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Resumo

Os hemdcitos atuam no sistema de defesa contra organismos invasores,
ajudam a reconhecer o que é préprio e 0 que € ndo proprio no corpo dos
gastropodes. Os hemdcitos sdo originados em um agrupamento de células
especiais (hemocitos primarios), denominadas de tecido hematopoiético. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar, identificar e quantificar os hemdcitos
presentes na hemolinfa de duas espécies de gastropodes (Bradybaena
similaris e Megalobulimus abbreviatus), descrever morfologicamente o 6rgéo
hematopoiético de ambas as espécies, e observar as diferencas existentes
entre 0s gastropodes jovens e adultos. Os gastrépodes utilizados no estudo
eram provenientes dos municipios de Canoas (B. similaris) e de Barra do
Ribeiro (M. abbreviatus), Rio Grande do Sul, e foram mantidos em laboratorio
ao longo do estudo. A coleta da hemolinfa foi realizada diretamente da
cavidade renopericardica; as células foram coradas com Giemsa, o0 que
possibilitou a identificacao de trés tipos celulares (células redondas, hialindcitos
e granulocitos) na hemolinfa de ambas as espécies, em jovens e adultos. As
células em maior numero na hemolinfa foram os hialindcitos, seguidas pelas
células redondas e pelos granuldcitos. A densidade média de células por ml,
sem distincdo de tipo celular foi calculada com o auxilio da camara de
Neubauer, sendo para adultos da espécie M. abbreviatus o valor de 214.000
células/ml, e para os jovens 170.833 células/ml. Para B. similaris os valores
médios foram de 506.000 células/ml em adultos, e 326.667 células/ml em

jovens. Os trés tipos de hemécitos foram medidos, e foi calculada a média para



cada um deles. Foram realizados testes estatisticos (teste D’Agostinho, teste t
de Student e o teste de Mann-Whitney), para observar se existiam diferencas
significativas entre o tamanho dos tipos de hemdcitos (células redondas,
hialindcitos e granuldcitos) entre os individuos jovens e adultos de ambas as
espécies. Os testes demostraram que existia uma diferenca significativa
(p=0,0331) entre o tamanho dos granulécitos de B. similaris, de individuos
jovens e adultos. A identificacdo do tecido hematopoiético foi realizada com
cortes histoldgicos seriados, corados com hematoxilina e eosina. O tecido
estava presente em na regido renopericardica, proximo ao ventriculo e a
auricula, dentro do saco pericardico. Se apresentava, em banda simples de
hemaocitos primarios, sem forma muito definida. A espessura do tecido variou
entre as espécies, de 125 a 138 um para individuos adultos e 70 a 120 um
para jovens de M. abbreviatus, e de 150 a 162 pum para individuos adultos e 50
a 70 um para jovens de B. similaris. Seu aspecto geral do foi bastante
uniforme, como a presenca de hiperplasia no tecido hematopoiético apenas em
adultos de B. similaris. De modo geral, ndo foram observadas muitas
diferencas entre a morfologia dos tipos de hemdcitos e do tecido

hematopoiético de jovens e adultos, de ambas as espécies.
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1. Introducgao

1.1. Mollusca

Mollusca € um filo monofilético muito antigo de invertebrados, que data
antes do Cambriano (Kay 1995; BARKER 2001). Possui cerca de 70.000
espécies fosséis, e 130.000 atuais, mas sua real diversidade pode estar em
torno de 200.000 espécies (HASZPRUNAR et al. 2008). Os moluscos constituem
um grupo muito diverso, na sua morfologia, anatomia, ecologia e fisiologia, por
isso, sua filogenia e classificacdo em nivel superior tem sido controversa desde
0 inicio das investigacdes comparativas (BARKER 2001). Segundo HASZPRUNAR
et al. (2008), Mollusca além de ser importante para os humanos como
alimento, arte, j6ias, pragas e vetores de doencas, também desempenham um
importante papel como organismos modelos na ciéncia, especialmente em
neurobiologia e biologia evolutiva. Além disso, como é praticamente
desconhecido para o grande publico (e para muitos conservacionistas), este
grupo estd entre os mais ameacados pela humanidade (6.183 espécies,
segundo lista vermelha de 2012 elaborada pela IUCN). De acordo com PONDER
& LINDBERG (2008), sdo reconhecidas sete ou oito classes de moluscos
viventes: Aplacophora (que pode ser subdividida em Caudofoveata
(=Chaetodermomorpha) e Solenogastres (=Neomeniomorpha)),
Polyplacophara, Monoplacophora, Bivalvia, Scaphopoda, Cephalopoda e

Gastropoda.



Gastropoda é a maior classe dentro de Mollusca, com 80% das espécies
viventes. A estimativa do nimero total de espécies de gastrépodes vivos é de
pelo menos 40.000 e, talvez mais do que 150.000; com cerca de 13.000
géneros nomeados (BARKER 2001; CHASE 2002). Na classificacdo tradicional,
Gastropoda é subdividida em trés subclasses: Prosobranchia, Opisthobranchia
e Pulmonata (LINDBERG et al. 2004). Os prosobranquios séo representados
pelas lapas, lesmas, moluscos marinhos e de agua doce, e alguns de vida
terrestre. Podem ser encontrados em ambientes extremos, como fontes
hidrotermais (GEIGER et al. 2008; LINDBERG 2008). Os opistobranquios sao
gastrépodes com conchas com forma redonda, lebres do mar e lesmas do mar,
guase todos sao marinhos. Este grupo é composto de aproximadamente 6.000
espécies (WAGELE et al. 2008). Os pulmonados incluem a grande maioria de
caracois e lesmas terrestres, assim como muitos caracois de agua doce e
poucas familias marinhas. Estima-se que existam entre 25.000 e 30.000
espécies de pulmonados (MORDAN & WADE 2008).

Entre os grupos atualmente incluidos em Pulmonata esta
Stylommatophora, que representa cerca de 95% de todas as espécies de
caracoOis e lesmas terrestres (MORDAN & WADE 2008). No grupo dos
estilomatéforos a cavidade do manto é revestida com vasos sanguineos para
as trocas gasosas, e por uma unica passagem estreita, 0 pneumostémio, ha
comunicacdo com o meio externo, que pode fechar ou abrir, se necessario, a
cavidade do manto, reduzindo evaporacdo de agua. Esta caracteristica
capacita os gastropodes a explorar diretamente o ar como fonte de oxigénio
(CHASE 2002). Além disso, este grupo se caracteriza por ter um corpo

tipicamente com cabeca, pé e massa visceral, coberto com um palio ou manto



gue normalmente secreta a concha (ou, mais raramente, espiculas), apesar
deste ter sido perdido em alguns grupos. Ha um pé ventral utilizado na
locomocéao através de ondas musculares ou cilios em combinacdo com muco.
Larvas, trocofora ou véliger, sdo encontradas em muitos tdxons aquaticos, mas
o desenvolvimento direto também é comum (LINDBERG et al. 2004). Os
gastropodes pulmonados estdo adaptados a uma grande variedade de
ambientes (habitats terrestres, marinhos que vdo desde as mais profundas
bacias oceéanicas até o supralitoral, bem como em ecossistemas de agua
doce), apresentando grande diversidade na anatomia interna e externa, no

comportamento e na fisiologia (AKTIPIS et al. 2008).

1.2. Sistema de defesa

Os moluscos possuem um sistema de defesa diferenciado, mas comum
em todo o grupo (BAYNE 1983; KLEIN 1989). O sistema de defesa é capaz de
perceber pequenas diferencas, do que é proprio e o que nao é. Este sistema de
defesa € composto por um mecanismo humoral, que inclui proteinas efetoras,
tais como: peptideos antimicrobianos, fenoloxidase e lisozima. As proteinas
efetoras atuam na primeira linha de defesa, sdo sintetizadas basicamente nos
hemdcitos e armazenadas em seus granulos (BACHERE et al. 2004). Também
faz parte desse sistema de defesa interno, um mecanismo celular, constituido
por hemacitos e fatores sollveis da hemolinfa. Os fatores solGveis encontrados
na hemolinfa de moluscos incluem aglutinas, opsoninas, enzimas, inibidores

enzimaticos e substancias imobilizadoras de miracidios. A imunidade humoral é



mediada por lectinas, que s&o proteinas sintetizadas por hemdcitos, com
afinidade especifica a carboidratos (ZELK et al. 1995). Os fatores solluveis da
hemolinfa e os hemdcitos agem juntos na destruicdo de material estranho ao

corpo (BOULANGER et al. 2006).

1.3. Hemoécitos

Os hemdécitos podem estar livres (circulantes na hemolinfa), ou fixos nos
tecidos. Destacam-se na defesa, mobilizam-se em dire¢do as regides onde
aparecem as formas parasitarias, acumulando-se ao seu redor, atacando,
formando capsulas e/ou complexos encapsulantes para a inativacdo e
absorcao dos parasitos (LIE et al. 1975; JEONG et al. 1983). Possuem também,
como funcéo, fazer reparacao tecidual, limpar a hemolinfa e o tecido conjuntivo
fagocitando particulas estranhas ou encapsulando material estranho e
sintetizam fatores para a defesa humoral. Como o sistema circulatorio dos
gastrépodes é aberto, os hemdcitos podem se mover livremente para dentro e
para fora dos tecidos (VAN DER KNAAP & LOKER 1990).

O primeiro relato sobre os hemdcitos dos gastrépodes, abordando o
sistema de defesa dos moluscos, provavelmente foi realizado por LEYDIG
(1850). O autor observou a existéncia de corpusculos nucleados, que podiam
apresentar pseudopodes. Em 1891, CUETON observou que as células presentes
na hemolinfa constituiam-se apenas em um tipo de amebdcito (termo utilizado
no passado para os hemdcitos) com diferentes tipos de granulos refringentes,

variaveis em numeros e em cores (verdes, amarelos e marrons), em diferentes



espécies, e as vezes contendo produtos de reserva. Em suas figuras
evidenciou células do tipo linféide, que categorizou como células degeneradas
(células granulares que tinham perdido os seus granulos). KOLLMANN (1908)
identificou dois tipos de leucdcitos: células com uma pequena quantidade de
citoplasma hialino em torno de um ndcleo esférico, as quais chamou fase |,
considerando como forma primitiva da fase Il, e que se desenvolvia através da
aquisicdo de mais citoplasma e nucleos polimérficos. As células de ambas as
fases (I e Il) eram muito fagocitarias. GEORGE & FERGUSON (1950), observaram
trés tipos distintos de células e fragmentos celulares, em Busycon carica
Gmelin, 1791; B. canaliculatum Linnaeus, 1758 e Fasciolaria tulipa (Linnaeus,
1758). Caracterizando-as da seguinte maneira: células linféides, com pouco
citoplasma e ndo abundantes; macréfagos granulares, com grande quantidade
de granulos finos no citoplasma, e podiam desenvolver pseudopodes;
amebacitos granulares eosinofilicos, com o citoplasma repleto de granulos bem
definidos de tamanho aproximadamente uniforme; e por fim, fragmentos
celulares, os mais visiveis, com vacuolos globulares. Também, mostraram que
0os hemdcitos dos caracoOis que tiveram contato com miracidios eram mais
largos, quando comparado com células normais (que nao tiveram contato com

miracidios).

1.4. Coracéo

Segundo JONES (1983), o coracdo dos gastropodes possui um ventriculo

e uma auricula, que recebem hemolinfa oxigenada do érgdo respiratério. A



hemolinfa sai do ventriculo através de uma ou duas artérias, que se dividem
em artéria cefalica e visceral. O coragdo possui um epicardio e as fibras
musculares estdo ligadas internamente, ndo ha endocardio. Em ventriculos
mais musculares, as fibras musculares sédo organizadas como trabéculas, que
funcionam através do lumen. Esta disposicdo permite a ocorréncia de
espessamento, isso ocorre de tal forma que todas as fibras sdo perfundidas

com hemolinfa, assim, uma circulacdo coronaria € desnecessaria.

1.5. Estudos dos hemodcitos em gastropodes

Os estudos sobre hemdcitos de gastropodes sdo baseados
principalmente nos géneros Lymnaea Lamarck, 1799 e Biomphalaria Preston,
1910.

MULLER (1956), SMINIA (1972), SMINIA et al. (1981), SMINIA et al. (1983),
DIKKEBOOM et al. (1985a), DIKKEBOOM et al. (1985b) e SURESH et al. (1994),
descreveram para Lymnaea, um tipo celular presente na hemolinfa, e
chamaram estas células de hemadcitos. Os hemdocitos foram divididos em dois
subtipos: o0s hialinécitos e o0s granuldcitos (antigamente nomeados de
amebacitos). Os granuldcitos, podem ser distinguidos em até quatro subtipos.
Sao eles: as células normais com forma redonda ou oval, podendo apresentar
um ou mais pseuddpodes; os leucocitos, que se caracterizariam por ser a fase
em que as células normais possuem movimento amebodide; as células
pequenas que podem surgir pela ruptura das células normais; e as células

vagantes que podem ser células fagocitarias normais. SMINIA et al. (1983),



levou em consideracdo apenas um tipo de hemdcito, mas esse, expressava
variacdes morfologicas correspondentes a diferentes estagios de maturidade
destas células. Portanto, as células jovens eram arredondadas e apresentavam
uma grande atividade mitética. As células maduras tinham prolongamentos
citoplasmaticos e pouca atividade mitética e eram mais ativas na fagocitose.
Russo & LAGADIC (2004) observaram para Lymnaea stagnalis (Linnaeus,
1758), dois tipos de hemdcitos distintos morfologicamente, designados como:
células redondas e granuldcitos. As células redondas com nucleo esférico e
central, com poucos granulos citoplasmaticos. Os granuldcitos foram
caracterizados como grandes células irregulares com projecdes citoplasmaticas
longas e filamentosas, com muitos granulos citoplasmaticos.

JOENG & HEYNEMAN (1976), estudaram o comportamento e a morfologia
dos hemocitos de Biomphalaria glabrata (Say, 1818). Observaram a presenca
de apenas um tipo de hemdocito presente na hemolinfa, os granuldcitos. Estes,
variavam quanto ao tamanho e a concentragcao dentro da hemolinfa. HUMPHRIES
& YOSHINO (2003), através da andlise de citometria de fluxo da hemolinfa de B.
glabrata e Planorbarius corneus (Linnaeus, 1758), dividiram a populacdo de
hemécitos em duas subpopulacbes, que diferiram em tamanho, e na
guantidade de granulos presentes no citoplasma. A células pequenas
representavam as células redondas, e o restante, os granulécitos.

HARRIS (1975), YOSHINO (1976), CHENG & GUIDA (1980), LOVERDE et al.
(1982) e BARRACO et al. (1993) distinguiram na hemolinfa de Biomphalaria, dois
tipos de hemdcitos: os granulocitos e os hialindcitos. Os hialindcitos
apresentavam contorno circular, pouca tendéncia de formar pseudopodes e

pouca estrutura lisossomal e, além disso, representavam menos que 10% dos



hemadcitos em circulagdo (BARRACO et al. 1993). Segundo JEONG et al. (1983),
eles ndo eram evidentes no tecido hematopoiético (tecido produtor de
hemdcitos). Os granuldcitos formavam pseuddpodes, eram ativos na fagocitose
e representavam mais de 90% das células circulantes (BARRACO et al. 1993;
BEZERRA et al. 1997). JoKy et al. (1983) fizeram distingdo de quatro tipos de
hemdcitos através de diferencas morfoldgicas e da capacidade, ou nao, de
expressar receptores de lectinas na superficie celular em B. glabrata.
MATRICON-GONDRAN & LETOCART (1999), também com B. glabrata, levaram em
consideracdo o tamanho das células e caracteristicas ultraestruturais, e
reconheceram trés tipos de células: grandes hemdcitos assimétricos, com
numerosas mitocondrias e agregados de glicogénio; hemaocitos de médio porte,
pobres em glicogénio e organelas; e os hemdcitos de pequeno porte, com
organelas e alguns granulos densos, mas todos com capacidade fagocitaria.

OTTAVIANI (1992) sugeriu a existéncia de dois tipos de hemacitos
circulantes para P. corneus, os estrelados e os arredondados. Os hemacitos
estrelados caracterizavam-se por emitirem pseuddpodes e apresentar atividade
fagocitaria, e o0s hemocitos arredondados ndo apresentavam atividade
fagocitaria. O autor sugeriu ainda, que o0s hemdcitos arredondados
apresentavam caracteristicas semelhantes as de linfocitos T de vertebrados,
enguanto que os estrelados assemelhavam-se aos macrofagos.

VAN DER KNAAP & LOKER (1990) registraram a existéncia de quatro tipos
diferentes de células de defesa em gastropodes, em geral, representados por
células nado circulantes e células circulantes. Trés tipos de células foram
caracterizadas como nao circulantes: as células endoteliais blogueadoras de

antigenos que impediam a disseminacdo de microrganismos; as ceélulas



reticulares que possuiam uma alta capacidade de endocitar particulas de
material estranho ao corpo e estavam presas aos tecidos por fibrilas
extracelulares, e as células do poro que estavam ligadas as células reticulares
e caracterizavam-se por apresentar um papel seletivo na endocitose de
proteinas. As células circulantes, denominadas de hemdcitos caracterizavam-
se por apresentar maior capacidade de defesa e por circularem livremente
pelos tecidos. Os hemdcitos podiam exibir diferentes morfologias, podendo ser
classificados como células redondas ou hialinécitos, quando possuissem um
grande nucleo no citoplasma, algumas estruturas lisossomais, pseudépodes e
fagocitose. Outro tipo, sdo os granulocitos que possuiam mais citoplasma e
lisossomos, que estendiam facilmente os pseuddpodes, e com atividade
fagocitaria fundindo fagossomos com lisossomos.

Mais recentemente, CAVALCANTI et al. (2012), trabalhando com as
espécies B. glabrata e B. straminea (Dunker, 1848), caracterizaram trés tipos
(sendo um deles subdividido em trés morfotipos) de hemacitos circulantes. As
‘blast-like cells’, células com perfil esférico, com grande nucleo localizado
centralmente que ocupava quase toda a célula. Os granuldcitos que possuiam
um perfil circular para fusiforme, preenchidos com um numero variavel de
granulos basdfilos, que diferiam em numero e distribuicdo dentro da célula
(periferia ou centro), e com projecdes citoplasmaticas (pseuddpodes - tipo
filopddio). E os hialinécitos, que foram divididos em trés tipos: o Tipo |: com
perfil polimérfico, nucleo localizado numa posicdo central ou um pouco
deslocado, também foi observado células com dois nucleos, sugerindo uma
divisdo celular atipica; Tipo Il: caracterizados por serem células ovais, com

nacleo excéntrico e citoplasma homogéneo; e Tipo Ill: com perfil redondo/oval,



caracterizados por um grande nucleo esférico, que podia ser central ou
excéntrico, com citoplasma homogéneo e com projecBes citoplasmaticas.
Assim, através da revisao bibliografica observamos que os hemadcitos exibem
heterogeneidade de morfologia e bioquimica, e seu significado funcional

continua a ser debatido.

1.6. Tecido hematopoiético

BAECKER (1932) afirmava ser desconhecido o local de formag&do dos
hemdcitos em gastropodes. HAUGHTON (1934), indicou 0s espagos sanguineos
como o centro de origem destas células. Segundo PAN (1958) os possiveis
sitios de producao dos hemocitos seriam os sinusdides sanguineos e a parede
da porcao sacular do rim, os quais formam a porcdo sacular do pericardio.
Essa parede da porcdo sacular do rim seria composta por tecido linfoide, e o
autor a considerava como possivel tecido hematopoiético. Com isso,
dependendo da espécie de gastropode, areas especificas do tecido conjuntivo
foram consideradas como ponto de formacdo dos hemdcitos e, portanto
chamadas de 6rgdo hematopoiético ou tecido hematopoiético (TH). No mesmo
trabalho, PAN (1958) sugeriu que o TH de Biomphalaria glabrata (Say, 18181) =
Australorbis glabratus Say, 1818, era formado no tecido linféide localizado na
parede do rim e nos sinus sanguineos, mas isso em condi¢cdes normais (sem
infeccdo). O TH também ja foi identificado em B. glabrata e Bulimus sp.,
localizando-se entre o pericardio e o epitélio posterior da cavidade do manto

(KINOTI'1971; LIE et al. 1975; JEONG et al. 1983). Para a espécie L. stagnalis, foi



registrada a formagao do TH no tecido conjuntivo, particularmente na cavidade
palial (tamém, chamada de pulm&o) (MULLER 1956). SMINIA (1974), também
para L. stagnalis, afirmava ndo ser definido o local de formacdo dos hemdcitos
(o tecido hematopoiético) e que a producdo de hemdcitos acontecia ao longo
do tecido conjuntivo e do sistema vascular. Ja para L. truncatula Mdller, 1774 o
TH estava localizado entre o pericardio e o rim, com a extremidade anterior
afilada na direcdo do ducto conectivo dos tubulos renais e o pericardio; a
extremidade posterior possuia limites indefinidos com o tecido conjuntivo
adjacente (RONDELAUD & BARTHE 1981; RUELLAN & RONDELAUD 1992). Nao ha
registro da localizacdo deste tecido em outras espécies, e em espeécies de
gastropodes terrestres.

Segundo KINOTI (1971) e JEONG et al. (1983), o tecido hematopoiético
caracteriza-se como uma estrutura pequena e superficial, formada por poucos
hemdcitos primarios com nudcleos que podem variar de oval a alongados.
Encontram-se entre células epiteliais proximas do pericardio e da membrana
posterior da cavidade do manto, com poucas ou sem células em diviséo.
Localiza-se em um reticulo frouxo formado por musculos lisos e algumas
células fibroblasticas. Em contato com miracidios ocorrem mudancas
morfoldgicas significativas no tecido hematopoiético. Aparece uma grande
guantidade de hemdcitos primarios e secundarios, e muitos sofrem mitose.
Quando ativo, o TH fica indistintamente maior (resultado da hiperplasia ou
hipertrofia), com massas celulares livres e organizadas em zonas de

progressiva maturacado, com atividade mitética bem evidente.
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1.7. Espécies utilizadas no estudo

Bradybaena similaris (Bradybaenidae), € um molusco terrestre, natural
do sudeste da Asia e que estad amplamente distribuido nas regides tropicais,
disseminado pelo comércio de plantas. Ocorre na América do Norte, Central e
do Sul; no Brasil é encontrado em praticamente todos os estados (ALMEIDA &
BESsA 2001). Pode ser facilmente encontrado em substratos que retenham a
umidade e que os protejam contra predadores, e com acesso a alimentacao
(AREVALO et al. 2006). E resistente a variagdes ambientais, apresentando
capacidade de estivacdo durante condicdes desfavoraveis de temperatura e
umidade, e colonizando novamente o local, quando as condi¢cdes se tornam
mais favoraveis (FERREIRA et al. 2010). E considerado como praga agricola de
espécies de hortalicas (PICORAL & THOME 1989; ALMEIDA & BESSA 2001), além
de possuir grande interesse parasitologico, atuando como hospedeiro
intermediario de helmintos de interesse médico/veterinario, como de Eurytrema
coelomaticum Giard & Billet, 1882 (PINHEIRO & AMATO 1995),
Postharmostomum gallinum Witenberg, 1923 (DUARTE 1980; AMATO & BEZERRA
1989) e de Angiostrongylus costaricensis Morera & Céspedes, 1971 (AMATO &
BEZERRA 1992; RAMBO et al. 1997) e A. cantonensis (Chen, 1935) (JAUME et al.
1981; CALDEIRA et al. 2007; CARVALHO et al. 2012).

Megalobulimus abbreviatus é uma espécie de pulmonado estilomat6foro
sul-americano, encontrado com frequéncia na Mata Atlantica, em ambiente
geralmente umido, onde pode permanecer enterrado se a umidade do ar se

tornar muito baixa (LEME 1973). S80 mais ativos durante a noite e também
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durante o dia, em situacdes de umidade do ar relativamente alta. Pertencem a
familia Megalobulimidae (monofilética), com 62 espécies listadas para o Brasil
e apenas cinco presentes no Rio Grande do Sul (SIMONE, 2006). A citagao da
espécie M. globosus (Martens, 1876) para o Rio Grande do Sul, talvez nao
esteja correta (Ingrid Heydrich, comunicagdo pessoal, 2010). Uma dessas
espécies (M. proclivis (Martens, 1888)) estd presente na Lista Nacional das
Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo, na categoria
‘criticamente em perigo’, e na Lista das Espécies da Fauna Ameacadas de
Extincdo no Rio Grande do Sul, na categoria ‘em perigo’ (MARQUES et al. 2002;
MANSUR et al. 2003). E, segundo TEIXEIRA et al. (1993), existe a possibilidade
de M. abbreviatus fazer parte do ciclo de vida do nematoide A. costaricensis.

Tornando este gastropode, com importancia médico/veterinaria.

1.8. Justificativa

A base do conhecimento imunolégico dos moluscos € tirada das
pesquisas feitas, sobretudo, com o0s gastrOpodes da espécie B. glabrata
infectado com Schistosoma mansoni Sambon, 1907 e com Echinostoma
paraensei Lie & Basch, 1967. E, de L. columella (Linnaeus, 1758), L. stagnalis
e L. trunculata Mduller, 1774, infectadas com Trichobilharzia ocellata (La
Vallette, 1854), ou ainda com Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) (NEGRAO-
CORREA et al. 2007; ARAQUE et al. 2003; NODA 1992; DIKKEBOOM et al. 1985 a);
RONDELAUD & BARTHE, 1981). No Brasil, foram realizados alguns estudos com

hemdcitos, mas, a maioria destes refere-se a espécies de Biomphalaria sob
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condi¢des, ou ndo, de infecgdo (BARBOSA et al. 2006; BEzZERRA et al. 2003;
BEZERRA et al. 1997; CAVALCANTI et al. 2012; SANTOS et al. 2011; SANTOS &
DiNiz 2009). Estudos envolvendo o sistema imunologico dos moluscos, séo
importantes, principalmente porque nao existem e/ou sdo poucos os trabalhos
com Bradybaena similaris (Férussac, 1821) e Megalobulimus abbreviatus
(Bequaert, 1948), espécies utilizadas no estudo em questdo. Também é
importante o conhecimento dos hemdcitos de caracois ndo infectados, para
gue em futuros estudos, seja possivel avaliar a acdo do parasitismo sobre o
sistema de defesa do hospedeiro. Existem algumas lacunas na caracterizacéo,
guantificacéo, funcéo e estrutura das células de defesa em gastropodes. Nao
existe concordancia entre o numero e os tipos celulares nestes animais. O
tecido hematopoiético das espécies deste estudo ndo estd bem caracterizado,
ou inexistem informacgdes sobre tal tecido. Sua melhor caracterizacdo podera

auxiliar o entendimento do seu funcionamento.
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2. Objetivo geral

Caracterizar os hemocitos dos gastropodes Bradybaena similaris e

Megalobulimus abbreviatus.

2.1. Objetivos especificos

1. Descrever morfologicamente 0s hemdcitos encontrados, com

microscopia optica.

2. Avaliar o numero de hemadcitos na hemolinfa circulante e o percentual de

cada um dos tipos identificados em moluscos jovens e adultos.

3. Localizar e descrever o tecido hematopoiético dos moluscos estudados,
através de estudo histologico, relacionando sua estrutura a individuos jovens e

adultos.



3. Material e Métodos

3.1. Coleta dos gastrépodes utilizados no estudo

Os individuos da espécie B. similaris (Figs. 1-2), foram coletados no
municipio de Canoas, RS, em uma propriedade particular. As coletas
ocorreram em dois finais de semana de outubro de 2011, e em um final de
semana de junho e outro em julho de 2012, para a manutencédo da populagcéo
em laboratério (substituicdo dos gastropodes mortos). Foram feitas buscas
ativas embaixo de pedras e telhas, e na vegetacdo. Os individuos de M.
abbreviatus (Figs. 3-4), procedentes do municipio de Barra do Ribeiro, RS,
foram cedidos pelo Museu de Ciéncias Naturais, da Fundacdo Zoobotanica do

Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, RS.

3.2. Manutencéao dos gastropodes utilizados no estudo

Os moluscos foram mantidos em condi¢cdes ambientais ndo controladas,
no Laboratério de Helmintologia, no Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS. Os gastrépodes foram
acondicionados em caixas plasticas (26 cm x 17,7 cm x 8,5 cm ou 20 cm x 20
cm x 10 cm) com substrato de serrapilheira (cerca de 2 cm de espessura) e um

recipiente plastico com &gua, para manter a umidade e suprir suas



necessidades hidricas. A alimentacdo consistiu, basicamente, em folhas de
couve. A limpeza, troca de 4gua e alimentacdo foram realizadas em intervalos
de um dia. Quando necessario, eram recolhidos os moluscos mortos, € 0s
mesmos foram fixados em etanol 70° GL. Os ovos produzidos pelos
gastropodes cultivados em laboratério, foram transferidos para uma caixa
plastica menor (13,5 cm x 13,5 cm x 8,5 cm), com serrapilheira e um recipiente
com agua. A troca da serrapilheira foi realizada com intervalo maximo de 15
dias, dependendo das condicbes das caixas em que 0s moluscos se
encontravam. As medidas dos gastrépodes foram realizadas no momento dos

procedimentos, com auxilio de um paquimetro.

3.3. Diferenciacao de jovens e adultos

Os gastropodes da espécie B. similaris foram considerados jovens
guando a concha apresentava um diametro < 3,5 mm (ALMEIDA & BESSA 2001).
Espécimes de M. abbreviatus, foram considerados adultos apds seis meses e

meio da data de ecloséo (Ingrid Heydrich, dados ndo publicados 2011).
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Figuras 1-2. (1) Espécime de Bradybaena similaris, procedente do municipio
de Canoas, RS. Barra=1cm. (2) Postura realizada pelos individuos da espécie

Bradybaena similaris em laboratério. Barra=1cm.

Figuras 3-4. (3) Individuo jovem de Megalobulimus abbreviatus. Barra=1,5cm.
(4) Individuo adulto de Megalobulimus abbreviatus. Barra=3cm. Ambos

espécimes procedentes do municipio de Barra do Ribeiro, RS.
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3.4. Coleta e preparacdo dos hemaocitos

Amostras de hemolinfa foram coletadas, diretamente, da cavidade
pericardica de 18 individuos adultos e 17 jovens de M. abbreviatus, e 14
individuos adultos e 13 jovens de B. similaris, nascidos em laboratério. Para a
coleta utilizou-se seringas estéreis Plastipak B-D, 1 ml de capacidade, com
agulhas microfinas Il. Foi feito um pequeno orificio nas conchas, previamente
limpas com etanol 70° GL, sobre a regido pericardica para permitir a introducéo
da agulha. Foi coletado 0,1 ml de hemolinfa por molusco, diluida na propria
seringa, com solucdo salina fisiologica 0,65% até completar o volume de 0,5
ml. A hemolinfa foi entdo colocada sobre uma lamina bioldgica para
microscopia, previamente identificada com o nimero do espécime e espécie, e
colocada em uma camara umida (placa de petri 12 mm de diametro com um
pedaco pequeno de algoddo embebido em agua), onde permaneceu por cerca
de 20 a 30 minutos para a formacdo de uma monocamada de células, de
acordo com a técnica usada por FORD et al. (1993). Ap0s a drenagem do
sobrenadante, a lamina foi removida da caAmara umida, e os hemdcitos foram
fixados com metanol absoluto, por cerca de 10 minutos. A coloracao foi feita
com Giemsa (diluido em agua tamponada, na proporcédo de 1:9), por 30 a 35
minutos (CARNEIRO & DAEMON 2002; CARNEIRO & DAEMON 1997; HUMASON 1972).
As amostras de hemolinfa foram analisadas com microscopia Optica e 0s
diferentes tipos de hemocitos foram descritos com auxilio de literatura

(DikkeBoOM et al. 1984; 1985b; DIKKEBOOM et al. 1985a; CAVALCANTI et al.
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2012). Os hemacitos foram fotomicrografados ao microscépio Leica DMR Hc,

com contraste de interferéncia diferencial de Nomarski (sigla em inglés DIC).

3.5. Camara de Neubauer ou Hemocitbmetro

Para avaliar o numero total de hemdcitos por ml dos moluscos
(densidade média), foi utilizada a camara de Neubauer, também conhecida
como hemocitdmetro, que consiste de uma lamina de microscopia, bem mais
alta do que uma lamina normal, com marca¢cbes ao quadrantes, de medidas
conhecidas (NODA & LOKER 1989). A contagem diferenciada dos hemacitos foi
realizada em 20 campos Opticos escolhidos ao acaso, em microscopio. As
laminas com a hemolinfa foram observadas logo apds a coleta do material, e
apos 20 minutos de repouso, para observar as diferencas existentes entre as
células encontradas. A densidade dos hemdcitos foi calculada utlizando a

férmula de FORD et al. (1993):

N® hemdcitos _ N° de hemdcitos contados Areada cimera (mm?) 1

= X
Hemolinfa mi M® de campos contados Areadocampo (mm?®) ol de hemolinfa (mly
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3.6. Histologia do tecido hematopoiético

Os individuos utilizados na histologia foram escolhidos pelo seu status
de maturidade, dois jovens, e dois adultos de cada espécie. Separados em
uma caixa sem serrapilheira, por no minimo 24 horas, antes dos
procedimentos, para que houvesse a limpeza do trato intestinal. Os moluscos
foram colocados em um vidro com tampa, com agua e cristais de mentol em
ambiente refrigerado por *+ 24 horas (individuos pequenos), e + 48 horas, para
individuos grandes (sacrificio sob acdo anestésica). Em seguida, os espécimes
foram retirados das conchas e foi realizada a incisdo e fixagcdo da regido
renopericardica e parte do manto (Fig. 5). Para fixacéo foi utilizado o fixador
Duboscqg-Brasil modificado de HumAsoN (1972) (600 ml de EtOH 80° GL, 250
ml de formalina 37% filtrada e 150 ml de Acido acético glacial). Os tecidos
foram processados para histologia. Foram feitos cortes seriados com
espessura de 7 a 8um. Apos as laminas foram deixadas em estufa (60 °C), por
pelo menos 24 horas, para a secagem. Os cortes histolégicos foram corados
com hematoxilina de Harris e eosina (HUMASON 1972), para evidenciar as
células em divisdo mitotica. Os trabalhos de KiNOTI (1971), LIE et al. (1975),
JEONG et al. (1983), Souza & ANDRADE (2006), foram utilizados para
caracterizar o tecido hematopoiético das espécies aqui estudadas. Para medir
o tecido hematopoiético (TH) utilizou-se a metodologia de NoDA (1992), onde
foram escolhidas partes centrais de cada TH para a medicdo da espessura.
Foram fotomicrografados com microscopio Leica DMR Hc. As laminas
confeccionadas ficaram depositadas no laminario da colecdo de moluscos do

Museu de Ciéncias Naturais, da Fundacédo Zoobotanica do Rio Grande do Sul.
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Figura 5. Manto de Megalobulimus abbreviatus; (a) auricula; (bm) borda do
manto; (r) rim; (v) ventriculo; (*) cavidade palial, vista dos vasos pulmonares.

Barra=3cm.
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3.7. Andlise estatistica

Para a realizacdo de todas as analises estatisticas foi utilizado o
programa BioEstat 4.0 (AYRES et al. 2005). Foi realizado o teste D’Agostinho,
para verificar se o tamanho dos hemdcitos encontrados em ambas as espécies,
em adultos e jovens, possuiam distribuicdo normal. Através desta informacao
foi possivel utilizar o teste paramétrico t de Student, para avaliar se existiam
diferencas significativas entre o tamanho dos hemdcitos presentes na
hemolinfa dos individuos jovens e adultos, de cada uma das espécies de
gastropodes estudadas. N&ao foi possivel aplicar esse teste na comparacéo
entre as células redondas, hialindcitos e os granulécitos de B. similaris, pois
alguns dos dados ndo mostraram normalidade. Utilizou-se entdo, o teste de
Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test), para avaliar os dados nao
paramétricos e observar se existiam diferencas significativas entre os

tamanhos celulares (AYRES et al. 2005).
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4. Resultados

4.1. Morfologia dos hemaocitos

4.1.1. Megalobulimus abbreviatus

Cem porcento das células da hemolinfa apresentavam forma
arredondada, logo que foram colocadas na camara de Neubauer. Apos 20
minutos, 60 a 80% das células inicialmente arredondadas, espalharam-se no
vidro da lamina, e apresentaram projecfes citoplasmaticas. A adesédo das
células sobre a lamina, possibilitou a diferenciacdo de trés tipos celulares
presentes na hemolinfa dos gastrépodes (células redondas, hialinocitos e
granulécitos).

As células redondas (Fig. 6) dos gastropodes adultos caracterizavam-se
por ndo possuirem projecdes citoplasmaticas. Nos gastropodes jovens (Figs.
12-14) foram observadas algumas células com pequenas projecdes, mas o
mais comum eram células sem projecdes. Foi observado, também, células em
divisdo (Fig. 15). Possuiam forma esférica ou oval, com grande ndcleo central
gue ocupava quase toda a célula. O citoplasma ocupava apenas uma area
estreita em torno do nucleo. O tamanho das células redondas variou de 7,5 a
15 um, para os individuos adultos, e 7,5 a 17,5 um para os jovens (Tab. 1).

Os hialinécitos (Figs. 7-9; 16-18) possuiam perfil polimorfico, com ndcleo

excéntrico, podendo estar localizado no centro, com citoplasma homogéneo, as



vezes com alguns poucos granulos. Essas células apresentavam projecoes
citoplasmaticas, e pequenos agrupamentos celulares (Fig. 9) foram observados
na hemolinfa dos individuos adultos. Também, observou-se células com mais
de um ndcleo, sugerindo uma divisdo atipica. Os hialindcitos possuiam
tamanho variavel, medindo aproximadamente de 12,5 a 47,5 ym nos individuos
adultos, e de 10 a 50 ym em individuos jovens (Tab. 1).

Os granuldcitos (Figs. 10-11; 18-20) sao células polimorficas, com perfil
circular a fusiforme. Células com perfil fusiforme foram mais observadas nos
gastropodes jovens (Fig. 20). A maioria dos granulécitos possuia longas
projecOes citoplasmaticas e nucleo grande, podendo estar um pouco deslocado
do centro, e com variagdo no formato. Possuiam granulos basofilos no
citoplasma, com nuamero e a distribuicdo variavel, podendo se localizar na
periferia ou no centro. O tamanho das células variou de 12,5 a 47,5 ym, para

0s gastropodes adultos e de 10 a 50 uym, para os gastropodes jovens (Tab. 1).
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Figuras 6-11. Hemdcitos encontrados em individuos adultos de Megalobulimus

abbreviatus. (6) célula redonda, sem pseudoépodos; (7-9) hialinécitos, células
intermediarias; (10-11) granulécitos, células maduras. (ac) agrupamento

celular; (c) citoplasma; (g) granulo; (n) nucleo; (ps) pseudépode. Barra= 10um.
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Figuras 12-20. Hemdécitos encontrados em individuos jovens de
Megalobulimus abbreviatus. (12-13) células redondas, sem pseudopodes; (14)
célula redonda, com pseuddpode; (15) célula redonda em divisdo; (16-17)
hialinécitos, células intermediarias; (18-19) granulécito, célula madura; (20)
granulécito com formato fusiforme, célula madura; (c) citoplasma; (cm) células
em mitose; (n) nucleo; (ps) pseuddpodes. Barra= 10um.
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Tabela 1. Tipos celulares, tamanho médio + desvio padrédo, tamanho maximo (Tam. max.) e minimo (Tam. min.), dos hemdcitos

encontrados na hemolinfa de individuos jovens e adultos da espécie Megalobulimus abbreviatus. Unidade de medida em pm.

Jovens Adultos
Tipos celulares Redonda Hialinocito Granuldcito Redonda Hialinocito Granuldcito
n 32 103 35 15 131 34
Média + DP 12,0+ 3,1 24,1 +£8,0 28,6 +11,0 11,1+2,8 265+7,4 255+11,3
Tam. max. 17,5 50 50 15 47,5 47,5
Tam. min. 7,5 10 10 7,5 12,5 12,5

n = nimero de células medidas.



4.1.2. Bradybaena similaris

Assim como ocorreu com a analise feita em M. abbreviatus, na primeira
observacéao realizada (logo apés a retirada da hemolinfa), todas as células se
caracterizavam por serem arredondadas e ndo possuirem projecdes
citoplasmaticas. ApOs as células terem ficado repousando 20 minutos na
camara de Neubauer, as células se espalharam sobre o vidro, e na maior parte
destas células (60 a 80% das ceélulas) foi possivel observar as projecdes
citoplasmaticas. Esta analise possibilitou a diferenciacdo morfologica de trés
tipos celulares presentes na hemolinfa (células redondas, hialinocitos e
granulécitos).

As células redondas (Fig. 21 e 30), consideradas células jovens ou
precursoras, pois sao as primeiras a surgir na hemolinfa dos gastrépodes. Sao
células pequenas, com tamanho variando de 7,5 a 12,5 uym, para gastropodes
adultos, e 7,5 a 17,5 um, para os jovens (Tab. 2). Caracterizaram-se por ter
forma esférica a oval, com um grande ndcleo central que ocupa quase toda a
célula. O citoplasma ocupava uma area estreita em torno do nacleo. Em geral,
nao possuiam projecdes citoplasmaticas

Os hialinécitos (Figs. 22-23; 31-33) possuiam perfil polimérfico, com
nacleo excéntrico ou localizado mais no centro das células; com citoplasma
homogéneo, e as vezes com alguns poucos granulos basdfilos; e com

projecfes citoplasmaticas. Também, foram observadas células com mais de
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um nucleo, sugerindo uma divisdo atipica. Os hialindcitos dos individuos
adultos e jovens apresentaram tamanho variavel de 10 a 40 um (Tab. 2).

Os granuldcitos (Figs. 24-29; 34-35) possuiam tamanho variavel de 7,5
a 52,5 ym em adultos, e 7,4 a 40 ym em jovens (Tab. 2). Possuiam perfil
circular a fusiforme, a maioria possuia longas projecdes citoplasmaticas. Nos
individuos adultos observou-se alguns granulécitos com formato fusiforme
(Figs. 25, 26 e 28), o mesmo nao ocorreu nas células dos individuos jovens. O
nacleo esta localizado no centro ou um pouco excéntrico, na maioria das vezes
grande, com formato variavel (redondo a fusiforme). Com granulos baséfilos no
seu citoplasma, com numero e distribuicdo variavel, podendo se localizar na

periferia ou no centro.
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Figuras 21-29. Hemdcitos encontrados em individuos adultos de Bradybaena
similaris. (21) célula redonda, sem pseudopodes; (22-23) hialindcitos, células
intermediarias; (24-29) granulécitos, células maduras; (c) citoplasma; (g)

granulos; (n) nucleo; (ps) pseudépodes. Barra= 10um.
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Figuras 30-35. Hemdcitos encontrados em individuos jovens de Bradybaena
similaris. (30) célula redonda, sem pseudopodos; (31-33) hialindcitos, células
intermediarias; (34-35) granulécitos, células maduras; (c) citoplasma; (Q)

granulos; (n) nucleo; (ps) pseudépodes. Barra= 10um.
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Tabela 2. Tipos celulares, tamanho médio + desvio padrdo, tamanho maximo (Tam. max.) e minimo (Tam. min.), e dos hemdcitos

encontrados na hemolinfa de individuos jovens e adultos da espécie Bradybaena similaris. Unidade de medida em pm.

Jovens Adultos
Tipos celulares Redonda Hialinocito Granuldcito Redonda Hialinocito Granuldcito
n 20 81 29 19 87 34
Média + DP 96+238 20,7 +6,0 19,1+7,3 93+24 213+7,4 246 +11,2
Tam. max. 17,5 40 40 12,5 40 52,5
Tam. min. 7,5 10 7,4 7,5 10 7,5

n = nimero de células medidas.
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4.2. Densidade dos hemocitos e Analise estatistica

4.2.1. Megalobulimus abbreviatus e Bradybaena similaris

O tipo celular mais frequente na hemolinfa foi o hialindcito, tanto para jovens
como para adultos, em ambas as espécies (Tab. 3). Apesar do menor niumero de
células nos individuos jovens de M. abbreviatus, observou-se que em ambas

categorias (jovens e adultos) as porcentagens foram semelhantes (Tab. 3).

Tabela 3. Porcentagem para cada um dos tipos de hemdcitos, de jovens e adultos

de Bradybaena similaris e Megalobulimus abbreviatus.

Jovens Adultos
Tipos Bradybaena | Megalobulimus | Bradybaena | Megalobulimus
celulares/Espécies similaris abbreviatus similaris abbreviatus
Células redondas 21,4% 23, 7% 10,9% 21,1%
Hialinocitos 76,9% 88,3% 66,7% 68,0%
Granulocitos 1,6% 1,4% 9,6% 10,9%

A densidade total de hemdcitos sem distincdo entre jovens e adultos foi
calculada para M. abbreviatus, em 387.782 células/ml, e para B. similaris, em

859.099 células/ml. A densidade média (Figs. 36 e 37) para cada um dos tipos de



hemadcitos encontrados na hemolinfa por molusco (células/ml), também foi calculado
para ambas as espécies. E, a densidade média de células por ml, sem distincdo de
tipo celular foi de 214.000 células/ml em adultos, e 170.833 células/ml em jovens,
para M. abbreviatus, e de 506.000 células/ml para adultos, e 326.667 células/ml para
os jovens de B. similaris.

Foi realizado o teste D’Agostinho, para saber se o tamanho dos diferentes
tipos de hemdcitos encontrados em ambas as espécies, tanto em jovens como em
adultos, possuiam distribuicdo normal. Para a espécie M. abbreviatus, as células
redondas dos individuos jovens e adultos, apresentaram normalidade. O ¢ (desvio
padrao) foi igual a 0,27 para os adultos e 0,28 para os jovens, contidos nos limites
dos valores criticos tabelados ao nivel alfa de 5%, traduzindo um p > 0,05. Portanto
aceita-se a hipotese de normalidade dos dados. Os hialindcitos dos jovens e adultos,
também apresentaram normalidade. O & foi igual a 0,28 para os adultos e 0,28 para
0s jovens, também estando dentro dos limites de normalidade dos dados. Os
granulocitos também apresentaram normalidade, com o igual a 0,28 nos adultos e
0,28 nos jovens.

Para a espécie B. similaris, as células redondas dos individuos adultos
apresentaram normalidade, com ¢=0,27, ja os gastropodes jovens ndo mostraram
normalidade (p<0,01). Os hialinécitos ndo apresentaram distribuicdo normal, com
p<0,01 para adultos, e p<0,05 para os jovens. Os granulécitos dos individuos
adultos nao apresentaram normalidade (p<0,01), e nos individuos jovens
apresentaram normalidade (& =0,27).

A partir da confirmacdo da normalidade dos hemdcitos encontrados em M.

abbreviatus, foi realizado o teste t de Student entre os tipos de hemdcitos
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encontrados nos adultos e jovens, para saber se havia diferenca significativa entre o
tamanho destes hemdcitos (p<0,05). Para as células redondas, obteve-se o valor de
p=0,1692, ndo significativo. Aceitando-se, a hipotese de nulidade: ndo havendo
diferenca no tamanho das células redondas entre adultos e jovens, sendo em média
11,16 para os adultos, e 12,03 para os individuos jovens. Os hialindcitos, obtiveram
o valor p=0,6435, com a probabilidade de 0,0209 (bilateral), e os individuos adultos
tiveram média do tamanho dos hialin6citos um pouco maior, de 26,48, que 0s jovens
(¥=24,12). Para os granulécitos, o valor foi p=0,2053, e os gastropodes jovens
obtiveram uma meédia de tamanho de 28,64, um pouco mais alta que os adultos
(¥=25,58).

Para a espécie B. similaris, ndo possivel realizar o teste t de Student para
saber se havia diferencas significativas entre as células redondas, os hialindcitos e
os granuldcitos, dos individuos adultos e jovens da espécie B. similaris, pois, 0s
dados obtidos através do tamanhos dos tipos de hemdcitos nas duas classes
(adultos e jovens), demostraram ser dados ndo parameétricos, sendo este teste para
dados paramétricos. Com isso, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon rank-
sum test), com nivel de decisdo alfa de 0,05, que nao indicou diferencas
significativas entre os tamanhos das células redondas presentes na hemolinfa
(p=0,9440); também, ndo houve diferenca significativa entre o tamanho dos
hialinécitos (p=0,7786); somente para os granulécitos houve diferenca significativa

(p=0,0331) para o seu tamanho celular na hemolinfa dos jovens e adultos.

36



160

140.500
140 -

120

110.000

100

80
m Jovens

60 mAdultos

Densidade media/ml

40

20

Redondas Hialinocitos Granuldcitos
Tipos de Hemocitos

Figura 36. Densidade média/ml dos trés tipos celulares encontrados na hemolinfa de

individuos jovens e adultos de Megalobulimus abbreviatus.
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4.3. Tecido hematopoiético de Megalobulimus abbreviatus e

Bradybaena similaris

O tecido hematopoiético, ou 6rgdo hematopoiético como também é
conhecido, foi caracterizado de mesmo modo para os individuos de ambas as
espécies, considerados adultos e jovens. Através da andlise morfolégica de cortes
histolégicos, foi possivel identificar o local de origem dos hemdcitos que se
encontram livres na hemolinfa e dentro dos tecidos conectivos. Em ambas as
espécies, sua origem se da atraves de um tecido especial, um agrupamento de
células, localizado na regido renopericardica, proxima a auricula e ao ventriculo, no
saco pericardico (Figs. 38-50). Este tecido constitui-se de uma banda estreita de
tecido epitelial estratificado, com hemdcitos primarios, com nucleo oval a esférico. O
tecido localizou-se na porcao lateral superior do saco pericardico, perto da porcéo
sacular do rim. Foi possivel observar, que em alguns pontos do tecido
hematopoiético de M. abbreviatus e B. similaris havia mais de uma banda de células
(hemdécitos primarios). Nos individuos adultos e jovens de M. abbreviatus foram
observados alguns pontos com aglomeracdo de hemdcitos (formacfes que lembram
um pequeno pico de montanha) (Figs. 40-41; 44). No tecido hematopoiético de B.
similaris ndo foram observados pontos com aglomeracbes de hemdcitos. A
espessura do tecido variou entre as espécies, e entre jovens e adultos. Em M.
abbreviatus sua espessura estendeu-se de 125 a 138 um nos individuos adultos, e
de 70 a 120 um nos jovens; em B. similaris foi cerca de 150 a 162 um em adultos, e

de 50 a 70 ym em jovens. O aspecto geral do tecido hematopoiético foi bastante
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uniforme. Foi observada hiperplasia no tecido hematopoiético de adultos de B.
similaris. Observou-se a presenca de células redondas ou cubdide, acondicionadas
juntas em bandas. Também, foi registrada a presenca ocasional de mitose, em
ambas as espécies, e em jovens e adultos. Os hemdcitos foram observados no
tecido intersticial. O acumulo de hemdcitos foi mais presente no interior da cavidade

ventricular, mas também foi observado entre as fibras cardiacas.
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Figuras 38-41. Cortes histologicos da regido renopericardica e do tecido
hematopoiético de individuos adultos de Megalobulimus abbreviatus; (38-39) regido
pericardica, Barra=100um; (40-41) detalhe do tecido hematopoiético; Barra=50um.
(@) auricula; (cm) células em mitose; (sp) saco pericardico; (th) tecido

hematopoiético; (v) ventriculo.
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Figuras 42-45. Cortes histolégicos da regido renopericardica e do tecido
hematopoiético de individuos jovens de Megalobulimus abbreviatus; (42) regido
pericardica, Barra=100um; (43-44) detalhe do tecido hematopoiético; (45) detalhe de
células em mitose. Barra=50um. (a) auricula; (cm) células em mitose; (sp) saco

pericardico; (th) tecido hematopoiético; (v) ventriculo.
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Figuras 46-48. Cortes histologicos da regido renopericardica e do tecido
hematopoiético de individuos adultos de Bradybaena similares; (46) regido
pericardica, Barra=100um; (47) detalhe do ventriculo; (48) detalhe do tecido
hematopoiético com hiperplasia; Barra=50um. (cm) células em mitose; (sp) saco

pericéardico; (th) tecido hematopoiético; (v) ventriculo.
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Figuras 49-50. Cortes histolégicos da regido renopericardica e do tecido
hematopoiético de individuos jovens de Bradybaena similaris; (49) regido
pericardica; Barra=100um; (50) vista do tecido hematopoiético; Barra=50um. (sc)

saco pericardico; (th) tecido hematopoiético; (r) rim; (v) ventriculo.



5. Discussao

5.1 Hemoécitos

O objetivo deste estudo foi caracterizar e quantificar morfologicamente os
hemdcitos de M. abbreviatus e B. similaris em individuos jovens e adultos. O que foi
possivel através de analises em laminas fixas (coradas e fixadas) e através da
camara de Neubauer. Foram observados, descritos e quantificados trés tipos de
hemacitos: as células redondas, os hialindcitos e os granulécitos.

Nosso estudo, sobre a morfologia dos hemacitos € corraborado por trabalhos
como 0s de GEORGE & FERGUSON (1950), HARRIS (1975), CHENG & GUIDA (1980),
LOVERDE et al. (1982), JOKY et al. (1983), NODA & LOKER (1989), OTTAVIANI (1992),
BARRACO et al. (1993), CAVALCANTI et al. (2012), que demostraram como O0S
hemdcitos podem ser células morfologicamente distintas, com mais de um tipo de
hemdcito presente na hemolinfa dos gastrépodes. Enquanto outros autores, como:
SMINIA (1972), SMINIA & BARENDSEN (1980), SMINIA et al. (1981), SMINIA et al. (1983),
VAN DER KNAAP et al. (1993), DIKKEBOOM et al. (1984), AMEN et al. (1991), SURESH et
al. (1994), HUMPHRIES & YOSHINO (2003) e Russo & LAGADIC (2004), caracterizaram
apenas um tipo celular, com caracteristicas morfolégicas distintas, ou seja,
diferentes estagios de desenvolvimento de uma mesma linhagem de célula.

Os hemdcitos encontrados em nosso estudo, possuem poucas diferencas
morfologicas entre os individuos jovens e adultos da mesma espécie, e entre ambas

as espécies. Uma das diferencas observadas foi que algumas células redondas de



jovens da espécie M. abbreviatus, apresentaram pequenas projecoes
citoplasmaticas, enquanto que o mesmo néo foi observado nas células da hemolinfa
dos adultos da mesma espécie, e nos hemdcitos dos jovens e adultos de B. similaris.
Também, foi observado a presenca de agrupamentos celulares de hialinécitos, na
hemolinfa dos individuos adultos de M. abbreviatus. Outra informacao interessante
foi a presenca de granulocitos com formato fusiforme na hemolinfa dos adultos de B.
similaris e em jovens de M. abbreviatus. Estas informacdes demostram que pode
haver um padrdo um pouco diferente nos tipos de hemdcitos presentes na
hemolinfa, nas diferentes espécies de gastropodes, e entre os individuos jovens e
adultos da mesma espécie.

As células redondas néo variaram muito em relacdo ao seu tamanho, tanto
em jovens, quanto em adultos, em ambas espécies de gastropodes deste estudo.
Nos teste estatisticos observamos que estas ndo possuiam diferencas significativas
de tamanho, entre os individuos jovens e adultos. Os hialindcitos e os granulécitos
foram as células que mais variaram em relacdo ao seu tamanho, possuindo células
bem pequenas e células grandes. Os hialindcitos de ambas as espécies, ndo tiveram
diferencas significativas, entre os jovens e adultos, apenas uma pequena diferenca
de média, principalmente em M. abbreviatus, a média em adultos foi maior que nos
hialinécitos dos jovens. Os granuldcitos de individuos jovens e adultos de M.
abbreviatus, apesar de apresentarem variacdo de tamanho, suas diferencas de
tamanho ndo mostraram-se significativas. Apenas com pouca diferencas entre as
médias dos granulécitos, entre os jovens e adultos. Os granulOcitos presentes na
hemolinfa dos individuos jovens, da espécie B. similaris, foram os que mais variaram

em relacdo ao tamanho, e foi observada uma diferenca significativa entre seu
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tamanho e os dos granuldcitos encontrados nos individuos adultos. Estas diferengas
observadas acima, demostram que os hemacitos de individuos adultos tendem a ser
um pouco maiores que 0os hemdcitos de individuos jovens.

As diferencas entre os hemdcitos de individuos jovens e adultos ja foram
estudadas em L. stagnalis (DIKKEBOOM et al. 1984; 1985a; DIKKEBOOM et al. 1985b;
DIKKEBOOM et al. 1988) distinguindo trés tipos de hemdcitos. Estes trés tipos sao
parecidos com os descritos no presente estudo, em M. abbreviatus e B. similaris.
Através de analise morfolégica e algumas analises citoquimicas, os autores acima
citados, separaram o0s hemadcitos dos individuos jovens e adultos, em trés
subcategorias (as células redondas, as células intermédiarias - que podem ser
consideradas hialindcitos, e as células ‘espalhadas’ — equivalente aos granulécitos),
gue podem ser comparadas aos trés tipos distinguidos neste trabalho. O diametro
médio das células redondas foi parecido com os valores citados por DIKKEBOOM et al.
(1984). O tamanho dos hialindcitos e dos granuldcitos sdo mais parecidos com 0s
das células ‘espalhadas’, do trabalho citado anteriormente.

CAVALCANTI et al. (2012), estudando a morfologia dos hemdcitos de B.
glabrata e B. straminea, sem distingdo entre jovem e adulto, também observaram a
presenca de trés tipos de hemdcitos (sendo um tipo dividido em trés subcategorias)
gue correspondem aos tipos de hemdcitos descritos no presente estudo. O tamanho
destas células foram diferentes (menores) daquelas encontrados para ambas
espécies aqui estudadas. Os tipos celulares (hemdcitos) mais observados por
CAVALCANTI et al. (2012), foram parecidos entre si, e com 0s resultados obtidos para
M. abbreviatus e B. similaris. Sendo o tipo de hemdcito mais encontrado, o

hialinécito, e 0 menos encontrado, o granulécito.
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As porcentagens encontradas para os tipos de hemdcitos em ambas espécies
estudadas, jovens e adultos, foram bem semelhantes. As porcentagens de
granuldcitos na hemolinfa de jovens e adultos, de M. abbreviatus foi um pouco maior
guando comparada com os resultados obtidos para B. similaris. Mesmo com essas
pequenas diferencas foi possivel observar uma maior porcentagem de hialinécitos,
seguida pelas células redondas e granuldcitos, em ambas as espécies, em jovens e
adultos. Isto pode estar relacionado com seu estado fisico, ambas espécies
pareciam estar saudaveis (livres de infec¢des). E, € de se esperar um maior numero
de hialindcitos, do que de granuldcitos, pois estes Ultimos sdo responsaveis pela
fagocitose de material estranho ao corpo dos gastrépodes.

Comparando nossos resultados com o trabalho de DIKKEBOOM et al. (1985b),
observamos que eles obtiveram resultados diferentes, com maior porcentagem de
células redondas, seguida pelos hialinocitos e pelos granuldcitos na hemolinfa dos
gastropodes jovens; para os adultos os resultados foram um pouco diferentes, com
menor procentagem de células redondas e hialinécitos, e maior porcentagem de
granulécitos. Neste trabalho citado acima, observamos um padrédo diferente na
hemolinfa de jovens e adultos, do que o encontrado para B. similaris e M.
abbreviatus. NODA & LOKER (1989), em estudo sem distincdo entre jovem e adulto de
B. glabrata, também obtiveram maior porcentagem de granulécitos, seguida por
células redondas e hialindcitos. Corraborando o trabalho de DiKKEBOOM et al.
(1985b), e mostrando que ha realmente diferencas entre as porcentagens dos
hemdcitos, em diferentes espécies de gastropodes.

Segundo GERARD et al. (2005), a resposta do sistema de defesa dos

gastrépodes deve ser diferente de acordo com a sua idade, em relacdo ao padrao
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de alocagdo de energia e ao sistema imunolégico de imaturos versus maduros. A
acumulacdo por peso corporal é relativamente maior em gastropodes juvenis,
guando comparado aos adultos, provavelmente pela relacdo entre o
desenvolvimento e a eficiéncia do sistema imunolégico. Em L. stagnalis foi
observado que os individuos crescem enquanto vivem e o numero total de
hemdcitos aumenta continuamente. Este aumento ndo € paralelo ao aumento do
volume do corpo, é exponencial. Caracéis juvenis possuem uma menor densidade
celular se comparados com os individuos adultos (DIKKEBOOM et al. (1984); VAN DER
KNAAP et al. (1993)). Os resultados descritos acima demostram um padrao parecido
com o presente estudo, em que a hemolinfa dos adultos teve uma maior densidade
de hemdcitos, e a dos jovens teve uma menor densidade. Todos os hemacitos, tanto
nos tecidos como na circulacdo, tém a capacidade de se dividir, mas é
especialmente nos jovens, que se caracterizam por terem hemdcitos pouco
diferenciados, que demostram atividade mitotica.

No trabalho de LOKER et al. (1987), com a espécie B. glabrata os autores nao
definiram os tipos de hemdcitos, mas realizaram a contagem do numero total de
hemdcitos em dois grupos e baseados no diametro da concha. Neste trabalho
(LOKER et al. 1987), observamos que os gastropodes menores, provavelmente mais
jovens, possuem uma densidade de hemdcitos um pouco maior do que 0sS
gastrépodes maiores. Resultado diferente do que o obtido com B. similaris e M.
abbreviatus, do presente estudo, onde a densidade de hemdcitos foi maior em
individuos considerados adultos, corraborando as afirmativas de GERARD et al.

(2005), e os trabalhos de DIKKEBOOM et al. (1984) e VAN DER KNAAP et al. (1993).
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Em outros trabalhos, como nos de JOENG & HEYNEMAN (1976) e ABDUL-SALAM
& MICHELSON (1980), com B. glabrata e o de OTTAVIANI (1992), com P. corneus, 0S
autores realizaram uma contagem do numero total de hemdcitos presentes na
hemolinfa, sem distin¢gdes se jovem, ou adulto. Os valores obtidos foram menores se
comparados aos resultados obtidos para as espécies deste trabalho. CHENG & GUIDA
(1980), estudando o gastropode Bulinus truncatus rohlfsi (Clessin, 1886) obtiveram
um resultado parecido com a densidade total de hemdcitos obtido para M.
abbreviatus.

Segundo GALLOWAY & DEPLEDGE (2001), a densidade e as funcdes dos
hemdcitos, como a fagocitose, por exemplo, poderiam ser afetadas por mudancas
nas condicbes do ambiente. Os padroes de resposta dos hemdocitos podem
depender do tipo de estressor, e poderiam, portanto, ser utlizados como

biomarcadores para discriminar entre alteracdes bioldgicas e quimicas do ambiente.
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5.2 Tecido hematopoiético

O tecido hematopoiético em ambas as espécies deste estudo, tanto de jovens
como dos adultos, é morfologicamente semelhante, localizando-se na mesma éarea
da regido renopericardica, dentro do saco pericérdico. Este resultado € corroborado
pelos trabalhos de KiNOTI (1971), LIE et al. (1975), RONDELAUD & BARTHE (1981),
JEONG et al. (1983) e Souza & ANDRADE (2006), que também identificaram o tecido
hematopoiético dentro da cavidade do manto, perto da regido renopericardica. Nos
trabalhos citados acima, os autores comentam sobre o formato do tecido, que
poderia ser ovoide ou em forma de rim. Em nosso estudo néo foi possivel determinar
um formato para esse tecido, ele parece estar presente em bandas, com
aglomeracdes celulares, sem distincdo de forma. A presenca de hiperplasia foi
observada apenas no tecido hematopoiético de gastropodes adultos da espécie B.
similaris.

A espessura do tecido hematopoiético entre jovens e adultos da espécie M.
abbreviatus, foi semelhante. Em B. similaris o tecido apresentou-se menos espesso
nos jovens que nos adultos, medindo um pouco mais que metade. Alguns trabalhos,
como de LiM & HEYNEMAN (1972), DIKKEBOOM et al. (1985a) e DIKKEBOOM et al.
(1985b), demostram que é natural haver diferencas entre o sistema imunoldgico de
jovens e adultos de uma mesma espécie, pois quando jovens, estes individuos
tendem a ser mais sucetiveis a possiveis infec¢cdes parasitarias e conforme

amadurecem se tornam mais resistentes as infeccoes.
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O tecido hematopoiético, também foi analisado em estudos que tinham como
objetivo observar as diferencas entre os 6rgdos de espécimes saudaveis e
infectados com digenéticos. KINOTI (1971), mediu o tecido hematopoiético de trés
espécies de Bulimus ndo infectados, e a espessura média foi maior do que as
encontradas para as espécies do presente estudo, tanto de jovens, como dos
adultos. RONDELAUD & BARTHE (1981), mediram o tecido hematopoiético da espécie
L. trunculata, e a espessura média também, foi um pouco maior do que o encontrado
para M. abbreviatus, e parecido com o valor encontrado para o tecido
hematopoiético dos adultos da espécie B. similaris. No trabalho de NoDA (1992), a
espessura meédia do tecido hematopoiético foi menor do que a do tecido
hematopoiético dos individuos adultos do presente estudo. No trabalho de Joky &
MATRICON-GONDRAN  (1985), os autores nao mencionaram medidas, mas
demonstram através de fotomicrografias que o tecido hematopoiético de individuos
da espécie B. glabrata, triplicavam de tamanho ao longo da infeccdo com
Echinostoma caproni Richard, 1964, e uma das conclusdes do trabalho foi que se
existe infeccao, iria existir mais células em mitose, e o tecido se apresentava com
hiperplasia.

A hematopoiesis € continua, mas as alteracbes ambientais podem causar
flutuacBes no tecido hematopoiético e na quantidade de hemdcitos presentes na
hemolinfa (VAN DER KNAAP et al. 1993). Entretanto, contrariando o estudo anterior,
SouzA & ANDRADE (2006) afirmaram que a aparéncia geral, normal do tecido
hematopoiético, ndo muda com a presenca de lesdes parasitarias.

Segundo PAN (1958), MATRICON-GONDRAN (1990), MONTEIL & MATRICON-

GONDRAN (1991), SMINIA (1972, 1974), os hemdcitos tiveram uma origem
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multicéntrica (no revestimento endotelial dos espagos vasculares e do tecido
conjuntivo frouxo). No entanto, para LIE et al. (1975) os hemdcitos sdo oriundos de
um tecido (6rgdo) hematopoiético. Segundo Souza & ANDRADE (2006), para se
considerar o tecido hematopoiético, como um tecido central (originando todos os
hemdcitos), teriamos que levar em consideracdo que os hemdcitos formados no
tecidos hematopoiético, ndo seriam capazes de se replicar em locais periféricos
(observamos neste estudo alguns hemdcitos livres na hemolinfa sofrendo mitose).
Caso contrério, o tecido teria de ser invadido por muitos hemdcitos quando uma forte
resposta contra materiais estranhos, ou parasitos estivesse acontecendo. Os autores
afirmam, também, que se a migracdo de hemdcitos se da a partir de um ponto
central para os varios locais de reacdo do corpo de um gastrépode, isso seria
refletido sobre os niveis de hemdcitos na circulacdo da hemolinfa. Assim, os
resultados obtidos neste estudo apoiam a hipétese do tecido hematopoiético como
um tecido central para a producdo de hemdcitos, mas também, colocamos como

possivel a existéncia de outros sitios produtores de hemdcitos.
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6. Consideragdes finais

Através das técnicas utilizadas neste estudo foi possivel diferenciar
morfologicamente trés tipos de hemdcitos: as células redondas, os hialinécitos e os
granulécitos, em B. similares e M. abbreviatus. Mas, para um entendimento mais
profundo, como de ultraestrutura e citoquimico dos hemécitos, sdo necessarios mais
estudos. Com a aquisicdo de novos detalhes, mais facil serd& o entendimento
funcional e estrutural destas células. Neste estudo, foi demostrado que os hemacitos
de M. abbreviatus e B. similaris, possuem densidade diferente da maioria das
espécies ja estudadas, sendo os hialindcitos os mais frequentes, tanto em jovens
guanto em adultos. Este resultado pode estar relacionado ao estado de saude
destes gastropodes, os mesmos aparentemente ndo tendo entrado em contato com
parasitos, ‘estando saudaveis’. Neste caso, também, seria interessante desenvolver
um estudo comparativo com gastropodes das mesmas espécies parasitados e nao
parasitados, para observar se realmente ha diferencas entre a densidade de
hemdcitos/ml, dos tipos de hemdcitos presentes na hemolinfa e no tecido
hematopoiético.

Apesar de alguns autores afirmarem que existem diferencas entre o sistema
de defesa dos gastrépodes jovens e adultos, neste estudo ndo observamos, com
clareza tais diferencas. Sendo a hemolinfa de jovens e adultos bastante
semelhantes, com algumas pequenas diferencas nos hemadcitos presentes. Outra

coisa, que foi muito similar entre os gastropodes jovens e adultos de ambas as



espécies, foi o tecido hematopoiético. O tecido se encontra no mesmo local (no saco
pericardico, na regido renopericardica) para ambas as espécies; possui morfologia
semelhante (em bloco, com aglomeracgdes celulares, e sem distingdo de forma), sua
espessura ndo diferiu muito entre os jovens e adultos de M. abbreviatus, sé o
tamanho do tecido de jovens e adultos de B. similares parecerem mostrar mais
diferenca, pois foi observado hiperplasia no tecido hematopoiético dos individuos
adultos de B. similaris. Observamos que talvez seja possivel haver, além do tecido
hematopoiético, outras areas capazes de originar hemdcitos, como dentro do
pericéardio.

Através destas informacdes fica evidente a necessidade de mais estudos com
essas espécies, ja que B. similaris € um molusco exotico, que serve como
hospedeiro intermediario para digenéticos parasitos de aves (P. gallinum) e de
bovinos (E. coelomaticum). E, M. abbreviatus é uma espécie nativa que pode servir
como bioindicador ambiental e como hospedeiro intermediario de A. costaricensis.
Estes dados preliminares podem servir de subsidio em estudos epidemiolégicos,
mostrando possivel susceptibilidade dos moluscos aos seus hospedeiros

intermediarios.
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