um grave problema de saude publica,
abrangendo 19 estados. Nas regides sudeste e nordeste, existem focos de
transmissao continua, desde o Maranhdo até o Espirito Santo e Minas Gerais,
enquanto nas regides norte e sul existem apenas areas de média extensdo e focos
isolados (COURA; AMARAL, 2004; TELES, 2005). Passos e Amaral (1998)
certificaram que 2,5 milhdes de pessoas sdo portadoras da esquistossomose no
Brasil, porém outro levantamento, apresentado por Katz e Peixoto (2000) indica que
mais de 8 milhdes de pessoas estao infectadas e outras 30 milhdes estdo expostas
ao risco de infeccdo. No entanto, segundo a OMS, no Brasil existem
aproximadamente 7 milhdes de pessoas infectadas e outras 42 milhdées vivendo em
area de risco (WHO, 2010).

As estratégias de vigilancia e controle da esquistossomose no Brasil buscam
reduzir a ocorréncia de formas graves, Obitos e prevaléncia da infeccéo, indicando
medidas para reduzir o risco de expansdao da doenca (KATZ; ALMEIDA, 2003).
Solugbes permanentes para este problema incluem a restricdo de contato humano
com agua contaminada e prevencdo de novas contaminagdes do meio ambiente
com os ovos do parasita (CHITSULO et al., 2000; FERREIRA et al., 2003; LUNA et
al., 2005). Além do adoecimento, o risco de Obito por esquistossomose é uma
realidade. Esta doenca prevenivel e tratavel provocou no periodo de 1990 a 2010
um numero expressivo de formas graves, com uma média de 1.567 internacdes e
527 6bitos (BRASIL, 2011a; 2011c).

As areas endémicas e focais abrangem 19 unidades federais em nosso pais,
ocorrendo de forma endémica em nove, nos estados de Alagoas, Maranhao, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais.
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No Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio
Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséo é focal, ndo atingindo
grandes areas (Fig. 5). As areas mais afetadas sdo caracterizadas por condi¢cdes
precarias ou inexistentes de saneamento basico, pobreza e baixos niveis de
escolaridade (BRASIL, 2011b).

Figura 5. Distribuicdo da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade, por municipio.
Brasil, 2009 - 2014. Fonte: Sistema de informacado do programa de esquistossomose/SVS/MS.
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No Estado de Pernambuco, a esquistossomose € historicamente endémica na
regido rural (COUTINHO et al., 1997). Municipios prioritarios para acdes de
esquistossomose em Pernambuco sdo Belém de Maria, Jaqueira, Tracunhaém,
Primavera, Machados, Itaquitinga, Lagoa do carro, S&o Vicente Ferrer, Aragoiaba,
Amaraji, Rio Formoso, Gameleira, Vicéncia, Nazaré da Mata, Agua Preta, Alianca,
Serinhaém, Paudalho, Timbauba, Escada, Goiana e Ipojuca, de acordo com o Plano
integrado de acdes estratégicas do Ministério da saude (BRASIL, 2012). Em
Pernambuco, que ocupa o 3° lugar em prevaléncia na Regido Nordeste, a endemia
estd presente basicamente em areas que circundam a faixa litoranea,
correspondendo a chamada Zona da Mata Sul e Norte (FAVRE et. al., 2001).

Um conjunto de medidas deve ser tomado para o controle e erradicacdo da
esquistossomose em uma area endémica. Tais medidas podem citar um adequado
saneamento basico e destino dos residuos, educacdo ambiental, eliminacdo dos
criadouros do molusco, assim como evitar o contato com cole¢cdes hidricas
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contaminadas. Entretanto, fatores biolégicos, demograficos, socioecondmicos,
politicos e culturais estdo envolvidos na formagdo dos quadros endémicos
(VASCONCELES et al. 2009; CUNHA; GUEDES, 2012). De acordo com o plano
integrado de acles estratégicas do ministério da saude de 2011 foram propostas
algumas formas para reducdo do numero de doentes por esquistossomose, tais
como: atividades de educacdo em saude; realizacdo de exames parasitologicos na
populacao; avaliacdo do percentual de positividade; tratamento; mapeamento das
areas de risco e vigilancia dos caramujos (BRASIL, 2011b).

O tratamento para esquistossomose tem como finalidade sua cura, reducao da
carga parasitaria do hospedeiro, impedimento da evolugcdo para as manifestacdes
graves da doenca, minimizacdo de producdo e eliminacdo dos ovos do helminto
como uma forma de prevencdo primaria da transmissdao. O tratamento pode ser
direcionado individualmente ou em nivel populacional, conhecido como tratamento
coletivo (VITORINO et al., 2012).

Recentemente, Gomes e colaboradores (2016) observaram uma reducédo do
percentual de positividade a niveis considerados aceitaveis e de baixa endemicidade
com o tratamento coletivo com a droga praziquantel no municipio de Jaboatdo dos
Guararapes - PE sugerindo sua efetividade, ja que houve poucas mudancgas sécio-
sanitarias e ambientais nas localidades sob intervencdo. No periodo de 2011 a 2015
cerca de 931 mil pessoas foram tratadas com o praziquantel, comprimido 600mg,
gerando um montante de R$ 1.418.539,30 aos cofres publicos, de acordo com o
sistema de informacdo de insumos estratégicos do ministério da saude (BRASIL,
2011b).

Para o controle da esquistossomose, além do tratamento dos pacientes
infectados, é muito importante que as populagdes de caramujos sejam controladas
como uma forma de reducédo do risco de transmissdo da doenca (SILVA FILHO et
al., 2009). Um método utilizado para quebrar o ciclo evolutivo de S. mansoni é
através do controle ou tratamento profilatico das massas de agua que servem como
locais de transmissédo, utilizando-se agentes moluscicidas que destruirdo o0 seu
hospedeiro intermediario, o caramujo (PERRETT; WHITFIELD, 1996; LUNA et al.,
2005).

Entretanto, o tratamento de grandes criadouros de caramujos € dificil devido ao

grande impacto ambiental provocado por estas substancias, contudo, pequenos
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focos podem ser controlados por tais compostos. Outra medida também utilizada € o
controle biolégico da populacéo de vetores através da competicdo com espécies de
caramujos também de agua doce refratarios a infeccdo. Porém ha também um
problema nesta estratégia, visto que ha uma rapida coadaptacédo entre as espécies
competidoras (FERREIRA et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter dados relacionados a imunidade dos Pomacea lineata quando séo

expostos ao Schistosoma mansoni em condigbes experimentais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar aspectos relacionados a imunidade celular e humoral de P. lineata
exposto ao S. mansoni;

- Identificar alteragBes relacionadas a histologia do musculo pedal de P.
lineata exposto ao S. mansoni;

- Caracterizar morfologicamente hemacitos de P. lineata sadios e expostos ao
S. mansoni;

- Determinar alterac6es morfolodgicas nos hemdacitos de P. lineata exposto ao

S. mansoni.
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RESUMO

Pomacea lineata atua como controlador bioldgico natural do Biomphalaria glabrata,
hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, pois sdo encontrados no mesmo ambiente.
Entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre a infeccdo do P. lineata por esse trematodeo.
Assim, este trabalho investigou parametros relacionados a imunidade dos P. lineata apés
exposicdo por 24 e 48h ao S. mansoni em condi¢Oes experimentais. A geracdo F1 desses
caramujos foi utilizada neste estudo. Foram analisadas a contagem total e diferencial dos
hemdcitos, fenoloxidase, 6xido nitrico, proteinas totais, expressdo do TNFa nos hemocitos € a
histopatologia do pé. A exposicdo ao S. mansoni promoveu aumento no numero total de
hemacitos, aumento dos granulécitos, reducdo dos agranuldcitos e hialindcitos, aumento nos
niveis da fenoloxidase, proteinas totais e Oxido nitrico. Houve expressdéo do TNFa nos
agranulécitos e granuldcitos, aumentando de intensidade apds exposi¢do ao trematddeo. A
histopatologia do pé revelou a presenca de esporocitos na camada fibromuscular circundados
por tecido de granulacdo apenas no periodo de 24h. J& com 48 h observou-se fibrose
acentuada nessa camada e pouco tecido de granulacdo. Assim, podemos concluir que P.
lineata parece desencadear uma série de estratégias imunoldgicas de forma bem efetiva que

lhe confere certa resisténcia ao S. mansoni.

Palavras-chave: miracidio, hemdcitos, resisténcia, Pomacea lineata, Schistosoma.
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ABSTRACT

Pomacea lineata acts as the natural biological controller of Biomphalaria glabrata, the
intermediate host of Schistosoma mansoni, as they are found in the same environment.
However, there are no reports in the literature about P. lineata infection due to this trematode.
Thus, this work investigated parameters related to the immunity of P. lineata after exposure
for 24 and 48h to S. mansoni under experimental conditions. The F1 generation of these snails
was used in this study. The total and differential counts of hemocytes, phenoloxidase, nitric
oxide, total proteins, expression of TNFa in hemocytes and histopathology of the headfoot
organ were analyzed. Exposure to S. mansoni promoted increase in the total number of
hemocytes, increase of granulocytes, reduction of agranulocytes and hyalinocytes, increase in
phenoloxidase levels, total proteins and nitric oxide. There was TNFa expression in the
agranulocytes and granulocytes, increasing in intensity after exposure to the trematode.
Headfoot histopathology revealed the presence of sporocytes in the fibromuscular layer
surrounded by granulation tissue only within 24 h. At 48 h, there was marked fibrosis in this
layer and little granulation tissue. Thus, we can conclude that P. lineata seems to trigger a
series of immunological strategies in a very effective way that confers some resistance to S.

mansoni.

Keywords: miracidia, hemocytes, resistance, Pomacea lineata, Schistosoma.
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1. INTRODUCAO

Pomacea lineata Spix, 1827 (Mollusca: Caenogastropoda) é um caramujo de agua doce
pertencente a classe Gastropoda e a subclasse Pulmonata onde temos os moluscos mais bem
sucedidos devido a conversdo da cavidade do manto em pulmédo (Ruppert et al. 2005). Esta
espécie é encontrada no continente sul-americano (Barboza et al. 2006), sendo bem percebida
em habitats dulcicolas da regido Nordeste ao Sudeste do Brasil (Thiengo, 1995).

Esses caracOis apresentam uma ampla importancia ecoldgica como protetor da biota
aquatica no monitoramento da qualidade das aguas (Das; Khangarot, 2010), além de ter o
papel na “limpeza natural” do leito dos rios e de outros corpos de agua (Paulini; Paulini,
1971). Eles também atuam como macroinvertebrados bioindicadores, visto que, sao sensiveis
a poluicdo e variagdes do habitat (Marques; Barbosa 2001) e também adequados para sinalizar
contaminantes (ltziou; Dimitriadis, 2011; Abdel-Halim et al., 2013). Vale destacar sua
atuacdo como controladores biologicos naturais do Biomphalaria glabrata (Say, 1818), visto
que séo encontrados no mesmo ambiente (Cimerman; Cimerman, 2005), desses caramujos
hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni (Piraja da Silva, 1908), platelminto da
classe Trematoda responsavel pela esquistossomose (Ferreira et al., 2003).

Como ja& demonstrado por Machado et al. (1988) e Abou-el-Naga (2012), em
Biomphalaria sp. o 6rgdo mais atingido pelos esporocistos de S. mansoni nos caramujos é o
pé. No processo de penetracdo, o parasita sofre alteracbes morfologicas e fisiologicas, sendo
transformado em esporocisto primario que permanece no tecido fibromuscular dessa regido do
hospedeiro proximo ao local de penetracdo. As larvas das outras especies de Digenea se
distribuem pelo pé, glandula digestiva e também ovotestis. Recentemente Nacif-Pimenta et
al., (2012) descreveram a resposta in vivo em tecidos de B. tenagophila infectado pelo

trematédeo.
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Os gastropodes apresentam de uma forma geral, um grande poder de resisténcia e
adaptacdo (Pinder et al., 1992; Abe, 1995). A dindmica de resisténcia e susceptibilidade a
infeccdo depende da influéncia de varios fatores do sistema imunolégico inato dos moluscos
(Santos et al., 2011; Negrdo-Corréa et al., 2012;), que envolvem a interacdo da resposta
celular e humoral (Dunn 1986; Jiravanichpaisal et al., 2006).

Na resposta celular, os hemdcitos apresentam papel central na imunidade inata. S&o
células com morfologia e conteddo enzimatico variaveis, com diferentes subpopulacdes,
apresentam aderéncias diferentes formando projecfes citoplasmaticas (filopodia ou
pseudopodia) e propriedades de fagocitose e encapsulamento do patogeno (Van Der Knaap;
Loker 1990; Matricon-Gondran; Letocart 1999; Loker, 2010).

Simultaneamente, a defesa humoral age com a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), éxido nitrico (NO) (Pipe 1992), com atividade enzimatica da fenoloxidase e
secrecdo de proteinas antimicrobianas (Mitta et al., 2005), desenvolvendo assim respostas
especificas para diferentes categorias de patégenos, estabelecendo respostas secundarias
eficazes, como também a melanizacéo e reagdes citotoxicas (Roger et al., 2008).

Outro mecanismo de defesa encontrado nos moluscos € o Fator Necrose Tumoral alfa
(TNFa), uma citocina imunorreguladora e inflamatoéria liberada por macrofagos de mamiferos
levando a apoptose, septicemia, inflamacéao e necrose de tumores. (Engels al, 2006). Em geral,
0s dados até agora descritos mostram que os componentes da sinalizacdo de citocinas em
hemocitos de invertebrados estdo envolvidos principalmente na morte celular (lgaki et al.,
2002; Moreno et al., 2002; Beschin et al., 2003).

De acordo com Milward-de-Andrade (1978), animais do género Pomacea tém
demonstrado sua capacidade de destruir ovos e formas juvenis de B. glabrata. No entanto, 0s
mecanismos de resisténcia imunoldgica do P. lineata expostos ao S. mansoni ainda nao foram

descritos, fazendo-se necessario para a formacdo de alternativas que possam ser utilizadas
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para o combate ao hospedeiro intermediario obrigatdrio deste verme, o B. glabrata, visto que
estes caramujos partilham do mesmo ambiente. Em virtude da auséncia de relatos na literatura
sobre a infeccdo do P. lineata para este parasita de grande importancia na satde publica, a
presente pesquisa investigou os parametros imunoldgicos da contagem total e diferencial de
hemacitos, fenoloxidase, 6xido nitrico, proteinas totais, TNF alfa e histopatologia do musculo

pedal de P. lineata expostos ao S. mansoni em condicdes experimentais.

2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA —

UFRPE) pela licenca N° 48/2016.

2.1 Obtencao dos moluscos: Os moluscos da espécie P. lineata foram provenientes de um
criadouro comercial e posteriormente transferidos para o Laboratério de Ecofisiologia e
Comportamento Animal (DMFA — UFRPE), onde passaram por um periodo de aclimatacéo
em aquario com agua sem cloro, com aeracdo artificial, em temperatura ambiente (26 + 1° C).
A geracdo F1 desses caramujos foi utilizada neste estudo. Os animais foram alimentados com
folhas de alface (Lactuca sativa) previamente higienizadas e a dgua do aquéario reciclada
semanalmente, tendo sempre o pH em torno de 7,0 controlado pela utilizacdo de hidroxido de
sodio. A agua também era enriquecida com carbonato de calcio.

2.2 Formacdo dos grupos experimentais: Foram formados quatro grupos com 5 animais
cada:

Grupo I- Caramujos nédo infectados e analisados ap0s 24 horas da exposi¢ao luminosa;
Grupo Il - Caramujos expostos aos miracidios de S. mansoni e analisados ap6s 24 horas da

exposicao luminosa;
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Grupo 111 - Caramujos ndo infectados e analisados apds 48 horas da exposi¢do luminosa;
Grupo V- Caramujos expostos aos miracidios de S. mansoni e analisados ap6s 48 horas da
exposicdo luminosa.
2.3 Obtencao de miracidios: Fezes de camundongos (Mus musculus) previamente infectados
pela cepa LE de S. mansoni, foram cedidas pelo Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami-
UFPE para a realizacdo da técnica de sedimentacdo espontanea. As fezes foram maceradas
suavemente em agua destilada e peneiradas para um calice de sedimentacdo. Este material foi
lavado com agua destilada até que o sobrenadante estivesse limpido, fazendo com que todos
os sedimentos fossem retirados. Na dltima lavagem o material foi deixado em repouso
overnight, protegido da luz a uma temperatura em torno de 8-10°C. No dia seguinte o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento que continha os ovos do parasita, exposto a luz
artificial pelo periodo de uma hora para a eclosdo dos miracidios. Os miracidios obtidos foram
contados e uma média da quantidade de miracidios por mL de agua foi mensurada.
2.4 Exposicédo dos caramujos: Cada caramujo foi colocado individualmente em contato com
10 miracidios dispersos na agua. O sistema caramujo + miracidio foi exposto a luz artificial
para induzir a infeccdo por um periodo de 1 hora. Os caramujos do grupo controle também
foram expostos a luz artificial, entretanto a 4gua estava livre de miracidios.
2.5 Coleta de hemolinfa para analises imunologicas. A concha dos animais foram limpas
com alcool a 70% e seca em papel absorvente. Uma pequena ruptura na concha foi dada
proxima a cavidade pericardica, onde a hemolinfa foi coletada. Um pedaco de papel filtro
triangular foi colocado nesta abertura para absor¢do da agua ainda existente dentro da concha
afim de que ndo contaminasse a amostra. Utilizando uma agulha de insulina um pequeno corte
foi dado na cavidade pericardica e com ajuda de uma micropipeta de ponteiras previamente
siliconizadas, a hemolinfa foi coletada nas proporcfes para cada andlise. Cada animal foi

analisado individualmente.

72



2.5.1 Contagem total e diferencial de hemacitos. Uma aliquota de 10 uL de hemolinfa por
individuo foi adicionada a 10 pL de solugdo tampéo fosfato de sddio (PBS) 0,1M. Apos a
mistura, as amostras foram levadas a cAmara de Neubauer e em seguida a contagem foi
realizada em microscopio oOptico de luz (objetiva 40 x) e 0 numero total de hemdcitos por
microlitro de hemolinfa foi determinado. Para a contagem diferencial (porcentagem) uma
mesma aliquota dessa amostra foi transferida para laminas, apds a secagem, coradas com
giemsa e analisados em microscopio optico de luz, onde foram contadas 100 células para cada
individuo. Para cada grupo experimental foram analisados cinco caramujos individualmente e
0 numero total de células ou a proporcdo de cada tipo celular foram expressos por média
aritmética.

2.5.2 Atividade da Fenoloxidase. Amostras de 100uL de hemolinfa por caramujo/tratamento
foram diluidas em 200uL de tampéo fosfato de sddio a 0,1M e mantidas a -20°C até serem
utilizados. Triplicatas de 50uL da mistura hemolinfa/tampdo foram transferidas para
microplacas de 96 pocos. Ativacdo da enzima foi realizada utilizando 50uL de L-DOPA (L-
dihidroxifenilalanina) 4g/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Absorbancia foi obtida a
492 nm durante 2h. A atividade enzimatica foi obtida nos primeiros 20 minutos da avaliacéo.
2.5.3 Dosagem de Oxido Nitrico. Para a produgdo de 6xido nitrico, utilizou-se 50uL de
hemolinfa por caramujo adicionando 70uL de sufanilamida. Cinco repeti¢cdes foram utilizadas
por tratamento. As concentracdes de NO™ foram obtidas ap6s 5 minutos de incubagdo &
temperatura ambiente da mistura de 50uL de cada amostra e 50uL de NEED
(dicloridratonaphtyletileneamine) a 1% (Faraldo et al. 2006). A producédo de 6xido nitrico na
hemolinfa dos caramujos foi determinada com o uso do reagente de Griess (Green et al.
1981), com leitura da absorbancia realizada em leitora de microplacas ELx800TM (Biotek
Instruments Inc) com filtro de 540nm e do programa Gen5 ELISA (Biotek®). A curva padrdo
foi realizada com concentragdes crescentes de nitrito de sodio 0.8-200 mm. A quantidade de
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nitrito nas amostras foi correlacionada com valores de absorbancia obtidos a partir da curva
padréo.

2.5.4 Proteinas totais. A concentracdo de proteinas totais foi obtida em triplicada através do
reagente Bradford (Bradford 1976). Aliquotas de 50uL de hemolinfa/caramujo (n=10) por
grupo foram diluidas em 200uL de tampdo fosfato de sodio a 0,1M e transferidas para
microplacas de 96 pocos, adicionando-se em cada po¢co 100uL de reagente de Bradford.
Absorbancia foi medida em 595nm com leitora de microplacas (ELx800 - Biotek®) apés 15
minutos de incubagdo em temperatura ambiente. A curva padrdo de proteina foi determinada
utilizando soro albumina bovina (BSA).

2.5.5 Imunohistoquimica pelo TNF-a. Para analise imunohistoquimica, estiragos de
hemolinfa foram utilizados. A recuperacgdo antigénica foi realizada através de uma solugéo de
tampé&o citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase
endogena foi inibida através de uma solucdo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A
reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo das laminas em
PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora.
Subsequentemente, as ldaminas foram tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos.
A reacdo antigeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom apos aplicagédo
de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contracorados com hematoxilina.

2.6 Andlise histoldgica. Apds a coleta de hemolinfa, os caramujos foram dissecados para
coleta do pé. Para isso utilizou-se bisturi, pinca de ponta fina e uma tesoura. Em seguida o
material foi fixado em formol tamponado e depois transferido para alcool a 70% até a
inclusdo em parafina histologica. Para isto, os materiais foram desidratados em alcool etilico
(concentragbes crescentes), diafanizado pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina

histoldgica. Os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado
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para 5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente untadas com
albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24 horas,
para secagem e colagem. Os cortes obtidos foram corados pela técnica de Hematoxilina-
Eosina (H.E) e analisados em microscopio Optico de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e
fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.

2.7 Andlise estatistica. As médias dos dados obtidos em todas as analises foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA), comparados pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) de

probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1 Contagem total e diferencial de hemacitos e sua classificacéo

A andlise estatistica mostrou um aumento significativo entre o numero total de
hemacitos entre 0s grupos controles e expostos 24 e 48 horas. Contudo, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos expostos em relagcdo ao tempo (Fig.1).

Foram identificados na hemolinfa do caramujo P. lineata trés tipos celulares:
agranulécitos, granulocitos e hialindcitos. Os agranuldcitos representaram aproximadamente
45% entre as células, os hialindcitos 50% e os granuldcitos sendo o tipo celular mais escasso,
com apenas 5% do total. Os agranulocitos séo células pequenas e redondas com um nucleo
grande quase ocupando toda a célula, o citoplasma restringe a uma pequena area ao redor do
nucleo (Fig. 2A), alguns estavam em processo final de divisdo celular (Fig. 2B). Os
hialinocitos apresentaram perfil polimdrfico, com o nucleo localizado em uma posigéo central
ou deslocado, de tamanho variavel (Fig. 2D). Os granuldcitos sdo células polimorficas,

preenchidas com um numero variavel de granulos bem visiveis (setas curtas) localizados na
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periferia ou no centro da célula e com o nucléolo aparente (Fig. 2C). Esses tipos celulares nao
apresentaram alteracdes morfologicas em decorréncia dos tratamentos.

Na contagem de agranuldcitos e hialindcitos, houve uma diferenca significativa entre os
grupos controle e expostos nos dois tempos apos exposicdo, demonstrando uma diminuigéo
de quase 30% no numero destes tipos celulares nos grupos expostos 24h e 48h (Figs. 3 e 4).
Entretanto, para os granuldcitos, constatou-se um aumento significativo de aproximadamente
seis vezes, deste tipo celular nos grupos expostos em relagdo ao grupo controle de ambos os
tempos apds a exposicdo. Porém, ndo foi visto diferenca significativa se comparado os dois

grupos de exposicao em relacdo ao mesmo tipo celular (Fig. 5).

3.2 Atividade da Fenoloxidase

A atividade da enzima fenoloxidase demonstrou um aumento significativo entre os
grupos expostos 24h e 48h quando comparados com 0s respectivos grupos controle. No
entanto, 0 grupo exposto 48h apresentou uma atividade desta enzima significativamente maior

em relacdo ao grupo exposto 24h (Fig. 6).

3.3 Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem do oxido nitrico apresentou uma diminuicdo significativa entre 0s grupos
expostos 24h e 48h quando comparados com 0s respectivos grupos controle. No entanto, o
grupo exposto 24h apresentou uma dosagem desta substancia significativamente menor em

relacdo ao grupo exposto 48h (Fig. 7).

3.4 Proteinas totais
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A concentracdo de proteinas totais na hemolinfa do caramujo P. lineata apresentou uma
aumento significativo entre os grupos expostos 24h e 48h quando comparados com 0s

respectivos grupos controle (Fig. 8).

3.5 Imunohistoquimica

A anélise imunohistoquimica da expressdo do TNF-a nos hemocitos dos caramujos dos
grupos controles revelou marcacdo positiva nos agranulécitos e granulécitos (Fig. 9 A e B).
Essa marcacdo se intensificou nos grupos expostos ao S. mansoni tanto ap6s 24h (Fig. 9 D e
E) quanto apds 48 h (Fig. 9 G e H). Os hialindcitos apresentaram fraca marcacdo para todos

0s periodos de avaliacdo independente do tratamento.

3.6 Analise histopatoldgica

O pé dos caramujos dos grupos controles (24 e 48h) apresentou tecido epitelial do tipo
simples colunar ciliado, com a presenca de células caliciformes (Fig. 10 A). Abaixo desse
epitélio, observa-se a presenca do tecido fibromuscular (Tfm) (10 B). No grupo exposto 24h,
o tecido epitelial apresentou-se similar ao dos grupos controles (Fig. 10 C), porém no tecido
fibromuscular observou-se a presenca de varios esporocistos (Fig. 10 D) circundados por
tecido de granulagdo. J& no grupo exposto 48h, o tecido epitelial também nédo apresentou
alteragbes (Fig. 10 E). No tecido fibromuscular ndo se observou mais a presenca dos
esporocistos, entretanto foi evidente a presenca de areas com fibrose acentuada apresentando

pouco tecido de granulagéo (Fig. 10 F).
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Figura 1. Contagem total de hemdcitos em caramujos Pomacea lineata desafiados pelo
Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e 48h. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (h = 5
caramujos/tratamento).
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Figura 2. Imagens dos diferentes tipos de hemacitos classificados para o caramujo Pomacea
lineata (A) agranulécito; (B) agranuldcito em divisdo; (C) granulécito e (D) hialindcitos.
Coloracdo Giemsa, Barras = 10um. Setas curtas — granulos (n=5 caramujos/tratamento).
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Figura 3. Contagem diferencial de agranuldcitos em caramujos Pomacea lineata desafiados
pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e 48h. Letras

diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n = 5
caramujos/tratamento).
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Figura 4. Contagem diferencial de hialindcitos em caramujos Pomacea lineata desafiados
pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e 48h. Letras

diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n = 5
caramujos/tratamento).
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Figura 5. Contagem diferencial de granulécitos em caramujos Pomacea lineata desafiados
pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e 48h. Letras
diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n = 5
caramujos/tratamento).
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Figura 6. Atividade da enzima fenoloxidase na hemolinfa de caramujos Pomacea lineata
desafiados pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e
48h. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n=5
caramujos/tratamento).
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Figura 7. Dosagem de 6xido nitrico na hemolinfa de caramujos Pomacea lineata desafiados
pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e 48h. Letras
diferentes indicam diferengas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n = 5
caramujos/tratamento).

Concentration of total proteins (uL/hemolymph)

Figura 8. Concentracdo de proteinas totais na hemolinfa de caramujos Pomacea lineata
desafiados pelo Schistosoma mansoni dos grupos controle 24h e 48h e grupos expostos 24h e
48h. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) (n=5
caramujos/tratamento).
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Figura 9. Imunohistoquimica para 0 TNF-a nos hemocitos presentes na hemolinfa de
caramujos Pomacea lineata. A, B e C - agranuldcito, granuldcito e hialindcito (controle); D, E
e F - agranuldcito, granuldcito e hialindcito (24h ap6s exposicdo ao Schistosoma mansoni) e

G, H e | - agranul6cito, granuldcito e hialindcito (48h apds exposicdo ao Schistosoma
mansoni). Barras = 50pum
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Figura 10. Corte histolégico do musculo pedal (pé) dos caramujos dos grupos experimentais.
(A-B) controle 24 h; (C-D) expostos 24 h e (E-F) expostos 48 h. asteriscos - tecido epitelial,
Tfm - tecido fibromuscular, setas - esporocistos, Detalhe - esporocisto circundado por tecido
de granulacdo. Ponta de seta - area com fibrose acentuada e tecido de granulacdo. Coloracao

H.E. Barras = 10pum.
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4. DISCUSSAO

Nos gastropodes, a defesa imune celular tem os hemdcitos como protagonista bem
preparado para a debelacdo de microrganismos. Infecgdes no B. glabrata indicaram também
um aumento destas células com 24 h ap6s a exposi¢cdo a mesma carga parasitaria de S.
mansoni, porém este nimero decaiu até chegar em 72 h (Allegretti et al.,, 2009). Em
contrapartida, Oliveira et al. (2010b) trabalhando com caramujos B. tenagophila susceptiveis
no tempo de 24 horas apds a infecgdo ndo encontrou diferenca significativa para o nimero
total de células.

De acordo com Simdes (2011), a contagem total dessas células pode ser alterada durante
infeccOes e/ou estresses de origem ambiental. No presente estudo, as alteracfes observadas
nos grupos desafiados 24h e 48h com o aumento significativo do nimero total de hemaocitos
em relacdo ao grupo controle, sugerem que os hemdcitos estdo envolvidos na defesa celular
do P. lineata contra S. mansoni. A especificidade na relagdo entre parasito e hospedeiro
sugere complexos mecanismos adaptativos. O sistema imune dos moluscos é de grande
importancia neste processo de interagdo Trematoda-caramujo, pois serd ele que dard o
desfecho de toda a infeccdo, podendo beneficiar o parasita ou 0 molusco. Ha algumas décadas
atras ndo se conhecia, como hoje, os mecanismos de defesa dos moluscos como sendo um
complexo e especifico mecanismos pronto para ser acionado ao menor sinal de ameaca. Estes
mecanismos envolvem ao mesmo tempo respostas mediadas por fatores dissolvidos na
hemolinfa e por hemacitos (Neves et al., 2005).

Sabe-se que os hemacitos séo divididos em subpopulacbes, e que estas, apresentam
nomenclaturas diferentes dependendo da espécie gastropoda estudada. Cavalcanti et al. (2012)
classificaram cinco tipos celulares para B. glabrata e B. straminea: células blasticas,
hialindcitos 1, hialindcitos 11, hialinocitos Il e granulocitos. Oliveira et al. (2010b) apenas

nomearam 0s hialindcitos e granulocitos em B. tenagophila. Enquanto que para e
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Bradybaena similaris e Megalobulimus abbreviatus, as células foram divididas em células
redondas, hialindcitos e granulécitos (Rohr; Amato 2014). Para Pila globosa, Mahilini;
Rajendran (2008) nomearam estas células de agranuldcitos, granuldcitos | (progranulécitos) e
granuldcitos 11, e granuldcitos 111, E Ray et al. (2012) para esta mesma espécie classificaram
em agranulécitos, semigranulécitos e granulécitos.

Na espécie do género Pomacea ja foram descritas em P. canaliculata por Shozawa;
Suto (1990) como células ndo granulares, células com granulos eletroluscente, e células com
granulos eletrodensos, enquanto Cueto et al. (2013; 2015) relataram agranuldcitos,
hialindcitos e granuldcitos, como observado, neste trabalho, pela primeira vez em P. lineata.

Em P. lineata, os granul6citos apresentaram um aumento significativo de

aproximadamente seis vezes apds a infeccdo ao S. mansoni nos tempos de 24 h e 48 h,
enquanto que os hialindcitos e os agranulécitos diminuiram significativamente. Em B.
tenagophila e B. straminea observou-se apenas uma diferenca significativa dos granuldcitos
com 2 h de infecgdo (Oliveira et al., 2010a; Cavalcanti et al., 2012). No entanto, Allegretti et
al. (2009) em B. glabrata predominaram os hialindcitos, nos grupos infectados. Com esses
achados podemos inferir que em P. lineata os granuldcitos possuem um maior papel na defesa
imune desses animais, e que cada espécie pode reagir de forma diferente ao S. mansoni.

Quando expostos a agentes externos, em outros invertebrados, 0 aumento do numero de
granuldcitos ja foi indicado por alguns autores como uma situacao de diviséo e diferenciagédo
das células blasticas (ou agranuldcitos) em outros tipos celulares (Barraco et al., 1993;
Brayner et al., 2005, 2007). Esta reducdo na contagem de agranuldcitos do presente estudo
pode ser assim explicada, pelo fato de essas células serem consideradas como células imaturas
(Hine 1999) e que apos a infeccdo provavelmente diferenciaram-se em granuldcitos para uma

maior defesa do organismo.
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Os hemdcitos sozinhos ndo desempenham um papel completo e eficaz na imunidade
dos invertebrados. Além de participarem dos processos de fagocitose, nodulacdo e
encapsulacdo dos parasitos, eles precisam produzir uma série de compostos para eliminar o
mais rapido possivel o agente infeccioso (Martin et al., 2007; Galinier et al., 2013; Coustau et
al., 2015). Um desses compostos € a fenoloxidase, uma enzima que parece estar envolvida no
sistema imune de varios invertebrados no processo de melanizacdo (Ratcliffe et al., 1985;
Chen et al., 1995; Cerenius; Soderhéll 2004), inclusive em gastropodes.

Mattos (2011) estudando caramujos resistentes e suscetiveis de B. tenagophila
observou uma atividade significativamente maior da fenoloxidase na presenca do esporocisto
priméario de S. mansoni do que na auséncia do parasito. Porém, em espécies de B. glabrata e
B. straminea esta enzima parece ndo ter uma funcéo chave na defesa desses caramujos contra
o trematddeo S. mansoni logo apos a infec¢do (Melo 2015). Em nosso estudo, a variacdo de
sua atividade, foi significativamente maior em P. lineata expostos apds 48 h ao S. mansoni,
apesar de também ja ter apresentado uma atividade maior ap6s o periodo de 24h em relacéo
ao controle, sugerindo um aumento proporcional ao tempo de infec¢do garantindo por mais
tempo 0 combate ao trematddeo.

Outra resposta imunologica humoral é a producao de espécies reativas de nitrogénio, o
oxido nitrico (NO). Mecanismos de destruicdo dependentes de oxigénio nos moluscos, tais
como B. glabrata séo conhecidos por desempenhar um papel crucial na morte de esporocistos
de S. mansoni (Hahn et al., 2000; 2001; 2001b Zahoor et al., 2009). Contudo, este fato nao foi
observado na hemolinfa de P. lineata, visto que 0s niveis séricos desta substancia nos
caramujos expostos foi significativamente menor quando comparados com 0S respectivos
controles de 24h e 48h ap0s a exposicdo ao S. mansoni, entretanto nos animais expostos 48 h
apresentou um aumento significativo desta concentracdo de NO em relacdo aos expostos 24h.

Podendo assim inferir que, diferentemente do B. glabrata, o NO parece nédo ter um papel
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crucial na defesa dos P. lineata frente ao parasita e que este composto sO6 comeca a ser
produzido com mais intensidade com o passar do tempo.

Vargas-Albores et al., (2001) preservam a ideia de que a defesa humoral dos moluscos é
representada principalmente por proteinas plasmaticas presentes na hemolinfa. Em P.
canaliculata, Lingpeng et al. (2011) dosaram as proteinas totais nestes caramujos apos um
ensaio toxicolégico com glicosideos de Nerium indicum buscando respostas imunes a esta
planta e concluiram que o conteido de proteina total ndo foi afetada no final de 24 e 48 h
seguido por uma significativa deplecdo no fim de 72 e 96 h. Zelck et al. (1995) quantificaram
as proteinas em B. glabrata em diferentes tempos (12, 24, 48 e 72h) ap0s a exposi¢do ao S.
mansoni e ndo houve diferencas significativas.

Tunholi et al. (2011) em estudo com o B. glabrata, avaliaram as proteinas totais da
hemolinfa mesmo apods algumas semanas pos-exposi¢cdo a outro trematddeo, o Echinostoma
paraensei, € ndo constatou aumento na concentracdo dessas macromoléculas, fato este, que
também ocorreu com a espécie B. tenagophila (cepa Cabo Frio) frente ao S. mansoni
(Oliveira 2015). Portela-Junior (2016) analisou o B. straminea e observou um aumento
significativo da quantidade de proteinas extraidas de sua hemolinfa.

Em nossos achados, a concentracdo de proteinas totais foi significativamente maior nos
grupos expostos aos miracidios em relacdo aos respectivos controles e também néo foi
observada diferenca entre 0s grupos expostos em relacdo ao tempo. Um estudo in vitro
realizado por Santos & Rodrigues (2006) mostrou que a exposicdo de miracidios a fase
soltvel da hemolinfa resultou na morte de 100% dessas larvas, confirmando assim que a
hemolinfa possui compostos capazes de reagir contra patdgenos. De acordo com o0s estudos
mencionados em caramujos do género Biomphalaria, infere-se que a quantidade de proteinas
totais tende a diminuir nas especies susceptiveis, no caso o B. glabrata e B. tenagophila, e que

em espécies menos susceptiveis como B. straminea, a tendéncia das proteinas € aumentar
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significativamente. Assim, de acordo com este imunopramentro, a espécie P. lineata se
encaixaria como sendo menos susceptivel ao S. mansoni, embora sabe-se que a
susceptibilidade de um caramujo ao S. mansoni depende em grande parte de fatores genéticos
(Newton 1952, 1953; Richards 1970, 1977).

De Zoysa et al. (2009) em um ensaio com Haliotis discus discus frente a uma infeccao
com trés bactérias patogénicas, detectaram em um primeiro relato a presenca de um membro
ligado a superfamilia do TNF alfa em moluscos. Os resultados deste estudo indicaram que
TNF alfa pode responder a infeccdo patogénica e desempenhar um papel importante no
sistema imunologico do H. discus discus. Apesar da homologia desta molécula com TNF-a
humano, seu papel na regulacdo da resposta funcional e na relagdo parasito-hospedeiro ainda
ndo foi esclarecido. Na presente pesquisa, houve uma expressdo maior do TNF-a nos
agranulécitos e granulécitos da hemolinfa de P. lineata com o passar do tempo pds exposi¢do
em relacdo ao grupo controle. Sugerindo assim, uma participacdo deste fator na resposta
imune humoral dos caramujos ao S. mansoni. Apesar das proteinas pré-inflamatérias, como o
TNF alfa, ja terem sido identificadas em moluscos e apresentarem semelhangas funcionais
com citocinas de vertebrados, ainda é imaturo afirmar o grau de homologia entre as proteinas
de moluscos com citocinas de vertebrados, pois estudos mais detalhados precisam ser
estabelecidos.

A histopatologia do mdusculo pedal do P. lineata revelou resultados semelhantes
encontrados por Nacif-Pimenta et al. (2012) em um estudo com linhagens susceptiveis e
resistentes de B. tenagophila frente a infeccdo ao S. mansoni, quanto a presenca dos
esporocistos sempre no tecido fibromuscular. Outros estudos histoldgicos realizados com
diferentes estirpes de B. glabrata ou B. tenagophila infectados, mostraram que nos moluscos
altamente suscetiveis existem esporocistos e cercarias em abundancia no tecido do

hospedeiro, e uma absoluta falta inicial de reacdo celular ao redor do parasita. (Guaraldo et
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al., 1981, Sullivan; Richards 1981, Souza et al., 1995, 1997). Esses dados corroboram em
parte com 0s nossos achados histopatoldgicos do pé de P. lineata frente ao parasita S.
mansoni, revelando uma quantidade de esporocistos encistados no tecido fibromuscular com a
presenca de infiltrado hemocitario, nos caramujos avaliados 24h ap0s exposi¢do a S. mansoni.
Entretanto nos caramujos avaliados apos 48h de exposicdo ndo foram observados nos locais
de esporocistos intensa fibrose, além da reducdo do infiltrado hemocitario, sugerindo um

processo de inicial de cicatrizacdo para remodelacédo do tecido fibromuscular.

5. CONCLUSAO

Diante do exposto podemos afirmar que P. lineata desenvolve uma série de estratégias
imunoldgicas com uma atividade maior da enzima fenoloxidase e também com o aumento da
producdo de proteinas totais e do nimero total de hemacitos, destacando-se o tipo celular dos
granuldcitos, assim como uma maior expressdo da citocina TNF alfa nos caramujos expostos
ao S. mansoni. Além disso, reacdo a nivel tecidual no momento da penetracdo do miracidio
com a formacdo de esporocistos no tecido fibromuscular do pé ap6s 24 horas da exposicéo,
ndo observado ap6s 48h da infeccdo. Assim, podemos concluir que estes mecanismos

imunologicos e histologicos conferem ao P. lineata resisténcia a infeccéo pelo S. mansoni.
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RESUMO

A literatura relata vérios estudos ultraestruturais de hemdcitos envolvendo os caramujos
hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni, entretanto, ndo ha estudos dessa
natureza para caramujos que coabitam no mesmo ambiente destes hospedeiros, como por
exemplo, Pomacea lineata, um controlador bioldgico do Biomphalaria glabrata e, portanto,
um possivel hospedeiro para a esquistossomose. Assim, 0 objetivo deste estudo é analisar pela
primeira vez a ultraestrutura dos hemacitos circulantes de P. lineata, bem como verificar se
ha alteracGes ultraestruturais destas células quando os caramujos sdo expostos ao parasita S.
mansoni. Foram formados os seguintes grupos: I- Caramujos ndo infectados; Il1- Caramujos
expostos aos miracidios de S. mansoni; Il - Caramujos ndo infectados e 1V- Caramujos
expostos aos miracidios de S. mansoni . A analise foi realizada 24 e 48h pds-infeccdo. Foram
identificados trés tipos celulares: agranulécitos, hialinocitos e granulécitos. 24 e 48h pos-
infeccdo apenas os agranuldcitos e granuldcitos apresentaram alteracGes ultraestruturais que
variaram de intensidade, sendo, no entanto, mais efetiva com 24h, principalmente pela
visualizacdo de vacuolos fagociticos nos granuldcitos. Isto sugere um investimento maior da
imunidade celular em P. lineata nas primeiras 24h da infeccdo, o que pode conferir a esta

espécie uma maior resisténcia ao platelminto.

PALAVRAS-CHAVE: miracidio, hemdcitos, ultraestrutura, Pomacea lineata, Schistosoma.
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ABSTRACT

The literature reports several ultrastructural studies of hemocytes involving Schistosoma
mansoni intermediate host snails, however, there are no studies of this nature for snails that
cohabit in the same environment of these hosts, such as Pomacea lineata, a biological
controller of Biomphalaria glabrata and, therefore, a possible host for schistosomiasis. Thus,
the objective of this study is to analyze for the first time the ultrastructure of the circulating
hemocytes of P. lineata, as well as to verify if there are ultrastructural alterations of these
cells when the snails are exposed to the S. mansoni parasite. The following groups were
formed: I- Uninfected snails; Il - Snails exposed to the miracidia of S. mansoni; Il -
Uninfected snails and IV - Snails exposed to the miracidia of S. mansoni. The analysis was
performed 24 and 48h after infection. Three cell types were identified: agranulocytes,
hyalinocytes and granulocytes. 24 and 48h post-infection only the agranulocytes and
granulocytes presented ultrastructural alterations that varied in intensity, being, however,
more effective with 24 h, mainly due to the visualization of phagocytic vacuoles in the
granulocytes. This suggests a greater investment of cellular immunity in P. lineata in the first

24h of the infection, which may give to this species a greater resistance to platyhelminth.

KEYWORDS: miracidium, hemocytes, ultrastructure, Pomacea lineata, Schistosoma.
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1. INTRODUCAO

Os hemocitos sdo células que circulam livremente na hemolinfa e também nos tecidos
dos gastropodes, pois estes animais dispéem de um sistema vascular aberto, ou seja, a
hemolinfa circula fora de vasos (Cheng et al. 1981, Jeong et al. 1983, Loker 2010). Embora
estudados desde a década de 1970, os hemadcitos nos moluscos compreendem populacfes
morfolégicas e funcionalmente heterogéneas, e sua identificacdo e caracterizacdo ainda ndo
sdo bem compreendidas (Wang et al. 2017).

Estas células participam ativamente da defesa inata de caramujos contra patdgenos
interagindo com fatores humorais encontrados na hemolinfa. Os hemdcitos sdo responsaveis
pelo encapsulamento, fagocitose e liberagdo de uma grande diversidade de moléculas
citotoxicas (Bezerra et al. 1999, Vargas-Albores & Barraco 2001, Gonzalez-Santoyo &
Cordoba-Aguilar 2011), que contribui para que uma resposta imune mais complexa seja
desencadeada para atuar na defesa desses organismos aos mais variados agentes patogénicos
(Cerenius & Soderhéall 2013).

Alguns estudos tém procurado mostrar aspectos morfoldgicos e ultraestruturais dessas
células com base em estudos citoquimicos em animais ndo parasitados (Faulk et al. 1973,
Sapp & Loker 2000b), outros trabalhos tém estudado in vitro a morfologia celular no
momento do processo de encapsulamento do parasita (Hohl 1965, Rifkin et al. 1969, Loker et
al. 1982, Van Der Knaap & Loker 1990, Sapp & Loker 2000b) e em outros, também ha o
estudo de algumas substancias que podem ajudar a preservar o citoesqueleto a fim de facilitar
a caracterizacdo ultraestrutural dos hemacitos (Santos & Diniz 2009). Recentemente, uma
espéecie do género Pomacea, o P. canaliculata, teve os seus hemocitos caracterizados pela
microscopia eletrénica com mais énfase em suas organelas e nos granulos presentes em
algumas destas células, assim como a sua capacidade fagocitica quando expostos a fungos e
bactérias (Cueto et al. 2015).

O caramujo Pomacea lineata Spix, 1827 é encontrado no continente Sul-americano,
destacando a regido Nordeste do Brasil em ambientes dulcicolas, como margens dos rios,
riachos, lagos e pantanos de aguas calmas (Guimaraes 1981, Thiengo 1995). Por possuirem
um ciclo de vida longo, serem de tamanho grande, apresentarem pouca mobilidade e alta
sensibilidade a diferentes concentragdes de poluentes no meio, espécimes de P. lineata sdo
bem estudadas como bioindicadores (Melo et al. 2000, Marques & Barbosa 2001, Coler et al.
2005). Cimerman e Cimerman (2005) destaca a importancia desta espécie como controladores
bioldgicos naturais do Biomphalaria glabrata (Say, 1818), visto que estes animais partilnam
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do mesmo ambiente que este hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni Sambon,
1907, platelminto responsavel pela esquistossomose (Ferreira et al. 2003).

Ha varios estudos ultraestruturais de hemacitos envolvendo os caramujos infectados
com S. mansoni, entretanto, ndo ha estudos que relatem alteracGes ultraestruturais nos
hemdcitos de P. lineata, pois por partilhar 0 mesmo ambiente com 0s hospedeiros
intermediérios do S. mansoni, sdo passiveis de infeccdo pelo platelminto. Assim, o objetivo
deste estudo foi analisar pela primeira vez se ha alteragdes na ultraestrutura dos hemdcitos de

P. lineata, quando sdo expostos ao parasita S. mansoni.

2. MATERIAIS E METODOS

Obtencdo de P. lineata. P. lineata foram provenientes de um criadouro comercial e
posteriormente transferidos para o Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal
(LECA — UFRPE), onde passaram por um periodo de aclimatacdo em aquario com agua sem
cloro, com aeracdo artificial e filtros de limpeza, em temperatura ambiente (26 + 1° C). A
geracdo F1 desses caramujos foi utilizada neste estudo. Os animais foram alimentados com
folhas de alface (Lactuca sativa) a vontade, previamente higienizadas e racdo para peixes. A
agua do aquario foi reciclada semanalmente, tendo sempre o pH em torno de 7,0 controlado
pela utilizacdo de hidroxido de sodio. A &gua também era enriquecida com carbonato de
calcio. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA —
UFRPE) pela licenca N° 48/2016.

Grupos experimentais. Foram formados quatro grupos com 5 animais cada:

Grupo I- Caramujos ndo infectados e analisados ap6s 24 horas da exposi¢do luminosa;
Grupo Il - Caramujos expostos aos miracidios de S. mansoni e analisados ap6s 24 horas da
exposicao luminosa;

Grupo 111 - Caramujos ndo infectados e analisados ap0s 48 horas da exposi¢do luminosa;
Grupo IV- Caramujos expostos aos miracidios de S. mansoni e analisados ap6s 48 horas da

exposicao luminosa.

Obtencdo dos miracidios. Fezes de camundongos (Mus musculus) previamente infectados
pela cepa LE de S. mansoni, foram cedidas pelo Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami-

UFPE para a realizacdo da técnica de sedimentacdo espontanea. As fezes foram maceradas
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suavemente em agua destilada e peneiradas para um célice de sedimentacdo. Este material foi
lavado com &gua destilada até que o sobrenadante estivesse limpido, fazendo com que todos
os sedimentos fossem retirados. Na ultima lavagem o material era deixado em repouso
overnight, protegido da luz a uma temperatura em torno de 8-10 °C. No dia seguinte o
sobrenadante era desprezado e o sedimento que continha os ovos do parasita, exposto a luz
artificial pelo periodo de uma hora para a eclosdo dos miracidios.

Exposicdo dos caramujos. Cada caramujo foi colocado individualmente em contato com 10
miracidios dispersos na adgua. O sistema “caramujo + miracidio” foi exposto a luz artificial
para induzir a infeccdo por um periodo de 1 hora. Os caramujos do grupo controle também

foram expostos a luz artificial, entretanto sem exposicdo aos miracidios.

Coleta da hemolinfa. A concha dos animais foi limpa com alcool a 70% e secada com papel
absorvente. Uma pequena ruptura na concha foi dada préxima a cavidade pericardica, onde a
hemolinfa foi coletada. Um pedaco de papel filtro triangular foi colocado nesta abertura para
absorcéo da dgua ainda existente dentro da concha afim de que ndo contaminasse a amostra.
Utilizando uma agulha de insulina um pequeno corte foi dado na cavidade pericardica e com
ajuda de uma micropipeta de ponteiras previamente siliconizadas a hemolinfa foi coletada em

pools e distribuida em microtubos por grupo, resultando em quatro amostras (uma para cada
grupo).

Microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Um pool de cada amostra foi coletada e
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e acrescentado o
fixador glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4%, depois guardado em tampo cacodilato de
sodio a temperatura de 8-10°C, até a sua utilizacdo. Foi realizada trés lavagens com o tampdao
cacodilato de sodio 0,1M, p.H 7.2 e centrifugadas a 3000 rpm/3min. Em seguida houve a pés-
fixacdo pela solugdo do Tetroxido de Osmio (0sO4) a 1% e novamente trés lavagens com o
mesmo tamp&do. Para desidratacdo foi utilizada acetona em concentrag0es crescentes.
Posteriormente, foi realizada a infiltracdo em mistura de acetona e resina Epon- 812. A
incluséo foi realizada no mesmo meio e mantida em estufa a 60 °C, durante 72 horas para a
polimerizacgéo da resina. Os blocos obtidos foram aparados e secionados em ultramicrétomo
PORTER-BLUM MT-1 com a utilizagdo de facas de vidro feitas em um “knife-maker” LKB,
modelo 7800-B, m. Depois, esses cortes foram corados por uma mistura de partes iguais de
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AZUR Il a 1% em &gua destilada e azul de metileno a 1% em borax a 1%. A coloragdo se
processou a quente. As laminas foram lavadas em agua, secas e, a seguir, examinadas em
microscopio comum marca OLYMPUS BX-50. Depois de selecionada a area a ser estudada,
0s blocos foram retrimados e os cortes ultrafinos realizados na espessura de 40 a 80 nm, com
a utilizacdo de navalha de diamante. Os cortes obtidos foram colhidos em telas de 300 malhas
e corados pela solucéo alcodlica de acetato de uranila a 4% por 30 minutos e tratamento final
com citrato de chumbo, durante 8 minutos em cada uma delas. Apos esses procedimentos, as
telas foram levadas ao Microscopio Eletrdnico de Transmissdo, onde foram obtidas as

eletromicrografias.

3. RESULTADOS

A analise ultraestrutural dos hemdcitos de P. lineata do grupo controle, tanto com 24 e
48h, apresentaram caracteristicas semelhantes, onde os agranuldcitos mostraram nucleo
volumoso bastante eucromatico sem nucléolo evidente, no citoplasma evidenciou-se reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, ribossomos dispersos e vacuolos (Fig. 1A-B). Os
hialindcitos apresentaram projecdes citoplasmaticas, ndcleo pequeno eucromatico e
citoplasma com reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos dispersos e vacuolos (Fig. 1C-
D). Nos granulécitos observaram-se também projecdes citoplasmaticas, nlcleo excéntrico e
pequeno, numerosos granulos citoplasmaticos eletroluscentes de formato alongado no
citoplasma, além de reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido, ribossomos e mitocondrias
(Fig. 1E-F).

Apbs 24 h da infeccdo os agranulécitos apresentaram projecoes citoplasmaticas e maior
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso e dos vacutolos, alem de mitocondrias
bem desenvolvidas (Fig. 2A-B). J& os hialindcitos ndo apresentaram alteragdes ultraestruturais
significativas em relacdo aos animais do grupo controle para 0 mesmo periodo de avaliagéo
(Fig. 2C-D). Entretanto, os granuldcitos apresentaram aumento no volume do nucleo,
projecdes citoplasmaticas maiores, granulos citoplasmaticos menores e mais numerosos, além
de varias vesiculas fagociticas (Fig. 2E-F).

Nos animais analisados 48 h apds a infeccdo verificou-se que os agranuldcitos ainda
apresentavam reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e vacuolos maiores (Fig. 3A-
B). Os hialindcitos mais uma vez ndo apresentaram alteracfes ultraestruturais (Fig. 3C-D).
Com relacdo aos granuldcitos ndo foram observados vesiculas fagociticas, porém, houve um

aumento na quantidade de granulos citoplasmaticos (Fig. 3E-F).
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Figura 1. Eletromicrografia dos hemocitos de P. lineata do grupo controle. (A-B)
Agranuldcito; (C-D) Hialindcito e (D-E) Granulécito. (N - nicleo; seta longa - reticulo
endoplasmatico rugoso; seta curta - vacuolos; m - mitocdndria; g - granulos; ponta de seta —
prolongamentos).
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Figura 2. Eletromicrografia dos hemdcitos de P. lineata 24 h pos-infec¢do pelo S. mansoni.
(A-B) Agranulécito; (C-D) Hialindcito e (D-E) Granulécito. (N - nlcleo; seta longa - reticulo
endoplasmatico rugoso; seta curta - vacuolos; m - mitocéndria; g - granulos; ponta de seta -
prolongamentos; asteriscos - vesiculas fagociticas).
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Figura 3. Eletromicrografia dos hemdcitos de P. lineata 48 h pos-infec¢do pelo S. mansoni.
(A-B) Agranulécito; (C-D) Hialindcito e (D-E) Granulécito. (N - nlcleo; seta longa - reticulo
endoplasmatico rugoso; seta curta - vacuolos; m - mitocdndria; g - granulos; ponta de seta —
prolongamentos).
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4. DISCUSSAO

Sabe-se que 0s hemdcitos sdo as células responsaveis pelo sistema imune dos
gastropodes e que desempenham papel fundamental para determinar a susceptibilidade ou
resisténcia do caramujo a uma infeccdo (Souza et al. 1995, Yoshino et al. 2001, Martins-
Souza et al. 2003, Donaghy et al. 2010). A caracterizacao destas células é bastante explorada
pelas suas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e ultraestruturais em espécies do género
Biomphalaria (Bezerra et al. 1997; Johnston & Yoshino 2001), destacando as espécies de B.
glabrata e B. tenagophila, e também outras espécies de moluscos bivalves (Cheng 1981,
Rasmussen et al. 1985, Hinsch & Hunte 1990, Pipe 1990, Cajaraville & Pal 1995). Assim,
pela primeira vez na literatura descrevemos ultraestruturalmente os hemdcitos do caramujo P.
lineata, expostos e ndo expostos ao S. mansoni.

Nossos resultados sugerem a presenca de trés tipos de células na hemolinfa de P.
lineata: agranuldcitos, hialindcitos e granuldcitos. As caracteristicas ultraestruturais dessas
celulas nos caramujos ndo infectados foram semelhantes as descritas na literatura para B.
glabrata, B. straminea e P. canaliculata (Cavalcanti et al. 2012, Cueto et al. 2015), sugerindo
uma semelhanca entre os géneros Pomacea e Biomphalaria. Entretanto, nos caramujos
infectados verificaram-se alteracdes ultraestruturais apenas nos agranuldcitos e granuldcitos.

As reacdes celulares a infeccdo por helmintos sdo consideradas como um mecanismo de
resisténcia no sistema hospedeiro-parasita (Loker 2010). Assim, a estrutura dos hemacitos e
as peculiaridades da atividade helmincitica sdo ferramentas Uteis para caracterizar o sistema
imunoldgico dos caramujos e definir seus mecanismos de resisténcia ao parasita. Dessa
forma, o maior desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso e dos vacuolos nos
agranulécitos e granuldcitos pode estar associado ao aumento da sintese de peptideos
microbianos e producdo de radicais toxicos (Adema et al. 1997, Mitta et al. 2000a,b, Sapp &
Loker 2000a,b, lijima et al. 2003, Martin et al. 2007). Essas mesmas altera¢fes também foram
observadas nessas células em um estudo ultraestrutural da interacdo, in vitro, entre o0s
hemocitos de B. glabrata e miracidios do S. mansoni (Araque et al. 2003).

O maior desenvolvimento das projecdes citoplasméticas provavelmente ocorre para
envolver o miracidio correspondendo ao estagio inicial do encapsulamento observado
classicamente em tecidos de moluscos infectados (Sapp & Loker 2000a,b). Entretanto,
devemos mencionar que esses prolongamentos sé foram observados nos agranulocitos apds
infeccdo, o que parece indicar que essas células seriam uma subpopulacdo de granuldcitos
hemiciticos tipo Il (Delgado et al. 2001), pois alteragdes morfoldgicas nos granuldcitos
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durante a incubagdo revelaram sua natureza polimorfica o que provavelmente representaram
varias fases na diferenciacdo (Ataev et al. 2016).

Em nosso estudo os hialinGcitos apresentaram projecdes  citoplasmaticas
independentemente da infeccdo, porém ndo apresentaram alteragdes ultraestruturais
significativas. Isso poderia ser explicado pelo fato dessas células, além de apresentarem alta
capacidade para se espalhar e aderir a substratos (Ataev et al. 2016), sdo consideradas uma
condicdo proliferativa ap0s varios estagios de amadurecimento dos granuldcitos (Mix 1976)
ou como células-tronco (blastocitos) devido a sua morfologia e imuno-reatividade com o
anticorpo anti-humano CD34, que identifica células hematopoiéticas em mamiferos (Cima et
al. 2000, Travers et al. 2008, Donaghy et al. 2010).

A presenca de granulos eletroluscentes nos granuldcitos vai de encontro ao relatado na
literatura para outras espécies de caramujo, ou seja, presenca de granulos eletrodensos (Martin
et al. 2007, Travers et al. 2008, Donaghy et al. 2010, Di et al. 2011, Cavalcanti et al. 2012).
No entanto, Shozawa e Suto (1990) relataram a presenca de granulos eletroluscentes e
eletrodensos nos granulécitos de P. canaliculata, o que podemos supor ser uma caracteristica
peculiar do género. A presenca de vacuolos fagociticos nessas células 24 h pos-infec¢do pode
ser devido a sua capacidade de se espalhar pelo substrato e aderir a outras células, além de
possuir maior atividade fagocitica e oxidativa (Sunila & LaBanca 2003, Goedken et al. 2005),
confirmando seu papel principal no processo de encapsular e destruir corpos estranhos (Van
der Knaap & Loker 1990, Loker 2010), pois 48 h pos-infeccdo esses vactolos ndo foram

observados.

5. CONCLUSAO
Os hemdcitos de P. lineata apresentam semelhancas ultraestruturais a outras espécies
de gastropodas, porém quando desafiados por miracidios desencadeiam reacOes
ultraestruturais apenas nos agranuldcitos e granulécitos, sendo mais efetiva neste ultimo tipo,
24 h pos-exposicdo. Isto sugere um investimento maior da imunidade celular em P. lineata
nas primeiras 24 h da infeccdo, o que pode conferir a esta espécie uma maior resisténcia ao

platelminto.
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