332 Rev. Sadde Publica, 30 (4): 332-40, 1996

Comportamento dos amebdcitos circulantes de
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larvas de Schistosoma mansoni, inoculacao de tinta
nanquim e fratura da concha*
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Resumo

Foi estudado o comportamento dos amebdcitos circulantes de Biomphalaria
glabrata e Biomphalaria tenagophila mediante a infecgdo pelo Schistosoma
mansoni, a inoculagdo de tinta Nanquim e a fratura da concha. Foi realizada
contagem diferencial de amebdcitos na hemolinfa, dando-se énfase aos tipos de
células encontradas em cada amostra; avaliacdo histopatoldgica dos moluscos
submetidos a exposi¢do aos miracidios de S. mansoni; e andlise da morfologia
dos amebdcitos através de microscopia de fase. Foi verificada correlacdo entre
a variag@o do niimero de amebdcitos circulantes e a reagdo tecidual. Em Biom-
phalaria tenagophila somente houve aumento do nimero de amebdcitos estre-
lados quando os moluscos eram infectados por S. mansoni, o que sugere a
especificidade da reac@o ao parasitismo. Comparando os resultados obtidos em
B. glabrata e B. teganophila, concluiu-se que esses moluscos apresentam com-
portamentos amebocitdrios diferentes frente aos diversos estimulos utilizados.

Hemolinfa, citologia. Leucocitose. Biomphalaria, parasitologia.

Abstract

The behavior of the hemolymph amebocytes of Biomphalaria glabrata and
Biomphalaria tenagophila was studied by means of the infection by the
Schistosoma mansoni, using inoculation with Indian ink and fracture of the shell.
A differencial count of the amebocytes in the hemolymph was made with special
attention given to the types of cell found in each sample. Histopathological
evaluation of the molluscs exposed to the Schistosoma mansoni miracidia and
analyses of the amebocytes were made. Correlation between the variance of the
number of hemolymph amebocytes and tissue reaction was also made. The
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morphologycal study of amebocytes was carried out with the help of a phase
microscope. An increase in granulocytes in Biomphalaria tenagophila occured
only when the molluscs were infected by Schistosoma mansoni, which suggests
the specificity of the reaction to the parasitism. Comparing the results obtained
with B. glabrata and B. tenagophila it is concluded that these molluscs show
different amebocitary behavior in the presence of the diverse stimuli used.

Hemolymph, citology. Leukocytosis. Biomphalaria, parasitology.

INTRODUCAO

Amebdcitos ou hemdcitos sio células sangiiineas
circulantes de invertebrados e de a¢do fundamental
nas fun¢des de defesa, tais como fagocitose ou
encapsulagdo, liberacdo de substancias citotéxicas,
transporte de célcio nas situagdes de reparo tecidual
e na producdo de fator coagulante da hemolinfa
(Wegge'®, 1951; Cheng e Buttler®, 1979; Bayne e
col.3, 1980; Abdul Salam e Michelson!, 1980; Sminia
e Van Der Knaap'?, 1987; Amen e col.?, 1992).

Segundo Cheng e col.*(1975) existem duas cate-
gorias de amebdcitos na hemolinfa de Biomphalaria
glabrata: os granuldcitos e os hialindcitos, chama-
dos, respectivamente, no presente trabalho de “es-
trelados” e “ndo estrelados”, devido a sua aparéncia
de célula estrelada, semelhante as células nervosas,
ou sem prolongamentos citoplasmaticos observaveis
ao microscépio optico.

Nao existem evidéncias concretas de que ocor-
ram apenas duas ou mais populag¢des de amebdcitos
circulantes ou que uma delas se transforme na outra.
No entanto, sabe-se que os amebdcitos denomina-
dos granulécitos sdo os responsaveis pela fagocitose
de particulas estranhas. O nimero destas células bem
como a taxa de fagocitose aumentam consideravel-
mente apés a infec¢do pelo Schistosoma mansoni
(Santanae col.?, 1985). Estes autores obtiveram uma
taxa de fagocitose de 43% nos moluscos nio subme-
tidos a infeccdo e de 57 a 75% nos moluscos infec-
tados. Amen e col.? (1992), ao estudarem a modula-
¢do da atividade do sistema de defesa de Lymnaea
stagnalis pelo Schistosoma trichobilharzia ocellata,
observaram, nas primeiras horas apds a infecgao,
uma ativacdo da resposta imune celular e humoral.
O desencadeamento da atividade de defesa associ-
ada ao plasma foi verificada entre 1,5 ¢ 6 horas e a
supressdo entre 12 e 72 horas apds a infeccdo. A
ativacdo da resposta imune associada as células foi
verificada entre 1,5 € 6 horas e também entre 8 € 10
semanas apos a infec¢do. Discute-se a possibilidade
de que as respostas encontradas sejam direcionadas
as placas ciliadas perdidas pelos miracidios imedia-
tamente apds a penetracdo no molusco, do que pro-

priamente ao parasita em desenvolvimento no espo-
rocisto-mae. Nao se sabe ainda se os fatores humo-
rais, que interferem na ativacio e supressio da res-
posta de defesa, sdo derivados do parasita ou do
molusco.

O presente trabalho teve como objetivos: a) Es-
tudar a reagdo amebocitdria “in vivo” frente a dife-
rentes estimulos, comparando-a dentro da mesma
espécie e entre duas espécies de moluscos (B. gla-
brata e B. tenagophila); b) verificar os tipos de célu-
las envolvidas em cada uma das situacdes; c¢) Verifi-
car as alteracdes morfoldgicas dos amebdcitos ocor-
ridas no tempo, apds a exposicdo aos miracidios e
na auséncia de exposicao.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados moluscos Biomphalaria glabrata e
B. tenagophila procedentes, respectivamente, de popula-
¢oes de Belo Horizonte, MG e de Sdo José dos Campos,
SP, mantidos no moluscdrio. Esses moluscos foram infec-
tados com as linhagens simpétricas BH e SJ (Paraense e
Corréa'?, 1963).

Cinco grupos experimentais foram formados com as
duas espécies de planorbideos:

1 - Moluscos nio infectados (Grupo controle — 10
moluscos de cada espécie).

2 - Moluscos infectados com a linhagem simpdtrica
de S. mansoni (150 moluscos de cada espécie sendo 10 a
cada intervalo de tempo).

3 - Moluscos inoculados com tinta Nanquim (130
moluscos de cada espécie sendo 10 a cada intervalo de
tempo).

4 - Moluscos que sofreram inje¢do simulada (ausén-
cia de tinta Nanquim — 140 moluscos de cada espécie
sendo 10 a cada intervalo de tempo).

5 - Moluscos com fratura da concha (230 moluscos de
cada espécie sendo 10 a cada intervalo de tempo).

Para a avaliac@o cinética do nimero de amebdcitos
circulantes os moluscos eram expostos a 10 miracidios, e
para o exame histopatolégico a 100 miracidios por
caramujo.

Utilizaram-se para a exposi¢do aos miracidios, mo-
luscos com 7 a 9 mm de didmetro, recolhidos aleatoria-
mente.

Foram utilizados em cada tempo de 5 a 10 moluscos
para a obten¢do da hemolinfa, dependendo da taxa de
mortalidade observada nos moluscos.
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A hemolinfa foi colhida na regido céfalo-podal por
puncio rapida através da concha. A contagem diferencial
de células foi feita em camera de Neubauer e os amebdcitos
eram classificados como “estrelados” (granuldcitos) e “nado
estrelados” (hialindcitos). Em todos os grupos a hemolinfa
foi colhida aos primeiros 30 minutos e quantas vezes jul-
gado necessdrio até completar 24 horas apds a aplicagdo
de cada um dos estimulos.

Para a inoculagdo de tinta Nanquim, os moluscos fo-
ram submetidos a anestesia em soluc¢do de mentol a 0,25%
por um periodo de 4 horas. Posteriormente, eram inocula-
dos na regido céfalo-podal com 0,2 a 0.3ul de tinta Nan-
quim através de seringa “carpule” de anestesia dentdria. Foi
utilizado processo idéntico para a inoculagio simulada.

Constituiu-se o grupo 5 fraturando-se com estilete a
concha de moluscos, préximo a regido céfalo-podal, em
condigdes de assepsia.

O exame histopatolégico foi feito utilizando-se mo-
luscos fixados em Bouin alcodlico. Apés a fixagdo, era
separada a regido céfalo-podal até as proximidades do colar
do manto. Posteriormente, o material era incluido em pa-
rafina. Foram realizados cortes seriados de 5 a 6u de es-
pessura e o material foi corado pelo tricromico de Gomori.
Os moluscos utilizados para o exame histolégico foram
sacrificados aos 30 min, 2 h, 10 h, 18 h e 24 h apéds a
exposicdo a 100 miracidios.

O exame dos amebdcitos era feito em microscopia
de fase, a fresco, imediatamente apds a colheita.

O experimento foi completamente aleatorizado. As
respostas observadas para efeito de andlise estatistica
foram o nimero de amebdcitos estrelados e ndo estre-
lados. A andlise estatistica, para efeito comparativo, em-
pregou modelo de anélise de variancia, com o fatorial
tratamento X tempo, em cada espécie de molusco. Os
dados das respostas foram previamente transformados
para raiz quadrada, a fim de estabilizar as varidncias.
Os efeitos foram comparados através de métodos de
comparagdo multipla. Todos os cdlculos foram realiza-
dos com o sistema SAS (6,03) em microcomputador tipo
IBM PC-XT.

RESULTADOS

Avaliagao Cinética do Numero de
Amebacitos Circulantes

Os dados referentes ao nimero médio de amebod-
citos circulantes encontrados nos diversos grupos
experimentais de caramujos estdo contidos nas Ta-
belasde 1 a 5.

a) Moluscos infectados com a linhagem simpéa-
trica de S. mansoni (Tabela 2).

Observou-se que os moluscos B. glabrata e B.
tenagophila apresentaram perfis de variacdo do nu-
mero de amebdcitos circulantes totalmente diferen-
tes. Em B. glabrata observou-se um perfil de varia-
cdo semelhante a reagdo inflamatéria de vertebra-
dos, quando ji no periodo de 30 min apds a infec¢cdo
pelo S. mansoni obteve-se um aumento significativo
do total de amebdcitos em relagdo ao grupo-controle
(Tabela 1). No intervalo de 2 h ap6s a infec¢ao hou-
ve leve aumento do nimero de células e, apds esse
periodo, uma diminuicdo gradativa do nimero de
células circulantes, voltando a atingir as 24 horas um
nimero médio de células semelhante ao do grupo-
controle. O aumento ocorrido entre 30 min e 2 h de-
veu-se exclusivamente aos amebdcitos “ndo estrela-
dos”. Os amebdcitos “estrelados” ndo apresentaram
variacao cinética significativa. Em B. tenagophila ob-
servou-se aumento tardio do nimero de amebdcitos
circulantes, se comparado aos resultados obtidos em
B. glabrata submetidas a infeccdo. Este aumento
ocorreu entre 14 e 18 h apds a infeccao, seguido de
uma diminui¢do gradativa até as 24 h, quando assu-
me valores semelhantes aos da média de amebdcitos
circulantes do grupo-controle. O aumento verifica-
do deveu-se, exclusivamente, aos amebdcitos “estre-
lados™.

Tabela 1 - Ndmero de amebdcitos circulantes em moluscos do grupo 1 (controle- moluscos ndo infectados).

B. glabrata

B. tenagophila

Molusco Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos Ameféc’z)mtos
totais estrelados nao estrelados totais estrelados
estrelados
1 10 1 9 20 9 11
2 11 1 10 21 8 13
3 15 3 12 10 0 10
4 14 6 8 21 13 8
5 11 0 11 8 0 8
6 16 2 14 9 2 7
7 20 5 15 31 19 12
8 14 8 6 11 5 6
9 12 2 10 - - -
10 9 4 5 - - -
Totais 132 32 100 131 56 75
X 13,2+3,3 32%x2,5 10,0% 3,2 16,4 £+ 8,1 7,0x6,7 9,4%2,5
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Tabela 2 - Nimero médio de amebdcitos circulantes em moluscos B. glabrata e B. tenagophila infectados por 10 miracidios

de S. mansoni das linhagens BH e SJ (Grupo 2).

B. glabrata B. tenagophila
Hora Amebépitos Amebdcitos Amebdcitos Amebé_citos Amebdcitos AmenbaéOCItos
totais estrelados nao estrelados totais estrelados estrelados
30" 18,2 £ 23,0 2,6+ 3,3 15,4+ 19,5 11,1+ 4,9 33+ 2,0 8,0+ 4,1
2 24,2 20,5 6,2+ 4,2 18,0+ 17,4 15,0+ 8,8 6,3+ 5,2 8,6+ 4,2
3 10,2+ 5,0 2,0+ 1,6 8,2+ 4,6 - - -
4 93+ 3,4 40+ 2,4 53+ 3,1 11,3+ 4,9 56+ 3,3 56+ 2,1
5 12,1+ 6,5 43+ 3,8 8,0+ 4,0 -
6 - - - 15,0+ 13,8 6,0+ 6,0 9,3+ 8,1
8 16,0+ 7,1 50+ 3,6 11,0+ 4,4 10,3+ 4,4 40+ 3,9 6,3+ 3,7
10 - - - 12,0+ 4,3 41+ 3,2 76+ 3,8
12 - - - 8,0+ 3,1 3,6+ 2,4 4,4+ 4,4
14 - - - 18,6 £ 14,1 10,4+ 8,2 8,1+ 8,1
16 12,1+ 4,7 2,6+ 2,4 9,6+ 4,3 16,1+ 6,5 7,0+ 2,5 93+ 4,9
18 - - 27,0 £ 20,1 16,0+ 13,5 11,0+ 7,9
20 - - - 12,9+ 3,9 40+ 2,8 9,0+ 49
22 - - - 11,6 £ 5,1 50+ 2,3 6,6 3,8
24 12,0+ 6,4 3,6+ 1,5 83+ 55 12,6 £ 4,9 6,1+ 2,9 6,4+ 3,3

Tabela 3 - Nimero médio de amebdcitos circulantes em moluscos B. glabrata e B. tenagophila inoculados com tinta

Nanquin (Grupo 3).

B. glabrata B. tenagophila

Hora Amebépitos Amebdcitos Amebdcitos Amebé_citos Amebdcitos AmenbaéOCItos
totais estrelados nao estrelados totais estrelados estrelados

30' 20,1 £10,6 6,0+ 8,1 14,0+ 5,3 28,0+ 11,1 7,0x10,6 21,0+ 5,9
2 43,2+ 14,3 12,3+ 11,8 31,0+ 12,6 38,3 + 14,2 6,6 +10,6 32,0+ 11,5
4 38,3+ 10,8 12,6 £ 9,3 26,0+ 6,4 36,3+12,8 2,1+ 2,3 34,1 £ 34,1
6 17,0+ 11,8 4,5+ 4,1 12,3+ 16,7 48,3 £ 15,8 15,1+ 16,5 33,1+ 7,1
8 16,6 £ 18,7 4,1+ 5,1 12,4+ 4,2 38,4+ 9,0 51+ 54 33,3+ 5,4
10 - - - 290+ 7,3 9,1+ 7,8 19,8+ 7,9
12 22,1+11,2 71+ 64 150+ 6,4 27,4+ 8,4 9,8+ 6,2 17,6+ 6,4
14 19,0+ 13,4 93+ 8,5 10,0+ 6,8 32,0+17,8 2,4+ 2,3 29,3+17,3
16 154+ 6,4 2,2+ 1,5 13,2+ 5,8 39,0+ 8,0 26+ 1,9 36,4+ 9,1
18 146% 7,5 2,6+ 2,2 12,0+ 6,4 22,5+10,9 2,4+ 0,7 20,1+£11,2
20 - - - 19,3+ 4,3 53+ 4,2 14,0+ 4,4
22 24,0+ 11,7 10,0+ 7,7 14,0+ 5,6 200+ 7,6 6,0+ 5,3 14,1+ 5,6
24 22,0+ 11,8 40+ 3,9 18,1+ 9,7 27,2+ 9,6 10,6 £ 5,2 16,6 £ 13,5

b) Moluscos inoculados com tinta Nanquim (Ta-
bela 3).

Em B. glabrata observou-se aumento inicial de
amebdcitos totais devido, principalmente, aos “nao
estrelados”, lembrando o tipo de reacdo observada
quando os moluscos foram infectados por S. manso-
ni, sendo que no caso da inoculacao por tinta Nan-
quim o aumento inicial dos amebdcitos prolongou-
se por mais duas horas. Em B. tenagophila obser-
vou-se, dos 30 min, as 8 h e as 16 h aumento dos
amebdcitos totais devido aos “ndo estrelados”.

¢) Moluscos que sofreram inje¢c@o simulada (Ta-
bela 4).

Neste grupo, em ambas as espécies de moluscos,
houve aumento inicial de amebdcitos totais devido,
principalmente, aos amebdcitos “ndo estrelados”.

d) Moluscos com fratura da concha (Tabela 5).

Nas duas espécies estudadas ndo houve altera-
¢oes significativas no nimero médio de amebdcitos
circulantes.

Avaliacao Histopatologica das
Reacdes Teciduais

Em B. glabrata observou-se um baixo indice de
reagdo amebocitdria em torno da larva, principal-
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Tabela 4 - Nimero médio de amebdcitos circulantes em moluscos B. glabrata e B. tenagophila que sofreram injecdo

simulada (Grupo 4).

B. glabrata B. tenagophila
Hora Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos Amebdcitos AmebNécitos
totais estrelados nao estrelados totais estrelados nao

estrelados
30' 29,2 £ 14,1 11,5+ 13,0 18,0+ 6,5 62,4+ 11,2 7,0+ 4,7 55,6 £ 10,2
2 19,0+ 8,3 9,3+ 69 9,6+ 3,0 46,0 £ 12,1 3,1+ 1,8 42,6 £13,0
4 25,0+ 9,7 8,4+ 6,3 16,4+ 11,9 32,6+ 9,5 40+ 2,0 28,6 £10,3
6 11,0+ 3,4 4,1% 3,2 6,6+ 3,2 31,6+ 8,2 55+ 4,4 26,1+ 8,3
8 18,0+ 8,3 7,0+ 6,3 11,0+ 4,7 32,0+ 16,2 10,6 £ 10,9 21,4+ 99
10 12,3+ 8,3 55+ 5,8 7,0 2,7 26,5+ 8,4 80+ 79 18,5+ 6,9

11 20,1+ 4,2 9,4+ 5,6 11,0+ 2,9 - - -
12 18,6 £ 8,6 6,0+ 3,6 13,0+ 7,5 22,0+ 7,9 55%6,1 16,5+ 5,7
14 18,4+ 6,1 2,5+ 1,3 16,0+ 6,7 28,2+ 14,6 2,634 25,5+ 11,9
16 16,0+ 5,4 4,1+ 3,0 12,0+ 5,9 34,0+ 9,7 40+8,4 30,0+ 7,5
18 11,4+ 6,6 2,0+ 2,3 9,4+ 4,8 29,3+ 9,2 1,5+1,8 28,0+ 8,3
20 16,0+ 10,7 50+ 49 11,0+ 4,4 28,0+ 18,4 2,3+£2,6 25,4+16,3
22 140+ 4,8 2,5+ 1,5 11,5+ 3,7 17,0+ 11,7 3,4+5,5 13,6 £ 8,7
24 140+ 8,4 42+ 2,0 10,0+ 7,5 28,1+ 13,3 9,4+6,1 19,1+£10,8

Tabela 5 - Nimero médio de amebdcitos circulantes em moluscos B. glabrata e B. tenagophila com fratura da

concha (Grupo 5).

B. glabrata B. tenagophila
Hora Amebé_citos Amebdcitos Amebdcitos Amebé_citos Amebdcitos Amer?éc'z)atos
totais estrelados nao estrelados totais estrelados estrelados
30' 11,3+ 5,7 43+ 3,3 7,0 4,1 14,1+ 4,3 3,6x2,5 10,6 £ 4,8
2 12,6+ 7,2 6,0+ 4,1 6,5+ 4,5 16,3+ 9,8 6,0+5,7 10,6 £ 5,4
4 13,0+ 5,3 50+ 3,7 80+ 2,8 23,1 +£11,1 6,0+ 3,8 17,3+£12,3
5 143+ 7,8 6,0+ 3,7 85+ 53 - - -
6 10,6 £ 2,4 52+ 2,4 54+ 09 19,4 £15,3 8,6+9,3 11,0+ 7,2
7 13,0+ 5,1 44+ 4,0 85+ 1,7 - -
8 12,5+ 7,4 40+ 3,0 86+ 59 21,4+12,3 10,0 £ 8,8 12,0+ 7,8
9 12,4+ 6,8 56%* 5,6 7,0+ 3,0 - - -
10 12,1+ 6,1 31+ 3,4 9,0+ 5,4 13,6+ 6,1 3,5+2,8 10,2+ 4,4
11 19,5+ 18,0 8,0x12,9 11,5+ 6,2 - - -
12 17,0 5,1 6,4+ 2,1 10,4+ 3,8 240+ 7,2 14,2+9,0 10,0+ 5,0
13 18,0+ 10,4 50+ 3,1 13,0+ 7,5 - - -
14 14,1+ 5,5 34+ 1,7 11,0+ 4,2 21,0+ 9,3 8,3 14,0 12,7+ 7,1
15 20,1+11,8 6,5+ 6,0 13,6 £ 6,3 - - -
16 17,5+x11,4 8,6 10,5 9,0+ 1,6 18,0+ 5,6 9,0+5,9 9,3% 4,3
17 19,0+ 12,9 8,4+ 10,0 11,0+ 5,5 - -
18 22,0+ 9,2 7,0+ 4,2 15,0+ 6,1 171+ 7,7 7,4+ 4,7 10,0+ 5,1
19 14,5+ 9,3 3,6+ 2,7 11,0+ 7,9 - - -
20 23,0+ 15,6 92+ 7,7 13,6 £ 9,5 15,3+ 8,3 7,157 8,1+ 2,9
21 25,6 £ 12,1 10,4+ 9,9 153+ 6,6 - - -
22 22,0£19,8 7,2+ 8,5 15,0+ 11,6 12,4+ 4,3 40+4,2 8,4+ 3,4
23 13,6+ 7,8 45+ 2,5 95+ 64 - -
24 17,4+ 11,0 7,0+ 6,9 10,6 £ 4,9 19,0+ 6,2 71+4,5 11,6+ 5,5

mente nos intervalos de 18 e 24 h, quando verifi-
caram-se miracidios e esporocistos primarios inte-
gros, isolados do tecido adjacente (Fig. 1). Na maio-
ria dos cortes observou-se auséncia de reacao ame-
bocitdria. Excepcionalmente, nos intervalos de 30
min e 2 h, foram encontrados alguns raros casos de

reacdo amebocitaria, mas predominavam, no mes-
mo corte, miracidios livres de qualquer reacédo
tecidual (Fig. 2). Jd em B. tenagophila foi observa-
da a existéncia de reacdo amebocitdria intensa nos
intervalos de 30 min e 2 h (Fig. 3). As 18 horas
observou-se uma intensa camada de amebdcitos cir-
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Figura 1 - Corte histolégico de B. glabrata 24 h apés
infecgdo por S. mansoni. Auséncia de reagdo amebocitdria
(seta) em torno da larva.

Tricromico de Gomori, X640.

Figura 2 - Corte histolégico de B. glabrata 24 h
ap6s infecgdo por S. mansoni. Auséncia quase total
de reagdo amebocitaria (seta) em torno do
miracidio (Mi).

Tricromico de Gomori, X640.

Figura 3 - Corte histolégico de B. tenagophila 2 h apds
infecgdo por S. mansoni. Intensa reagdo amebocitaria (seta),
contendo multiplas camadas de células em torno da larva.
Tricromico de Gomori, X640.

Figura 4 - Corte histoldgico de B. tenagophila 18 h apds
infecgdo por S. mansoni. Intensa reagdo amebocitaria (seta),
formando uma capa de amebdcitos em torno da larva.
Tricromico de Gomori, X640.

Figura 5 - Corte histoldgico de B. tenagophila 24 h apds
infeccdo por S. mansoni. Intensa reagdo amebocitdria
(seta) em torno da larva, que apresenta sinais evidentes de
degeneracao.

Tricromico de Gomori, X640.

cundando as larvas (Fig. 4). No intervalo de 24 h
foi muito raro o encontro de esporocistos integros,
com possibilidade de sobrevivéncia. A maioria dos
esporocistos apresentavam ntcleos picnéticos e
células em degeneragdo (Fig. 5).

Morfologia dos Amebdcitos Circulantes

Verificou-se que a morfologia dos amebdcitos
circulantes de ambas as espécies de moluscos variou
no tempo apds o contato com a lamina microscopi-
ca. Num primeiro momento, foram encontrados cé-
lulas arredondadas, sem prolongamentos citoplasma-
ticos. Com o passar dos minutos, tais prolongamen-
tos surgiam conferindo & célula o aspecto “estrela-
do”. Aos 25 a 35 min. de contato com a lamina, ob-
servou-se que a maioria dos amebdcitos haviam se
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espraiado, de modo semelhante aos macréfagos de
vertebrados, sendo que poucos amebdcitos “nao es-
trelados” foram encontrados nessa ocasido. Obser-
vou-se também células pequenas que podem corres-
ponder ao terceiro tipo de amebdcito descrito na li-
teratura.

DISCUSSAO

Nos moluscos infectados por S. mansoni, o au-
mento brusco do nimero de amebdcitos circulantes
ocorrido em B. glabrata, chamado por alguns auto-
res de “leucocitose”, € um fendmeno resultante da
infeccdo parasitdria. Stumpf e Gilbertson'* (1978) ob-
servaram um aumento do nimero de amebdcitos cir-
culantes em B. glabrata suscetivel, 2 h apds a infec-
¢do pelo S. mansoni. Granath e Yoshino® (1984) ve-
rificaram em B. glabrata da linhagem PR albina sus-
cetivel, aumento precoce de amebdcitos circulantes
e, apds uma hora de infec¢éo, uma diminui¢ado brus-
ca, atingindo o valor inicial por volta das 24 h. Fo-
ram obtidos resultados semelhantes a estes em B.
glabrata infectadas por S. mansoni. O fato de ndo
ter havido variacdes significativas do ndimero de
amebdcitos “estrelados”, células que exercem fun-
¢do de fagocitose, parece explicar a maior suscetibi-
lidade desses moluscos a infecg@o pelo S. mansoni.
Em B. tenagophila, obteve-se aumento tardio de
amebdcitos circulantes sendo que as células respon-
sdveis por esse aumento foram os amebdcitos “‘es-
trelados”. Tal aumento pode ter ocorrido devido a
requisicao precoce dessas células para o combate aos
esporocistos (Loker e Bayne?®, 1982). O perfil de va-
riacdo dos amebdcitos encontrados em B. tenagophi-
la, sugere especificidade da resposta ao parasita, se
comparado aos demais estimulos observados nas duas
espécies de moluscos.

Nos moluscos inoculados com tinta Nanquim, a
semelhanga encontrada entre os perfis de variagdo
dos amebdcitos circulantes em ambas as espécies,
sugere a ndo existéncia de especificidade da reag@o.
Em B. tenagophila a reagdo observada a tinta Nan-
quim foi diferente da observada apds a infecgdo por
S. mansoni, pois, neste caso, o aumento do nimero
de amebdcitos circulantes totais deveu-se, principal-
mente, aos amebdcitos “estrelados”. A tinta Nanquim
pode ser considerada inerte para os moluscos e foi
usada como controle da infecgdo pelo S. mansoni,
comparando-se o comportamento dos amebdcitos
ocorrido frente a matéria viva (parasita) com o ocor-
rido frente a matéria inerte (tinta Nanquim).

As oscilagdes do nimero de amebdcitos encon-
tradas nos moluscos submetidos a inje¢do simula-

da parecem ter ocorrido simplesmente devido a ci-
catrizag@o dos ferimentos provocados pela agulha
de injecdo.

No grupo submetido a fratura da concha néo hou-
ve alteracdes significativas do nimero de amebdci-
tos circulantes. Sabe-se que os amebdcitos sdo res-
ponsaveis pelo transporte de célcio, visando ao re-
paro tecidual (Ratcliffe!!, 1985; Wagge's, 1951;
Wagge e Mittler'®, 1953).

Os resultados encontrados levaram & conclusdo
de duas hipéteses: 1) Os amebdcitos circulantes ndao
sofreram estimulo para que seu nimero aumentasse;
ou 2) O aumento e conseqiientemente o deslocamento
para a regido da fratura, ocorreram apés o periodo
analisado no experimento. As oscilagcdes observadas
podem ter tido relagéio com a requisicdo das células
para o transporte de cédlcio. Nesse caso, como houve
grande oscilagdo nos dois tipos de células, é dificil
afirmar que somente as “ndo estreladas” foram re-
quisitadas.

Os resultados da avaliagdo histopatoldgica evi-
denciam que ja no primeiro dia de infec¢do pdde-se
encontrar reagdes amebocitirias em torno das lar-
vas. Foi observada a ocorréncia de tipicas reacdes
granulomatosas, principalmente em B. tenagophila.
Resultados semelhantes foram obtidos por Guaraldo
e col.” (1981) quando, ao estudarem a evolugdo dos
esporocistos de S. mansoni em B. glabrata e B. te-
nagophila, nos intervalos entre a primeira e a oitava
semanas apos a infeccdo, observaram reagdes gra-
nulomatosas amebocitarias circundando as larvas,
sobretudo em B. tenogophila, havendo predominio
de esporocistos degenerados. Correlacionando os
perfis de variacdo cinética dos amebdcitos circulan-
tes com a avaliacdo histopatoldgica pode-se desta-
car alguns aspectos interessantes: I) Em B. tenago-
phila foram obtidos inicialmente diminui¢do do ni-
mero de amebdcitos, a qual atribui-se a uma possi-
vel migracdo dessas células para os tecidos visando
ao combate aos esporocistos. Este fato ficou eviden-
ciado pelas reacdes teciduais observadas nos perio-
dos de 30 min e 2 h apds a infecgdo. II) Curiosamen-
te, no periodo de 18 h apés a infeccdo em B. tenago-
phila observou-se, a0 mesmo tempo, um pico de ame-
bécitos circulantes, sobretudo “estrelados”, e uma
intensa reag¢do amebocitaria em torno da larva. Pro-
vavelmente o estimulo da APO (6rgéo produtor de
amebdcitos) seja continuo a partir do contato inicial
das células requisitadas para os tecidos, com os es-
porocistos. Ao mesmo tempo que ocorreria uma es-
timulagcdo do APO, provocando a producio de ame-
bécitos que reagem ao parasita, deveria ocorrer tam-

N

bém o retorno dos amebdcitos “estrelados” a circu-
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lacdo, o que tornaria mais eficiente a resposta imune
do molusco a infeccdo. Na verdade ndo devem se
tratar de fendomenos isolados, pois no decorrer da
infeccdo o APO ¢ estimulado a produzir mais célu-
las, provavelmente mais amebdcitos “estrelados”, que
se dirigiriam a circulag¢do e a0 mesmo tempo conti-
nuaria ocorrendo a reagdo no tecido e, havendo a
necessidade de mais células, o APO seria novamen-
te estimulado, e assim sucessivamente. III) Em B.
glabrata infectadas por S. mansoni nao se observou
correlacdo significativa entre a variacdo do nimero
de amebdcitos circulantes e a reacdo tecidual. Nos
periodos de 30 min e de 2 h apds a infecgdo, quando
ocorreu o pico de amebdcitos, observou-se, na mai-
oria dos cortes, a presenga de discreta reacdo ame-
bocitaria e pouquissimos casos de reacdo intensa. Nos
periodos de 10, 18 e 24 h, verificou-se auséncia de
reacdo amebocitdria em torno da larva, periodos es-
tes em que foi observada diminuicdo gradativa do
nimero de amebdcitos, atingindo valores semelhan-
tes aos obtidos na auséncia da infeccao.

As alteragdes morfoldgicas dos amebdcitos ob-
servadas parecem ter semelhanga as quatro fases des-
critas por Morona e col.® (1984) que, segundo os au-
tores, poderiam representar os estiagios ontogenéticos
dos “granuldcitos” em seu papel de defesa celular
contra corpos estranhos. Ndo ha evidéncias de que
uma célula se transforme em outra, ou seja, que o
amebdcito “ndo estrelado” se transforme em “estre-
lado”, porém os presentes resultados sugerem essa
possibilidade.
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