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RESUMO

TREVISANO, Gabriela Friani Vieira. Alteracdes imunoldgicas e histopatolégicas em Biomphalaria
glabrata SAY, 1818 (PULMONATA: PLANORBIDAE) infectada por Schistosoma mansoni
SAMBON, 1907 (TREMATODA: SCHISTOSOMATIDAE) e exposta a concentracdo subletal
do latex de Euphorbia milii (syn splendens) var. hislopii (Euphorbiaceae). 2017. 45p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

No Brasil a esquistossomose mansdnica acomete cerca de sete milhGes de pessoas e 25
milhdes estdo sob risco contrair a doenga. Uma das medidas de controle da esquistossomose é
0 uso de moluscicidas, dentre os naturais testados, o latex de Euphorbia milii var. hislopii
apresentou-se como potencial moluscicida em baixas concentragfes, enquadrando-se nos
critérios da OMS. Este trabalho tem por objetivo verificar as alteracfes imunoldgicas e
teciduais provocadas pela exposi¢do a concentracao subletal do latex de E. milii por 24 horas
em Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni. As analises foram feitas em
quatro grupos de moluscos: infectado por S. mansoni e exposto ao latex (IE), ndo infectado e
exposto ao latex (E), apenas infectado (I) e controle - sem infeccdo e exposicdo (C). As
alteragBes imunologicas foram analisadas individualmente em 10 moluscos de cada grupo,
através da quantificacdo e tipagem de hemacitos e producdo de 6xido nitrico. Em relacdo a
histologia, cinco moluscos de cada grupo foram separados para a andlise, atraves de cortes
longitudinais. Os resultados relacionados a contagem de hemdcitos foram: o grupo |
apresentou menor quantidade de hemdcitos, e o grupo IE a maior. Os grupos E e C ndo
apresentaram diferenca significativa. Foram encontrados trés tipos de hemdcitos: hialindcitos,
granuldcitos e células blésticas. Em todos os grupos a proporcao hialindcitos foi superior, C
(59,8%), E (47,5%), | (45,7%), IE (41,3%). Nos grupos E (28,4%), | (36,8%) e IE (31,7%) o
segundo maior tipo de hemacitos foi granulécitos, seguido por células blasticas em menor
proporcdo. No grupo C as células blasticas representaram 27,5%, seguido dos granulécitos
12,5%. Nao houve diferenca significativa entre os tipos celulares e os diferentes grupos
analisados em 24 horas. Comparando os tipos de hemdcitos em cada grupo, observamos
diferenca significativa entre o numero de células do tipo hialindcitos e blasticas tanto nos
grupos controle, como dos infectados. Com relagdo a producdo de 6xido nitrico (NO), os
moluscos do grupo C apresentaram uma quantidade superior comparado aos demais. Néo
houve diferenca na producdo NO comparando o grupo IE, com os grupos E e I. O grupo E
apresentou uma reducdo em comparagdo com o grupo I. A exposi¢do ao latex promoveu no
grupo IE, intensa proliferacdo de hemacitos no tentaculo, manto, mufla, glandula digestiva,
rim e ovotestes. Na glandula digestiva e no rim foram observadas reagdes granulomatosas em
torno dos esporocistos, caracteristica de moluscos refratarios a infeccdo. No manto, foi
observado destruicdo tecidual com esporocistos mortos. No grupo E também houve
proliferacdo hemocitaria no rim e na glandula digestiva, além de edemas na regido do
manto.Conclui-se que a concentracdo subletal do latex de E. milii influenciou a resposta
imune celular de uma linhagem suscetivel de B. glabrata a infec¢éo por S. mansoni, levando a
destruicdo dos parasitos no tecido como observado em linhagens de moluscos resistentes a
infeccdo.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, Euphorbia milii, hemdcitos.



ABSTRACT

TREVISANO, Gabriela Friani Vieira. Immunological and histopathological changes in
Biomphalaria glabrata SAY, 1818 (PULMONATA: PLANORBIDAE) infected by Schistosoma
mansoni SAMBON, 1907 (TREMATODA: SCHISTOSOMATIDAE) and exposed to the
sublethal concentration of latex of Euphorbia milii (syn splendens) var. hislopii (Euphorbiaceae).
2017. 45p. Dissertation (Master in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

In Brazil, schistosomiasis mansoni affects about 7 million people and other 25 millions are at
the risk contrating a disease. One of the ways to control schistosomiasis is the use of
molluscicides to control the intermediate host. Among the non-chemicals tested, latex
Euphorbia milii var. hislopii showed molluscicide potencial in low concentrations following
the criteria of WHO. This thesis aimed to verify Biomphalaria glabrata immunological and
tissue changes caused by exposure to a sublethal concentration of E. milii latex for 24 hours.
The analysis were made in 4 groups of mollusks : infected by S. mansoni and exposed to latex
(IE) uninfected and exposed to latex (E), only infected (I) and control — neither infected nor
exposed (C). The immunological analysis was made in 10 mollusks of each group through the
quantification, chracterization of hemocytes and production of nitric oxide. In relation to
histology, five mollusks of each group were separated to the analysis, through longitudinal
sections. The results related to the number of hemocytes were: group | presented the lower
number of hemocytes than others and group IE showed the significative increase comparing
with the others. The groups E and C did not present significative difference. Three types of
hemocytes were found: hyalinocytes, granulocytes and blast-like cells. In all the groups the
proportion of hyalinocytes was superior, C (59,8%), E (47,5%), | (45,7%), IE (41,3%). In
groups E (28,4%), | (36,8%) and IE (31,7%) the second greatest type was granulocytes
followed by blast-like cells in lower proportion. In group C the blast-like cells represented
27,5%, followed by granulocytes 12,5%. There was no significant difference among the cell
types and the different groups analyzed in 24 hours. Comparing the types of hemocytes in
each group significant difference was observed between the number of cells of the type
hyalinocytes and blast-like in the control and infected group. Concerning the NO production,
the mollusks of group C showed an increase comparing with the others. There was no
difference in the NO production comparing the group IE with the groups E and I. Whereas the
group E presented a reduction in relation to the group I. The E.milii latex exposition
promoted, in the group infected by S. mansoni a great proliferation of hemocytes in the
tentacles, mantle, mufla, digestive gland, kidney and ovotestis. In the digestive gland and the
kidney were observed granulomatous reactions around the sporocysts, characteristics of
mollusks resistant to the infection. In the mantle, tissue destruction with dead sporocysts was
observed. In the uninfected group and exposed, there was also proliferation of hemocytes in
the kidney and the digestive gland, besides of this we observed edema in the mantle area. We
conclude that the sublethal concentration of the latex of E. milii influenced the immune
response of the suscetible lineage B. glabrata to infection by S.mansoni, promoving the
destruction of parasites as observed in resistant snails.

Key words: Biomphalaria glabrata, Euphorbia milii, haemocytes.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € considerada uma doenca tropical negligenciada (DTN), afeta
mais de 230 milhdes de pessoas em todo o mundo, ndo sendo atrativa a grandes investimentos
de industrias farmacéuticas e de biotecnologia (ROFFATO et al., 2011). A contaminacgdo €
complexa devido aos diversos fatores envolvidos como: presencga do hospedeiro intermedirio
(caramujos do género Biomphalaria spp. infectados pelo Schistosoma mansoni); presenca do
hospedeiro definitivo (homem e outros mamiferos); condi¢es socioeconémicas e culturais;
modo de vida (ocupacdo e lazer); escassez de saneamento basico e de projetos eficientes de
educacao em salde para a populacdo exposta ao risco (BRASIL, 2011).

E estimada pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), desde 1997, como a segunda
doenca parasitaria mais prevalente no mundo, ficando atrds apenas da maléria. Segundo o
indice DALY (Disability-Adjusted Life Years), anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade, o impacto global da esquistossomose é de 5,8 milhdes de anos de vida perdidos.

A esquistossomose é uma parasitose encontrada em 54 paises da Africa, Asia e das
Américas. Na Ameérica Latina é presente na Venezuela, nas ilhas do Caribe, Suriname e no
Brasil. O dltimo € o pais com maior area endémica das Américas com 19 estados incidentes.
Estima-se que sete milhdes de pessoas estejam infectadas e 25 milhdes correm o risco de
adquirir a doenca. Os estados de maior incidéncia sdo: Alagoas, Maranhdo, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais. No Par3,
Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goias e
no Distrito Federal, a transmisséo é focal (KATZ & PEIXOTO, 2000; BRASIL, 2014). Esta
doenca apresenta importancia médica e veterindria, visto que ha casos de infeccdo e
manutencdo do ciclo em roedores silvestres (Holochilus brasiliensis e Nectomys squamipes) e
de produc¢édo, como os bovinos.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apresenta um plano estratégico com trés
metas com previsdes para até 2025: 1- Controle da morbidade causada pela esquistossomose
(até 2020), 2- eliminacdo da doenca como um problema de salde publica e 3- interrup¢do da
transmissdo. Desde 2001, o Brasil participa da Resolu¢cdo WHAG5-21, da OMS que se propde
eliminar a transmissdo da esquistossomose no mundo. O objetivo principal do projeto no
Brasil é eliminar a doenca como problema de saude publica nas areas endémicas e reduzir o
percentual de positividade para menos de 5%. Ja nas areas de baixa endemicidade, o objetivo
é interromper a transmissao.

Para tal algumas medidas sdo propostas como: diagnostico, tratamento dos individuos
infectados, acGes educativas para a populagdo exposta ao risco, obras de engenharia de saude
publica, intervencbes no meio ambiente para interromper o ciclo de transmissdao, com uso de
moluscicida ou controle biologico. Sendo que a aplicacdo de métodos quimicos no controle
dos moluscos é recomendada como medida auxiliar nos locais em que os focos apresentam
importancia epidemiolégica e quando as obras de engenharia sanitaria ndo sdo viaveis.

O uso de moluscicidas é uma das medidas interventivas preconizadas para o controle
da esquistossomose ou produtos que possam reduzir a transmissao do ciclo veiculado na agua.
Produtos de origem sintética, como a Niclosamida, nome comercial Bayluscide®, sao
utilizados, porém essa substancia ocasiona danos em organismos nao alvos da flora e da
fauna, genotoxicidade e efeitos carcinogénicos, além do custo alto.



Por conta disto, os moluscicidas de origem vegetal, como o latex de Euphorbia milii
var. hislopii, surgiram como uma alternativa biodegradavel, de baixo custo e menos agressiva
ao ambiente e a outros organismos ndo alvos. Além disso, o latex de E. milii se enquadra nos
critérios estabelecidos pela OMS, para ser usado como moluscicidas em programas de
controle da esquistossomose. Torna-se fundamental estudos para o conhecimento do impacto
da aplicacdo deste produto no recurso hidrico e de sua acdo na relacdo parasito/ hospedeiro e
ambiente, para que a aplicagdo do moluscicida tenha 0 maximo de eficicia e 0 menor dano ao
ambiente.

Este trabalho teve por objetivo investigar possiveis alteracbes imunoldgicas e
histopatolégicas em B. glabrata infectada por S. mansoni e exposta a concentragédo subletal do
latex de E. milii var. hislopii. Sendo realizado através da quantificacdo e caracterizacdo de
hemdcitos, dosagem de 6xido nitrico na hemolinfa e anélise histopatoldgica do tecido de B.
glabrata ndo infectada e infectada por S. mansoni e exposta ao latex. Com intuito de
complementar os estudos no auxilio ao controle da transmissdo da esquistossomose
mansonica no Brasil.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomphalaria spp.

Os hospedeiros intermediarios da esquistossomose no Brasil estdo inseridos
taxonomicamente no filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem
Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria. Deste género trés espécies sdo
encontradas infectadas naturalmente por Schistosoma mansoni: Biomphalaria glabrata (Say,
1818), Biomphalaria tenagophila (D’orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker,
1848). As espécies Biomphalaria peregrina (D’orbigny, 1835), Biomphalaria amazonica
(Paraense, 1966) e Biomphalaria cousini (Paraense, 1966), sdo consideradas hospedeiras em
potencial deste helminto, pois foram infectadas experimentalmente (PARAENSE, 2011).

A espécie B. glabrata é considerada a hospedeira intermediaria de S. mansoni de
maior importancia nas Ameéricas, pois apresenta altos niveis de infec¢do, capacidade de
adaptacdo as diferentes condi¢Ges ambientais, sobrevivendo a secas periodicas e resistindo a
dissecacdao, além de ampla distribuicdo geografica, associada geralmente a presenca da
esquistossomose. Podem colonizar grande diversidade de ambientes limnicos, 4gua parada ou
com pouca correnteza (SOUZA & LIMA, 1990; CARVALHO et al., 2007).

Os moluscos do género Biomphalaria apresentam concha planispiral, com seis a sete
giros, como no caso da espécie B. glabrata que é a maior da familia chegando a medir 40 mm
(Figura 1). S&o hermafroditas, como todos os planorbideos, realizam fecundacéo cruzada ou
auto-fecundacdo, sendo a primeira preferencial. O sistema genital destes organismos €
formado pelo ovoteste, 6rgdo que produz células germinativas femininas e masculinas (Figura
2). Ele € composto de vesiculas, onde se desenvolvem as células reprodutoras femininas e
masculinas, que sdo langadas no canal coletor que se estreita constituindo o ovispermiduto,
emissor de diverticulos, que formam as vesiculas seminais (onde acumulam e amadurecem 0s
espermatozoides). Em seguida estreita-se e desemboca em uma pequena bolsa (encruzilhada
genital), onde o sistema é dividido em dois ramos, o feminino (composto pela glandula de
albumen, oviduto, glandula nidamental, Utero, vagina e espermateca) e o masculino
(espermiduto, préstata, canal deferente e complexo peniano) (PARAENSE, 2008).



Figura 1 - Exemplar de Biomphalaria glabrata
(Laboratorio de Awvaliagdo e Promocdo da Salde
Ambiental (LAPSA)/Instituto Oswaldo Cruz
(I0C)/Fundacao e Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)).
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 2 — Biomphalaria sp.: parcialmente dissecada: 6rgaos
hermafroditas, ¢&rgdos femininos, 06rgdos masculinos.
Ganglios nervosos (sn), glandula salivar (gs), glandula de
albimen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal
(tr), crista renal (cr), pericardio (pc), colar ou borda do manto
(cm), ureter (ur), meato do ureter (mu), cavidade pulmonar
(cp), saco bucal (sb), es6fago (ef), estbmago (est), intestino
(i) e glandula digestiva (gd). Estruturas hermafroditas: canal
coletor do ovoteste (cc), vesicula seminal (vs), ovispermiduto
(od) e ovoteste (ot); estruturas masculinas: bainha do pénis
(bp), canal deferente (cd), prostata (pr), prepucio (pp) e
espermiduto (ed); estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo),
espermateca (es), canal da espermateca (ces), glandula
nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va), bolsa vaginal (bv)
e Utero (ut) (PARAENSE & DESLANDES, 1955. In:
THIENGO & FERNANDEZ, 2008).



Para diferenciar as espécies do género Biomphalaria sdo levadas em consideragdo as
seguintes caracteristicas: tamanho e tipo de abertura da concha, presenca ou auséncia de
carena, numero de diverticulos no ovoteste, presenga ou auséncia de crista renal no tubo renal,
vesicula seminal ou prostata, caracteres da parede vaginal (expandida em bolsa ou néo;
auséncia ou presenca de enrugamento), relacdo do tamanho do pénis com o prepucio e entre o
diametro da bainha do pénis e o canal deferente (PARAENSE, 1975; 2008).

Os moluscos planorbideos possuem sistemas respiratdrio, circulatdrio, digestorio e
nervoso. A respiracdo se da através do saco pulmonar virtual, sendo a troca gasosa realizada
pelo tecido conjuntivo frouxo. Enquanto que, a respiracdo aquatica é feita pela
pseudobranquia. O sistema nervoso é composto por um conjunto de ganglios e conexdes
nervosas, localizados atrds do saco bucal (SANTHANAGOPALAN & YOSHINO, 2000). O
sistema digestério € completo, iniciando-se na cavidade bucal, es6fago, que se apresenta
como um canal condutor do alimento para o estdmago. O estbmago se comunica com a
glandula digestiva, principal 6rgdo do sistema digestorio dos moluscos encarregado da
absorcdo e do acimulo de reservas de energia, sob a forma de glicogénio. Os residuos sélidos
da digestdo sdo levados para o intestino e eliminados para o meio externo (PARAENSE,
2001).

Apresentam hemolinfa vermelha, rica em hemoglobina. A circulacdo hemolinfatica é
realizada através do bombeamento do coracdo, formada por um &trio e um ventriculo. A
hemolinfa rica em hemoglobina oxigenada chega ao coracao atraves da veia pulmonar e sai
pela aorta, que a distribui para todo o corpo. O soro passa pelo canal renopericardio, a fim de
ser filtrado pelo rim. Depois de absorvidos o0s elementos organicos necessarios, o restante do
soro desce para o terco final do manto, transformando-se em urina, que € eliminada pelo
meato do ureter (PARAENSE, 1975).

2.2 Relagdo Schistosoma mansoni e Biomphalaria spp.

O S. mansoni é um helminto pertencente ao filo Plathyhelminthes, classe Trematoda,
subclasse Digenea, familia Schistosomatidae, género Schistosoma. Ele apresenta ciclo de vida
complexo, tem como hospedeiro intermediario moluscos do género Biomphalaria. Para que o
parasito se desenvolva com sucesso no hospedeiro intermediario dependera de alguns fatores
como: encontrar e penetrar em hospedeiros compativeis, adaptar-se as condigdes de estresse
relacionados a variagdes da fisiologia dos moluscos (osmolaridade, pH, concentragdo de
oxigénio e de gas carbonico e concentracdo de glicose); obter nutrientes adequados para o seu
crescimento e reproducédo; escapar dos mecanismos de destrui¢cdo do sistema de defesa dos
hospedeiros (NEGRAO-CORREA et al., 2008).

A infecgdo se d& por meio da penetracdo ativa das larvas ciliadas de S. mansoni, 0s
miracidios, em qualquer parte mole de Biomphalaria spp. (geralmente base dos tentaculos e
massa cefalopediosa). O miracidio atravessa o epitélio do hospedeiro, no processo de
penetragdo sofre mudangas morfofisioldgicas transformando-se em esporocisto primario e
este permanecera no tecido fibromuscular proximo ao local de penetragdo. Do 14° ao 21° dias
originam 0s esporocistos secundarios, que migram para a glandula digestiva do molusco.
Neste 6rgdo os esporocistos sofrem modificagdes e suas células germinativas se transformam
em cercarias (PEREIRA et al., 1984). No caso de S. mansoni, a fase sexuada pode ocorrer em
algumas espeécies de mamiferos, inclusive o homem, que € seu principal hospedeiro definitivo,
enquanto que a fase de evolucao de esporocisto para cercaria, fase assexuada de reproducéo,
restringe a poucas espécies de Biomphalaria spp.



Aproximadamente ap6s trés semanas de infec¢do as cercérias saem pelo tegumento do
molusco e entram em contato com o ambiente limnico. Diversos estimulos ambientais (como
temperatura, luminosidade) e sinais quimicos (L-arginina da epiderme do hospedeiro
definitivo) estimulam a natacdo das cercarias, direcionando-as para proximo do hospedeiro.
Ao penetrar no corpo do hospedeiro mamifero ocorrem intensas modificagdes ultraestruturais
e fisiologicas no parasito, as cercarias se transformam em esquistossdmulos. Que se deslocam
em direcdo a derme e saem por via sanguinea ou linfatica. Ao sairem da pele passam pela
pequena circulacdo, chegam aos pulmdes e posteriormente ao figado. Local onde amadurecem
e acasalam, ap6s migram em dire¢do aos vasos mesentéricos para a postura dos ovos. Estes
atravessam a mucosa intestinal e posteriormente sdo liberados junto com as fezes. Eles
contém internamente o0 miracidio que no meio aquatico eclode, nadam a procura do
hospedeiro intermediario, fechando assim o ciclo (LENZI et al., 2008).

A compatibilidade entre S. mansoni e seu hospedeiro intermediario é influenciada por
fatores comportamentais e fisiolégicos do molusco. O nivel de susceptibilidade de
Biomphalaria a linhagem de S. mansoni pode ser determinado por diferencas genéticas
(BASCH, 1976). Segundo Newton (1952) a susceptibilidade de B. glabrata a S. mansoni esta
associada ao caréater hereditario, que provavelmente esta atrelado a fatores genéticos. Dentre
as trés espécies hospedeiras de S. mansoni no Brasil, B. glabrata é considerada a mais
susceptivel e a B. straminea € identificada como a mais resistente, apesar de haver diferengas
entre as linhagens dos diferentes locais (FERNANDEZ & THIENGO, 2002).

Outro fator que influencia a susceptibilidade é a atividade do sistema imune dos
caramujos. Visto que, a sobrevivéncia do parasito no interior do hospedeiro durante a infeccédo
pode ser definida pela composicdo celular da hemolinfa e a capacidade de ativacdo destas
células (NEGRAO-CORREA et al., 2008).

2.3 Sistema Imune dos Moluscos

Os moluscos, assim como invertebrados ndo possuem resposta imune adquirida capaz
de realizar selecdo clonal e produzir anticorpos, entretanto o sistema imune desses
invertebrados é capaz de remover de forma rapida e eficaz qualquer corpo estranho presente
dentro do seu organismo (COUSTAU & YOSHINO, 1998). Parte dos fenémenos
imunoldgicos esté atribuida & imunidade celular associada a células denominadas hemdcitos
presentes na hemolinfa (FRIED, 2016).

O sistema interno de defesa (SID) dos invertebrados € capaz de reconhecer e destruir
agentes infecciosos. Hoffmann (2003) demonstrou muita similaridade entre a resposta de
defesa inata de vertebrados e o sistema interna de defesa dos invertebrados. Nos caramujos a
reposta inata € bem desenvolvida, subdividida em defesa humoral e celular. E o SID é
composto pelos hemacitos, elementos celulares, e por fatores solGveis presentes na hemolinfa
(BAKER, 1945; PARAENSE, 1970). Estas células sdo capazes de realizar o encapsulamento,
fagocitose e liberagcdo de substancias citotoxicas, que sdo essenciais no processo de morte e
eliminacdo dos patdgenos invasores (BARRACCO, 1993).

Os hemocitos sdo andlogos na sua forma e fungdo aos macréfagos dos vertebrados,
podem estar livres, circulantes na hemolinfa ou fixos nos tecidos (CAVALCANT]I, 2011). O
local de origem destas células ainda nao foi estabelecido, alguns trabalhos sugerem a origem
multicéntrica (WAGGE, 1955; CONNORS, 1995; SOUZA & ANDRADE, 2006), enquanto
que outros acreditam que uma estrutura localizada na regido renopericardia, o 6rgdo produtor
de amebdcitos (APO), seja o sitio de origem dos hemacitos (LIE & HEYNEMAN, 1975; LIE



et al., 1975; CHENG, 1977). Souza & Andrade (2012) apontam que essas células sdo
formadas em locais diferentes nos caramujos, como dentro do tecido conectivo e sistema
vascular ou no APO, localizado perto do rim, entre o pericardio e o epitélio posterior do
manto.

A hipétese de existéncia de varias subpopulacBes de hemdcitos circulantes na
hemolinfa de Gastropoda tem sido muito aceita. Inicialmente as classificacdes dessas células
em Biomphalaria eram baseadas na aderéncia destas aos diferentes substratos (JOHNSTON
& YOSHINO, 2001). Hoje outros critérios sdo levados em consideracdo para classificar os
tipos hemocitos como granularidade, tamanho da célula, marcadores bioquimicos e de
superficie celular, caracteristicas ultra-estruturais, morfologia, caracterizacdo do nucleo,
dentre outros (MARTINS-SOUZA et al., 2006; 2009; CAVALCANTI et al., 2012).

Cheng (1975) e Yoshino (1976) identificaram a existéncia de dois tipos celulares,
granuldcitos e hialindcitos. A maioria dos autores também distingue em duas subpopulacdes
de hemdcitos circulantes (LIE et al., 1987; BARROCO et al., 1993; BORGES & ANDRADE,
2003). Os granuldcitos como sendo células que medem 7 a 11 pum de didmetro, ndcleo
excéntrico, esférico ou reniforme, nucléolo proeminente. O citoplasma granular, protegido por
uma membrana bem definida, rico em organelas. Estas células emitem numerosos
prolongamentos citoplasmaticos, delgados e longos (filopodios). Sdo funcionalmente
semelhantes aos macrofagos de mamiferos (BAYNE et al., 1980). Os hialindcitos sdo
geralmente menores, medindo 4 a 8 um de diametro, citoplasma contendo raras organelas,
ndo apresentam granulos e auséncia de pseudopodes extensos (BARROCO et al., 1993).

Outros autores como Matricon-Gondran & Letorcart (1999) identificaram trés
subpopulacdes de hemdcitos presentes na hemolinfa de B. glabrata: hemdcitos grandes,
hemdcitos de tamanho médio e os pequenos hemdcitos. Essa classificacdo foi baseada no
tamanho das células e nas caracteristicas ultraestruturais.

Um estudo mais recente indica a existéncia de outros subtipos de hemdcitos.
Cavalcanti et al. (2012) propds cinco subtipos de hemdcitos presentes na hemolinfa de B.
glabrata: células blasticas (Figura 3A), granulécitos (Figura 3B) e hialindcitos (Figura 3C)
de trés tipos I, Il e 11l. As células blasticas apresentam nicleo grande que ocupa quase toda a
célula, com caracteristicas de células jovens ou de células precursoras de outros hemacitos, 4-
5 pum de tamanho. Os granul6citos medem 7-8 pum, sdo células polimorficas, varia de esférico
a fusiforme, preenchidos com granulos basofilos. Ja os hialindcitos do tipo | sdo células,
polimorficos, nucleo central, 7-12 um de tamanho. Os de tipo Il variam 9-10 pum de didmetro,
formato oval, nucleo excéntrico. E os hialindcitos tipo Il é o maior tipo de hemacito, que
varia de 10-12 um, formato esférico a oval, nucleo grande e esférico.



Figura 3 — Microscopia de luz e microscopia de contraste de interferéncia diferencial de
hemacitos de Biomphalaria glabrata. A: Célula blastica, N = nlcleo grande e central; B:
Granuldcito, as setas indicam os granulos; C: Hialindcito, as setas representam pseuddpodes.

Barras = 10 um (CAVALCANTI, 2011).



A resposta humoral em Biomphalaria ndo é muito bem esclarecida. O mecanismo de
defesa humoral nos moluscos inclui a presenca e a acdo de enzimas, aglutininas, fatores
antimicrobianos e substancias com acdo semelhante as linfocinas (ZELCK et al., 1995). Os
componentes de resposta humoral sdo capazes de modular a atividade dos hemacitos
(CONNORS et al., 1995).

Os fatores envolvidos na reposta humoral podem ocasionar lise na célula alvo além de
desempenhar véarios papéis na defesa interna do molusco (LEIPPE & RENWRANTZ, 1988).
As substancias presentes na hemolinfa de B. glabrata sdo capazes de promover a aglutinacéo
de hemdcitos em torno dos esporocistos de S. mansoni (LOKER et al., 1984). Fryer & Bayne
(1996) sugerem que fatores humorais participam no mecanismo de reconhecimento e
opsonizacao das particulas, o que pode favorecer o processo de fagocitose em B. glabrata.

Segundo Richard & Renwrantz (1991), as lectinas de moluscos sao sintetizadas pelos
hemacitos e podem ser liberadas na hemolinfa ou serem expressas na superficie das células
circulantes onde carboidratos sdo capazes de agir como receptores. Estas substancias com
capacidade aglutinante podem auxiliar a elucidar a relagdo caramujo-parasito, sendo sua
atividade evidente em linhagens resistentes ao S. mansoni, e ausente em B. glabrata suscetivel
(FRYER et al., 1989). Sendo assim, a destrui¢do do esporocisto de S. mansoni em B. glabrata
através da resposta imune humoral é tdo importante quanto a celular (GRANATH &
YOSHINO, 1984).

Com relacdo a resposta celular nos moluscos, 0os hemocitos sdo 0s principais
mediadores do sistema. Apresentam variadas fungdes como fagocitose de particulas,
microorganismos ou encapsulando grandes invasores, como € o caso das larvas de helmintos
(ADEMA et al., 1997). Realizam processo de pinocitose, formagdo de granulomas,
coagulacdo da hemolinfa e cicatrizacdo (WAGGE, 1955). Além disso, sdo responsaveis pelo
transporte de célcio, visando o reparo do tecido (RATCLIFFE, 1985) e de produzir
carboidratos, proteinas e peptideos que atuam na resposta humoral.

Aspectos histopatologicos sdo diferentes em moluscos suscetiveis e resistentes a
infeccdo. Em moluscos susceptiveis ha a presenca de um grande nimero de parasitas
resultando na dissociacdo e compressdo de estrutura do hospedeiro, principalmente nas
glandulas digestivas, ovoteste e tdbulos renais. Enquanto que em caramujos resistentes
aparecem extenso infiltrado de hemdcitos, em torno de esporocistos em desintegracdo,
podendo apresentar lesdo encapsulante, o granuloma. Esta lesdo é formada pela disposicéo
concéntrica dos hemécitos em torno de parasitos que podem ser estar degradados (NEGRAO-
CORREA et al., 2008).

Acreditava-se que o0s invertebrados desenvolviam resposta inata limitada no
reconhecimento de patdgenos. Hoje ja se sabe que alguns invertebrados apresentam proteinas
capazes de reconhecer diferentes patdgenos, ou seja, de diferenciar o préprio do nao proprio,
0 que contribui para uma resposta imune mais apropriada (NEGRAO-CORREA et al., 2008).

O processo de sinalizacdo celular em invertebrados € pouco conhecido. A transducéo
de sinais em gastropodes envolve varias proteinas celulares e receptores presentes em
hemocitos (TIERNEY, 2001). Os receptores podem ser agrupados em categorias: lectinas,
integrinas e fatores de crescimento (TORGERSEN et al., 2002). Muitos receptores celulares
que quando ativados desencadeiam processo de opsonizacdo, fagocitose, processo
inflamatorio, apoptose entre outros (VALANNE et al., 2011).

Em invertebrados o processo de fagocitose € uma reposta de defesa celular primaria.
Este processo de defesa ocorre contra materiais inertes ou organismos com virus, bactérias,
protozoarios, fungo e até mesmo helmintos (LAVINE & STRAND, 2002). Os hemdcitos
contém estruturas que se assemelham aos lisossomos, que se fundem com vesiculas



endossdmicas, onde ocorre a degradacdo do material fagocitado (VARGAS-ALBORES &
BARRACO, 2001).

Os mediadores de provavel reconhecimento de células fagociticas sdo a interacéo
lectina/carboidrato, j& que o0s invertebrados ndo possuem anticorpos nem sistema
complemento. Esse tipo de reconhecimento foi observado em Biomphalaria glabrata
(MARTINS-SOUZA et al., 2006). Ao longo do estimulo que leva a da fagocitose ocorre a
ativacdo dos hemdcitos, que se d& atraves de alteracBes da superficie celular, que se
apresentam como extensdo do citoesqueleto, extensdo de pseuddpodes e filopodes, alteracdes
mitocondriais. Essa ativacdo celular ocorre rapidamente e dependerd do grau do estimulo
(MATRICON-GONDRAN & LETOCART, 1999).

O processo de encapsulagdo acontece quando o corpo é muito grande para ser
fagocitado, como € o caso das larvas de helmintos, ocorre uma aglomeracdo de hemacitos
formando uma cépsula em torno do agente invasor e subsequentemente sdo lesados por
metabolitos secretados pelos hemacitos (ADEMA et al., 1997). Esse tipo de reacdo é comum
em B. glabrata, encapsulam esporocistos de S. mansoni formando reagdo granulomatosa em
torno dessas larvas (BORGES & ANDRADE, 2003).

Apos a penetragdo de S. mansoni nos moluscos, ocorre imediatamente a encapsulagdo
dos miracidios, que é determinante para sobrevivéncia ou morte do parasito no hospedeiro
(LOKER et al., 1982; VAN DER KNAAP & LOKER, 1990). Sendo que este processo pode
ser modificado por vérios fatores: nutricdo do vetor, viruléncia da cepa do parasita,
quantidade de hemdcitos na hemolinfa, aspectos ambientais e nimero de miracidios que
penetram no hospedeiro (BASCH, 1976). Segundo Bayne et al. (1984), os hemdcitos de B.
glabrata suscetiveis ou resistentes a infeccdo sdo capazes de encapsular os esporocitos de S.
mansoni, mas s6 hemacitos de linhagens resistentes podem gerar danos a membrana dos
esporocistos.

Outro mecanismo envolvido na destruicdo/morte do parasito é a producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS) pelos hemadcitos. Essas células em gastropodes
produzem ROS, de forma semelhante a citotoxicidade oxidativa de macr6fagos de mamiferos,
em resposta a infeccdo por trematdédeos (DIKKEBOOM et al., 1988). Tal processo foi
observado em hemacitos de B. glabrata quando infectada por S. mansoni, caso a producédo de
ROS pelos hemacitos seja inibida € possivel verificar um comprometimento dos hemaocitos
em matarem o parasito (ADEMA et al., 1994).

Uma dessas moléculas é o 6xido nitrico (NO — nitric oxide), uma das mais simples e
menores moléculas biossintetizadas (MORRIS & BILLIAR, 1994), sendo um radical livre,
gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio, tendo
um elétron desemparelhado (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Ele € o principal mediador
citotoxico de ceélulas imunes efetoras ativadas e uma das mais importantes moléculas
reguladoras do sistema imune (HIBBS et al., 1988).

O NO é produzido a partir da arginina por acdo da enzima oxido nitrico sintetase
(NOS - nitric oxide synthase). E considerado potencialmente toxico, sendo a toxicidade
presente em situacdes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do oxigénio e
deficiéncia do sistema antioxidante (DUSSE et al., 2003).

Muitos tipos de células fagocitarias de invertebrados possuem a 0xido nitrico sintetase
(NOS), que atua na producao de 6xido nitrico (NO) a partir de oxigénio molecular e arginina.
Um estudo sobre a morte de larvas de trematodeos por hemdcitos de B. glabrata, verificou
que a adicdo de L-NAME, inibidor da enzima NOS e com isso a producdo de NO, foi capaz
de inibir a mortalidade de esporocistos do trematodeo por hemdcitos de B. glabrata resistente
(HAHN et al., 2000). Segundo Martins-Souza et al. (2006), os hemdcitos de Biomphalaria



infectados ou ndo pelo S. mansoni podem produzir NO, na presenca de antigenos soltveis de
ovos (SEA) de S. mansoni ou de esporocistos transformados in vitro.

2.4 Moluscicidas: Uma das Medidas para o Controle da Transmissdo da
Esquistossomose

Algumas atividades sdo propostas pelo Ministério da Saude a fim de interromper a
transmissdo da esquistossomose como: diagndstico, realizado através de exame
coproparasitoldgico, sorolégicos e outros disponiveis; tratamento dos individuos infectados
com Oxaminiquine e/ou Praziquantel; intervengdes no meio ambiente para interromper o ciclo
de transmissdo, com uso de moluscicida ou controle biologico; além de educacdo para
populacdo sob o risco, obras de engenharia de Salde Publica (construcdo de canais,
drenagens, aterros, instalacdo da agua encanada e obras de saneamento basico) (BRASIL,
2011; 2014).

O uso de moluscicidas ou produtos veiculados na agua que possam reduzir a
transmisséo do ciclo se enquadram como medida interventiva de controle da esquistossomose.
No Brasil, os moluscicidas comecgaram a ser empregados para controle desta doenca em 1976,
com a criagdo do Programa Especial para Controle da Esquistossomose (PECE) pela
Fundacdo Nacional da Saude (FNS) (MACHADO, 1982). Inicialmente foram usados
produtos sintéticos, como a Niclosamida (Bayluscide ®), porém apesar de sua eficacia como
moluscicida, essa substancia pode ocasionar danos em organismos ndo alvos da flora e da
fauna, genotoxicidade e efeitos carcinogénicos. Além do alto custo do produto, possibilidade
de recolonizacdo dos hospedeiros intermediarios apds a interrupcdo do tratamento, alta
toxicidade e a resisténcia desenvolvida nos individuos do género Biomphalaria. S&o fatores
limitantes para o uso constante em programas oficias de controle em larga escala (MELLO-
SILVA etal., 2006; HAMED, 2010).

Devido essas questdes, alguns compostos de origem vegetal tém sido testados como
moluscicidas naturais, levando em consideracdo os seguintes quesitos: serem biodegradaveis,
mais baratos, ndo causarem danos a organismos ndo alvos e que tenham acdo em baixas
concentragdes (MELLO-SILVA et al., 2006; AUGUSTO et al., 2012). Jurberg et al. (1989),
fizeram levantamento de 340 espécies de plantas, e as que apresentaram maior potencial
moluscicida pertenciam a familia Euphorbiaceae e Sapindaceae. A Euphorbia milii (syn.
splendens) var. hislopii entre elas teve destaque por sua agdo moluscicida em concentragoes
menores que 0,5 mg/L, oito vezes menor do que a concentracdo para peixes
(VASCONCELLOS & SCHALL, 1986).

E. milii € um arbusto, comumente chamado de coroa-de-cristo, originario de
Madagascar (Africa) e apresenta de facil cultivo (CORREA, 1984; SCHALL et al., 2001). O
latex desta planta € uma emulséo aquosa, composta por lipidios, resinas, agucares, proteinas e
enzimas (EL MOUSSAQUI et al., 2001). A miliamina L é um dos componentes bioativos
presentes no latex com maior eficiéncia, com letalidade de 90% quando usado em solucao
0,001 ppm (ZANI et al., 1993). O potencial desse componente é até 100 vezes mais ativo que
Bayluscide®, nas doses indicadas para o controle de B. glabrata (ZANI et al., 1989).
Vasconcellos & Schall (1986) testaram a acdo moluscicida do latex de E. milii em B. glabrata
e B. tenagophila, em concentracbes menores que 0,5 ppm, obtiveram resultados promissores,
0 que possibilitou o deposito da patente de coleta, uso e armazenamento em 1990 no Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ).



A acdo do latex do E. milii foi verificada em baixas concentracBes para a espécies do
género Biomphalaria e Lymnaea, em estudos laboratoriais e de campo, consolidando seu uso
como possivel moluscicida. Foram analisados a fotodegradabilidade, estabilidade (geogréfica
e anual), efeitos carcinogénico, mutagénico, embriotoxico, teratogénico e ecotoxicologico
(SOUZA et al., 1997; OLIVEIRA-FILHO et al., 1999; VASCONCELLOS & AMORIN,
2003a; 2003b). Alem disso, o latex de E. milii se enquadrar nos critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para uso como moluscicida em programas de controle
da esquistossomose (WHO, 2002).

Alguns trabalhos relatam alteracBes bioquimicas nos depositos de carboidratos e
proteinas, na biologia reprodutiva de B. glabrata infectada por S. mansoni, quando expostas
ao latex E. milii. Verificaram que o latex provoca reducdo dos estoques glicidicos na massa
cefalopediosa e glandula digestiva, altera o perfil de excre¢do dos produtos nitrogenados,
com aumento no nivel de ureia e reducdo dos niveis de acido urico, além de reducéo
significativa na atividade reprodutiva (MELLO-SILVA et al., 2007; LIMA et al., 2012;
AUGUSTO et al., 2015). Também foram realizados estudos comportamentais, demonstrando
a biodegradacdo do produto nos moluscos também, sendo possivel voltar aos padrbes
locomotores comportamentais apds 30 dias de exposicdo ao produto (ALBERTO-SILVA,
2016).

Estudos relacionados a acao do latex de E. milii em massas ovigeras de B. glabrata e
sobre as formas evolutivas, miracidios e cercarias de S. mansoni, identificaram uma dose letal
muito maior do que a aplicada para os moluscos, faixa de 10-100 mg/L. Para os ovos do
molusco, a concentracdo que o latex comeca a ter efeito embriotdxico foi de 870 mg/L, sendo
doses muitos altas para serem aplicadas no ambiente (DE CARVALHO et al., 1998;
SCHALL et al., 1998).

A acdo do latex é similar entre os moluscos ndo infectados e infectados por S.
mansoni, sendo que, quando estes animais encontra-se infectados os efeitos sdo mais
acentuados e a mortalidade é maior. Configurando uma ag&o seletiva do latex de E. milii,
onde os moluscos infectados sdo mais sensiveis a aplicacdo do latex (MELLO-SILVA et al.,
2010; LIMA et al., 2012).

Augusto et al. (2015), expbs ovos e miracidios de S. mansoni e B. glabrata infectada a
CLso (concentracdo subletal) do latex de E. milii, verificaram uma reducdo significativa na
eliminacdo de cercarias nos moluscos. E quando as cercarias foram expostas ao mesmo latex,
estas foram capazes de infectar hospedeiros definitivos, mas o nimero de vermes adultos
formados em camundongos e a quantidade de ovos eliminados por eles diminuiram
significativamente. O latex alterou a dindmica parasitaria de S. mansoni nos diferentes
hospedeiros, reduzindo a eliminagdo de formas infectantes, levando uma alteracdo na
dindmica do parasito. Augusto (2016) descreveu a acdo “esquistossomostatica” do extrato
aquoso do latex de E. milii var. hislopii sobre a cercaria de S. mansoni, demonstrando que este
produto interfere na evolucdo do parasito e na qualidade do verme, reduzindo
significativamente a carga parasitaria no hospedeiro definitivo e producdo de ovos, que pode
levar a reducdo da transmissdo da esquistossomose.

Estudos em campo com o latex de E. milii foram realizados por Mendes et al. (1997)
que realizaram teste em Comercinho, Minas Gerais e conseguiram eliminar a presenca do
hospedeiro intermedidrio pelo periodo de trés meses consecutivos. Neste local houve
recolonizacao dos sitios experimentais, que foi associada ao mecanismo de escape. Schall &
Diniz (2001), ao aplicarem o latex bruto de E. milii var. hislopii na concentracdo de cinco
ppm em uma regido endémica de Minas Gerais/Brasil, obtiveram a interrupcao do ciclo do S.
mansoni pela eliminacdo do molusco B. glabrata do ambiente por um periodo de 14 meses.



Sugerindo que as aplicacBes do latex sejam feitas periodicamente e ao longo da bacia
hidrografica do foco epidemioldgico.

No entanto, experimentos com concentracdes inferiores a CLso do latex de E. milii s&o
escassos na literatura e tornam-se importantes para verificar as alteracbes no hospedeiro
intermediéario, para avaliar seu potencial de acdo. Visto que 0 uso de substancias que ajudem a
reduzir a transmissdo da esquistossomose sao estratégias importantes a serem estudadas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Nota Etica

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica Animal da Fundagio Oswaldo Cruz
(CEUA/IOC/FIOCRUZ 016/2015), de acordo com as orientacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 Obtencéo do Parasito e Infeccdo Experimental
3.2.1 Manutencéo do ciclo de Schistosoma mansoni em laboratorio

O ciclo de S. mansoni foi mantido em camundongos Mus musculus (linhagem Swiss)
albinos fémeas seguindo as normas de bioética e biosseguranca no biotério do Pavilhdo Lauro
Travassos do 10C/Fiocruz (Figura 4A). Os exemplares de B. glabrata (linhagem BH) foram
mantidos no Laboratério de Avaliacdo e Promoc¢do da Salude Ambiental (LAPSA) em
condigdes laboratoriais e infectados individualmente com sete a dez miracidios, segundo o
procedimento descrito por Mello-Silva (2005) (Figura 4B). Apds 35 dias de infeccdo os
caramujos foram expostos, individualmente em borreis contendo cinco mL de &gua
desclorada, a luz artificial durante o periodo de uma hora para a eliminacdo de cercérias
(BRASIL, 2008) (Figura 4C). A infec¢do dos camundongos foi realizada subcutaneamente
com 150 cercérias de S. mansoni no dorso do animal (PETERS & WARREN, 1969) (Figura
4D).
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Figura 4 — A: Microisoladores contendo Mus musculus (linhagem
Swiss) infectados por Schistosoma mansoni no biotério do Pavilhdo
Lauro Travassos/Fiocruz. B: Exemplares de Biomphalaria glabrata
durante o processo de infeccdo por Schistosoma mansoni. C:
Exemplares de Biomphalaria glabrata expostos a luz para eliminagao
de cercérias. D: Exemplar Mus musculus (linhagem Swiss) durante o
processo de infeccdo Schistosoma mansoni. Fonte: Elaborada pela
autora.



3.3 Obtencéo do Latex Euphorbia milii

As amostras do latex de E. milii (syn. splendens) var. hislopii foram coletadas na
localidade Ilha do Governador (22°48°09°°S/ 43°12°35""W), Rio de Janeiro, Brasil, seguindo
o0s procedimentos de coleta descritos por Vasconcellos & Amorin (2003) (Figura 5A).

O preparo da solucdo aquosa € realizado a partir de um mililitro de latex bruto,
adicionando, em um baldo volumétrico, agua tipo 2 até completar 1000 mL, obtendo assim a
concentracdo de 1000 mg/L (solucdo estoque) (Figura 5B). Para todas as diluicdes foram
utilizados balBes volumétricos de 1000 mL e o volume de cada solucédo foi diluido em
béqueres de 500 mL (Figura 5C).



Figura 5 — A: Euphorbia milii var. hislopii (syn. splendens) (Des
Moulins, 1826). B: Solucdo estoque latex de Euphorbia milii. C:
Exemplar de Biomphalaria glabrata expostos ao latex de Euphorbia
milii. Fonte: Elaborada pela autora.



3.4 Delineamento Experimental

Para este estudo foram utilizados quatro grupos de moluscos com 100 espécimes em
cada: 1) Grupo IE: moluscos infectados por S. mansoni eliminando cercéarias e exposto a
concentracdo subletal do latex de E. milii; 2) Grupo E: moluscos ndo infectados e expostos
concentracdo subletal do latex de E. milii; 3) Grupo I: moluscos infectados por S. mansoni
eliminando cercérias e ndo expostos ao latex de E. milii e 4) Grupo C: moluscos ndo
infectados e ndo expostos ao latex. A concentracdo subletal (CLso) do latex neste experimento
foi 1,4 mg/L, sendo que utilizamos uma concentracdo menor que a subletal, 1,0 mg/L, a
mesma utilizada por Mello-Silva e colaboradores (2006, 2007). Dez caramujos de cada grupo
foram separados para contagem e caracterizacdo de hemdcitos na hemolinfa, cinco para a
dosagem de 6xido nitrico e outros cinco moluscos dos mesmos grupos foram utilizados para
analise histologica.

3.4.1 Sobrevivéncia de Biomphalaria glabrata exposta ao latex de Euphorbia milii

Os moluscos foram colocados em béqueres, dez animais por recipiente, contendo 500
mL da solucdo subletal do latex de E. milii (concentracdo 1,0 mg/L) por um periodo de 24
horas. Apos esse tempo foram avaliados quanto a taxa de mortalidade. Para esta analise, 0s
batimentos cardiacos dos moluscos foram observados em microscopio estereoscopico.
Agueles animais que o coracao estava parado foram considerados mortos.

3.4.2 Obtencéo da hemolinfa de Biomphalaria glabrata

Amostras de hemolinfa de B. glabrata foram cuidadosamente coletadas em todos os
grupos de moluscos por puncdo cardiaca usando uma seringa de um mL equipada com uma
agulha de 13 x 0,38 mm (MELLO-SILVA et al., 2006). A hemolinfa dos moluscos foi
acondicionada em microtubos plasticos tipo Eppendorf de 1,5 mL e mantida em banho de
gelo durante toda a coleta.

3.4.3 Contagem de hemdcitos

Para a contagem total de hemdcitos foi utilizado 10 pl da hemolinfa de dez animais de
cada grupo individualmente. A hemolinfa foi diluida em (1:1) tampé&o de solucdo salina (18g
L-1 de D-glucose, 12,29 L-1 de KCI, 0,6 gL-1 de NaHCO3, 380 mOsm, pH 7,8) (WHITTEN
et al., 2001). A contagem dos hemacitos circulantes foi determinada por observacao direta em
camara de Neubauer por microscopia Optica de contraste de fase de acordo com Souza &
Andrade (2012).

3.4.4 Caracterizagdo dos hemocitos
A hemolinfa coletada individualmente de dez animais de cada grupo foi diluida em

Millonig Carson (1:1) e apds homogeneizada. Em seguida foi realizado o esfregago na lamina
de vidro com 50 pL da diluicdo, e deixada secar por 24 horas em temperatura ambiente.



Posteriormente, as células foram fixadas em metanol (Merck®), coradas em Giemsa
(Merck®) (1:9) e lavadas em agua destilada. Depois as laminas foram montadas em goma de
damar e xilol e observadas em microscopia éptica. A diferenciacdo dos hemacitos foi baseada
em Cavalcanti (2011). Para quantificacdo dos tipos de hemdcitos de cada grupo foi
selecionado uma amostra da area que reproduzisse as caracteristicas da populacdo total de
células, correspondente a 10% da érea total da laminula (120mm?) (VIEIRA, 2016). Ressalta-
se que a classificacdo dos hemdcitos e suas proporc¢des ndo estdo padronizadas.

3.4.5 Dosagem de oxido nitrico

A hemolinfa de um pool de cinco caramujos foi armazenada a -18°C até ser processada.
O oOxido nitrico apresenta caracteristica evanescente, sendo assim, € necessario demonstrar sua
producdo de forma indireta, analisando a producéo de nitrato ou nitrito. Para tal foi utilizado o
procedimento do kit Griess Reagent System — Promega.

Foram colocados 50 ul (microlitros) de tampé&o cacodilato de sédio nos tubos e 50 pl
de hemolinfa (pool de 5 moluscos) com capilar rinsado em PTU e mantidos no gelo. Foi
diluido o padréo de nitrito 0.1M 1000 x em H20. As diluicbes sao feitas seriadas do padrdo na
placa de 96 pocos.

O primeiro poco corresponde a 100 ul de padrdo, sendo passados 50 ul para o proximo
poco. O segundo poco contém 50 ul de padrdo mais 50 ul de H2O, que foi homogeneizada e
10 pl foram transferidos para o préximo poc¢o. J& o terceiro ocorreu da mesma forma do
anterior.

Posteriormente foram colocados 50 ul das amostras na placa de 96 pocos e adicionado
50 ul de sulfamida em todos 0s pocos, no escuro por dez minutos (temperatura ambiente) e
depois 50 pul de Ned (1 —naftil, etilenodiamina, dicloridrato ou N-1-napthylethylenediamine
dihydrochloride) em todos os pocos também no escuro por dez minutos (temperatura
ambiente). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 550 nm por um periodo de 10
minutos (HERER, 2005).

3.4.6 Andlise histopatoldgica

A partir do experimento de exposicdo dos caramujos a concentracéo subletal do latex,
cinco caramujos de cada grupo foram recuperados e colocados em solugdo aquosa de
Nembutal 1% por quatro horas. Apos retirou-se 0 excesso da substancia e os individuos foram
postos em placas de vidro e pressionados com uma lamina. A concha foi fragmentada e a
parte mole removida com o auxilio de uma pinga. Estas partes moles foram colocadas em
Formol Millonig 10%, por 24 horas.

Apbs esse periodo, as partes moles dos caramujos foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol, diafanizadas com xilol e impregnadas em parafina liquida
(60°C), segundo a metodologia descrita por Tolosa et al. (2003). Posteriormente a inclus3o,
cortes longitudinais seriados de 5 um de espessura foram feitos em microtomo. O material foi
corado com hematoxilina-eosina (HE), para analise histopatoldgica. Este procedimento seguiu
o0 descrito por Faro et al. (2013).



3.5 Andlise Estatistica

Apos os resultados obtidos foi feito uma estatistica descritiva, com determinacéo de
média e desvio-padrdo. As amostram foram submetidas a um teste de comparacéo de duas ou
mais médias populacionais (One-away—ANOVA), comparando a sobrevivéncia, concentracdo
de Oxido nitrico, a quantidade de hemdcitos e a proporcdo dos tipos de hemacitos
caracterizados nos quatro grupos estudados infectados e expostos (IE), expostos e ndo
infectados (E), infectados e ndo expostos (I) e controle (C). As diferencas entre 0s grupos
foram consideradas estatisticamente ndo significativas quando p<0,05. Todas as analises
foram realizadas com software estatistico GraphPad Prism. 5.0.



4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia de Biomphalaria glabrata Exposta a Concentragdo Subletal do Latex
de Euphorbia milii

A mortalidade de B. glabrata foi verificada ap0s a exposi¢do a concentracdo subletal
1,0 mg/L do latex de E. milii, nas primeiras 24 horas. Nos moluscos ndo infectados e expostos
ao latex a porcentagem de sobreviventes foi de 88,5%. Para os caramujos infectados por S.
mansoni e expostos ao latex, a sobrevivéncia foi de 66,6% (Figura 6).
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Figura 6 - Efeitos da exposic¢do a concentracdo subletal do latex de Euphorbia milii na
sobrevivéncia de Biomphalaria glabrata ndo infectados e infectados por Schistosoma
mansoni. (*) diferenca significativa na sobrevivéncia dos diferentes grupos.



4.2 Contagem de Hemocitos

A contagem de hemacitos de B. glabrata foi verificada logo apos as 24 horas de
exposicao ao latex de E. milii. Quando comparados os grupos infectados e ndo expostos (I) e
o0 grupo controle (C), houve uma reducdo significativa de hemacitos circulantes no grupo dos
infectados (I) (28,3%). Nos grupos expostos a concentragdo 1,0 mg/L do latex, IE e E, 0
numero de hemdcitos no grupo IE foi significativamente maior, em relacdo ao somente
exposto (E) (62,0%). Os grupos infectados por S. mansoni, IE e I, quando comparados, o
grupo | apresentou uma quantidade de hemaocitos menor em relacdo ao grupo IE (71.2%). Nos
grupos néo infectados, E e C, ndo foi evidenciada diferenga entre eles (Figura 7).

C = controle

I = infectado

E = ndo infectado e exposto
IE = infectado e exposto

(Log 10°mL)

]
o
=
3
£
0
£
o
o
o
@
E
3
Z

Figura 7 - Efeitos da exposicdo ao latex de Euphorbia milii no namero de hemdcitos
circulantes na hemolinfa de Biomphalaria glabrata ndo infectados e infectados por
Schistosoma mansoni. (a, b, c) letras diferentes demonstram diferenca significativa no
numero de hemacitos nos diferentes grupos.



4.3 Caracterizacdo dos Hemacitos

A caracterizacdo de hemacitos foi realizada posteriormente a exposi¢do de 24 horas ao
latex de E. milii. Foram encontrados trés tipos de hemacitos na hemolinfa de B. glabrata:
células blasticas (Figura 8A), hialindcitos (Figura 8B) e granuldcitos (Figura 8C). Em todos
0s grupos a proporcdo de hemacitos do tipo hialindcitos presente na hemolinfa foi superior, C
(59,8%), E (47,5%), | (45,7%), IE (41,3%). O segundo maior tipo celular encontrado foi de o
granuldcitos nos grupos E (28,4%), | (36,8%) e IE (31,7%), exceto para o controle no qual as
células blasticas representaram 27,5%, seguido dos granuldcitos 12,5%. Nos demais grupos as
células do tipo blasticas foram as células em menor proporcéo, E (24,0%), 1 (17,3%), IE
(26,8%). Nao encontramos diferenca significativa entre os tipos celulares e os diferentes
grupos analisados em 24 horas. Comparando os tipos de hemdcitos em cada grupo,
observamos diferenca significativa entre 0 nimero de células do tipo hialindcitos e blésticas
tanto nos grupos controle (p < 0.0354), como dos infectados (p < 0,0354) (Tabela 1).

Tabela 1 — Porporcdo dos tipos de hemacitos presentes na hemolinfa Biomphalaria glabrata
ndo infectada e infectada por Schistosoma mansoni avaliando os efeitos da exposi¢do do
latex Euphorbia milii.

Tipo Celular Caracterizacdo celular na hemolinfa de Biomphalaria glabrata (média /
porcentagem)
C E I IE
Blastica 19,0 (27,5%)* 29,3 (24,0%)? 24,0 (17,3%)* 34,8 (26,8%)°
Granuldcito 8,6 (12,5%)P 34,6 (28,4%)* | 50,8 (36,8%)*° | 41,3 (31,7%)?
Hialindcito 41,25 (59,8%)" 58 (47,5%)? 63,2 (45,7%)° | 53,7 (41,3%)*

(a, b) Letras diferentes demonstram diferenca significativa dos tipos celulares em cada grupo de
moluscos.
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Figura 8 — Tipos de hemdcitos presente na hemolinfa de Biomphalaria glabrata. A: Célula
blastica indicada pela seta. B: Hialindcitos indicados pelas setas. C: Granuldcitos indicados pelas
setas.



4.4 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Os moluscos do grupo controle (C) apresentaram uma quantidade superior de nitrito e
nitrato, representativos do 6xido nitrico, quando comparado aos grupos infectados (I) (p<
0,0001), expostos nao infectados (E) (p < 0,0001) e expostos infectados (IE) (p < 0,0001).
Analisando os grupos expostos ao latex de E. milii e/ou infectados por S. mansoni, ndo houve
diferenga na producgdo de espécies de nitrogénio reativo entre o grupo de caramujos expostos
e infectados (IE) e os grupos expostos nao infectados (E) e apenas infectados (I). Por outro
lado, a produgéo de NO foi menor no grupo exposto ndo infectado (E) comparado ao grupo
infectado (1) (Figura 9).
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Figura 9 - Concentragdo de nitrito/nitrato (UM) na hemolinfa de Biomphalaria
glabrata infectado e nédo infectados em funcdo da exposi¢édo a concentragdo 1,0 mg/L
do latex de Euphorbia milii. (a, b, ¢) Letras diferentes demonstram diferenca
significativa entre 0s grupos.



4.5 Andlise histopatologica

As andlises histologicas podem ser observadas nas figuras 10 e 11. A figura 10A,
mostra o corte correspondente a glandula digestiva de B. glabrata néo infectada do grupo
controle (C), sem alteracdes. Nas figuras 10B, C, e D pode-se observar cortes longitudinais do
rim, glandula digestiva e manto, respectivamente, de moluscos do grupo (E), expostos ao
latex de E. milii. Foram observados neste grupo a presenca de hemdcitos teciduais no rim e na
glandula digestiva (Figura 10B, C) sinalizados com uma seta na imagem. O manto apresentou
um edema grande na membrana basal, que pode ser observado em detalhes na figura 10D.

Nos tecidos dos moluscos infectados houveram alteracGes teciduais (Figura 11) . O
grupo controle (1) apresentou parasitismo intenso (*), com presenca de hemacitos, indicado
por setas (Figura 11A). Nos moluscos do grupo IE (Figura 11B, C, D) verificou-se que a
exposicdo com latex de E. milii estimulou a proliferacdo dos hemaocitos em diferentes tecidos
como: tentaculo, manto (Figura 11D), mufla, , glandula digestiva (Figura 11C), rim (Figura
11B) e ovoteste (Figura 11E), promovendo uma redugdo do numero de parasitas nos tecidos
do grupo IE, quando comparado com Grupo | em todos os tecidos analisados. Na glandula
digestiva e no rim do Grupo IE (Figura 11C, B) observou-se menor parasitismo, com intensa
reacao celular em torno dos esporocistos e presenca de reacdo granulomatosa (circulo). No
manto do grupo IE (Figura 11D) foi possivel observar destrui¢do tecidual (circulo), presenca
de muitos hemocitos (seta) e além de morte dos esporocistos (Fig. 11D). Este fato foi
observado em uma linhagem susceptivel e simpatica de parasitos e moluscos.
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Figura 10 - A: Biomphalaria glabrata Grupo Controle nédo infectado regido glandula
digestiva sem alteracBes; B: Grupo ndo infectado exposto ao latex de Euphorbia milii
regido do rim, com discreta presenca de hemdcitos (seta). C: Grupo ndo infectado
exposto ao latex de E. milii regido da glandula digestiva, com mais hemdcitos presentes
no tecido (seta). D: Grupo ndo infectado exposto ao latex de E. milii regido do manto,
com edemas (*) e poucos hemdcitos pelo tecido (seta).
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Figura 11 - A: Biomphalaria glabrata Grupo Controle infectado por Schistosoma
mansoni regido do rim e manto, com presenca de esporocistos (*) e hemacitos teciduais
(setas); B: Grupo infectado exposto ao latex de Euphorbia milii regido do rim, apresenta
denso infiltrado de hemdcitos (setas) e reacdo do tipo granulomatosa (circulos), ambos em
torno dos esporocistos. C: Grupo infectado exposto ao latex de Euphorbia milii regido da
glandula digestiva, com mesmos resultados do rim. D: Grupo infectado exposto ao latex
de E. milii regido do manto, com acumulo de hemocitos, destruigdo do tecido e dos
parasitos (circulo). E: Grupo infectado exposto ao latex de E. milii regido ovoteste,
apresentou presenca de hemacitos (setas).



5 DISCUSSAO

Diversos produtos quimicos e naturais tém sido utilizados como moluscicidas desde
1920, sem levar em consideracdo o impacto destes produtos nas relagfes entre hospedeiros e
parasitos (CHANDLER, 1920; PLANK, 1945; GONNERT, 1961; DUNCAN, 1974;
DUNLOP, 1976; YASURAOKA et al., 1979; SORIA et al., 1982; MENDES et al., 1984).
Apenas no final do século XX e inicio do seculo XXI, estudos foram realizados a fim de
verificar as possiveis alteracbes provocadas por estes produtos no ciclo de vida e metabolismo
dos moluscos e possiveis consequéncias nos ciclos parasitarios (DIAS-GARCES & FERRER
LOPEZ, 1996; SINGH & SINGH, 2000; MELLO-SILVA et al., 2006; 2007; HAMED, 2010;
AUGUSTO et al., 2015).

Neste trabalho foi utilizada uma concentracdo menor que a CLso do latex de E. milii
afim de verificar a acdo do latex em concentracdes baixas. Em moluscos infectados observou-
se que estes foram mais sensiveis ao produto do que os nao infectados, obtendo uma
mortalidade trés vezes maior no mesmo periodo de exposi¢cdo que os nao infectados. A acédo
seletiva deste produto em moluscos infectados foi descrita anteriormente por Mello-Silva et
al. (2011) e Lima et al. (2012). Alem disso, a a¢do de baixas concentracdes do extrato aquoso
do latex em B. glabrata foram demonstradas anteriormente por Mello-Silva et al. (2006)
alterando o metabolismo de carboidratos e de proteinas de B. glabrata ndo infectada. No
presente estudo uma concentragdo inferior a CLsp em B. glabrata infectada foi capaz de
influenciar o desencadeamento da resposta imune e provocar a morte dos parasitos no
molusco.

Quanto as alteracdes na resposta imune celular e na producdo de 6xido nitrico dos
moluscos frente a extrato aquoso do latex de E. milii var. hislopii, este trabalho mostrou
resultados inédito sob o ponto de vista imunoldgico. A sinergia entre a infec¢do pelo S.
mansoni e a exposi¢do ao latex de E. milii em B. glabrata de uma linhagem suscetivel
promoveu proliferacdo de hemdcitos circulantes e teciduais e uma inibicdo na producdo de
Oxido nitrico, um dos elementos presentes na resposta imune humoral. Além disso, observou-
se a destruicdo de parasitos nos tecidos e a presenca de uma estrutura granulomatosa. Na
literatura vigente e atual demonstra que as linhagens suscetiveis reduzem a motilidade, a
capacidade fagocitica e ativacdo de novos hemdcitos, o que permite o desenvolvimento do
parasito (PINAUD et al., 2016). Fato este antagbnico ao ocorrido neste experimento com
moluscos submetidos aos dois fatores de estresse. A suscetibilidade dos moluscos ao parasito
estd relacionada a incorporacdo de antigenos sollveis presentes na hemolinfa dos moluscos
pelos esporocistos primarios (NEGRAO-CORREA, 2008; 2012), semelhante ao que ocorre
no hospedeiro vertebrado e que é chamado mimetismo antigénico. Esta incorporagéo constitui
uma estratégia que permite a evasdo do parasito. O quadro imunoldgico observado neste
estudo se assemelha ao descrito na literatura para linhagens resistentes a infeccgéo,
principalmente a resposta imune celular no tecido dos moluscos com formagao de granuloma,
que é caracteristica de linhagens resistentes (BORGES & ANDRADE, 2003; NEGRAO-
CORREA et al., 2008). Sugere-se que a exposicdo ao latex de E. milii em moluscos
infectados possa alterar a ligacdo dos hemdcitos aos esporocistos de S. mansoni, passando a
reconhecé-los como ndo self e em consequéncia desencadear a resposta imune celular
caracteristica de moluscos resistentes a infec¢éo.

Os moluscos ndo infectados e expostos ao latex de E. milii apresentaram ndmero de
hemacitos circulantes semelhantes ao grupo controle, todavia foi possivel verificar a presenca
de hemdcitos teciduais, ndo observado no grupo controle. Em relacdo a produgdo de oxido



nitrico pode-se observar uma supressao significativa comparada com o grupo controle.
Segundo Matricon-Gondran & Letocart (1999) a ativacdo de hemdcitos varia com o estimulo,
podendo ser rapido e intenso, em nosso trabalho apds 24 horas ja foi visualizada uma
atividade hemocitaria nos tecidos. Estes mesmos autores identificaram que os hemacitos
teciduais sdo capazes de responder de forma mais ativa a substancias de viscosidade
semelhante ao latex sintético, pode ser o caso do latex de E. milii.

Cavalcanti e colaboradores (2012) realizaram um estudo da morfologia dos hemdcitos
de B. glabrata e observaram trés tipos celulares: células blasticas, granuldcitos e hialindcitos,
este ultimo dividido em trés subtipos. O hialindcito foi o tipo de hemdcito mais frequente,
seguido por granulécitos e células blasticas. No presente estudo encontramos 0s mesmos tipos
celulares de hemacitos em B. glabrata. Sendo o hialindcito o mais encontrado, seguido
também por granuldcito e células blasticas, exceto no grupo C, o percentual de hialindcitos,
foi seguido de células blasticas e por ultimo granulécitos. Tal variacdo pode estar relacionada
ao fato deste grupo néo ter sofrido estresse.

Quanto a producdo de 6xido nitrico o grupo de moluscos somente expostos ao latex
(grupo E) apresentou a menor concentracdo encontrada comparando com os demais grupos.
Os moluscos infectados (grupo 1) e os infectados e expostos ao latex de E. milii (grupo IE)
também apresentaram supressdo da producdo de Oxido nitrico comparado com 0 grupo
controle. O grupo controle (C) apresentou maior producdo de NO, segundo Zahoor et al.
(2009), os caramujos ndo infectados, mas pertencentes a linhagens suscetiveis ao parasito
apresentam um aumento na quantidade de dxido nitrico basal, semelhante ao observado neste
trabalho. Segundo Hahn et al. (2000) moluscos infectados suscetiveis a infec¢do reduzem a
producdo de 6xido nitrico, pois 0s hemdcitos que reconhecem o parasito como self, ndo
desencadeiam a resposta, permitindo o desenvolvimento do parasito, corroborando com 0s
resultados deste estudo.

Caramujos submetidos ao estresse fisiologico da infec¢do pelo S. mansoni e exposicao
a moluscicidas modificam os produtos nitrogenados de excre¢do, deixando de ser ureotélicos
e passando a uricotélicos (BECK et al., 1983; MELLO-SILVA et al., 2011). Sabe-se que a
arginina participa diretamente do ciclo da ureia em moluscos de forma analoga aos
mamiferos. Esta reducdo de oxido nitrico, que € arginina dependente, estd relacionado
provavelmente as alteracdes do ciclo da ureia, observado por Mello-Silva et al. (2006; 2011).
Sugere-se que concentracdes subletais do latex podem interferir na formacdo da arginina e
reduzir a producdo de Oxido nitrico. Além disso, em moluscos infectados ocorre 0 consumo
direto de L-arginina pelo parasito para desenvolvimento das formas larvares no hospedeiro
(NEGRAO-CORREA et al., 2008).

Vincendeau et al. (2003) associaram a ativagdo da arginase (enzima que quebra a
arginina) com o mecanismo de escape de parasitos, a acdo téxica do oOxido nitrico. Os
parasitos promovem um mecanismo de escape direto com o mimetismo antigénico,
minimizando a ativacdo da producdo de 6xido nitrico pelo hospedeiro e indireto com a
inibicdo da produgdo de arginina ou com 0 seu consumo para o desenvolvimento larvario.
Fato este observado em moluscos infectados ndo expostos (grupo 1), suprimindo através do
mimetismo antigénico a resposta imune celular e humoral mediada pelo 6xido nitrico.

LesGes teciduais em moluscos frente ao uso de moluscicidas foram demonstradas por
Adewunmi & Ogbe (1986) e Bode et al. (1996) com extrato de Tetraptera tetraptera em B.
glabrata, Araujo et al. (2002) e Pile et al. (1998) com extrato de E. splendens (E. milii) em
Lymnaea columella. Esses autores relataram o acumulo de liquido, provavelmente o extrato
aquoso das plantas nos tecidos conjuntivos e degeneracéo tecidual principalmente do epitélio.
Pile et al. (1998) utilizaram o extrato aquoso da mesma planta, E. milii, e em concentrac6es



semelhantes mas com o molusco dulcicola Lymnaea columella, os autores verificaram lesdes
caracterizadas por degeneracao, necrose e acumulo de liquido na glandula digestiva e no rim,
em exemplares submetidos a concentragdes a partir de 0,47 ml/L, conforme descrito no artigo.
Neste trabalho também foram observadas lesfes na glandula digestiva e no manto, possiveis
de acimulo de liquido e edemas no epitélio do rim.

Considerando nossos achados em relacéo a resposta imune dos moluscos infectados e
expostos ao latex de E. milii e os dos demais autores quanto a biodegradabilidade do latex de
E. milii em trinta dias (SCHALL et al., 1992; VASCONCELLOS & AMORIN, 2003a), a
acdo imediata do produto ap6s 24 horas no comportamento dos moluscos ndo infectados
(ALBERTO-SILVA, 2016) e a reducdo significativa (78%) da eliminacdo de cercarias em
moluscos infectados (AUGUSTO et al., 2015), o latex de E. milii é o produto natural em
concentracdes subletais promissor para ser usado em Aareas endémicas no controle da
transmissdo da esquistossomose. Sendo este trabalho pioneiro a estudar a acdo de
moluscicidas naturais no desencadeamento da resposta imune de B. glabrata infectada com S.
mansoni, tendo a concentracao subletal do extrato aquoso do latex de E. milii como modelo.



6 CONCLUSOES

- Nos moluscos ndo infectados e infectados a exposicdo ao latex foi capaz de promover a
ativacdo da resposta imune celular e uma supressdo da produgdo de 6xido nitrico, além de
ocasionar danos teciduais.

- Foram encontrados trés tipos de hemocitos e a frequéncia destes foi influenciada pelos
fatores de estresse, como a infecgdo e a exposicdo ao latex.

- Ocorreu um sinergismo entre a infeccdo e a exposi¢cdo ao latex, proporcionando nos
moluscos infectados e expostos um aumento da quantidade hemdcitos circulantes e teciduais,
lesbes granulomatosas, destruicdo de parasitos, mesmo sendo uma cepa de moluscos
suscetivel a infeccdo.

- Sendo assim a exposi¢cdo de Biomphalaria glabrata ao latex de Euphorbia milii, mesmo em
baixas concentragdes, influenciou no desencadeamento da resposta imune celular dos
moluscos e torna este produto ainda mais promissor no controle da transmissdo da
esquistossomose.
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