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ABSTRACT. Hemocytes of Bradybaena similaris and Megalobulimus abbreviatus (Gastropoda, Stylommatophora). Hemocytes act in the defense
system against invading organisms, foreign particles aiding the recognition of what is own to the body of gastropods and what is not. Information
and studies on the hemocytes in species of mollusks healthy (no infections), especially in Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) and Megalobulimus
abbreviatus (Bequaert, 1948) are scarce. Therefore, this work aims at characterization and quantification of hemocytes present in the hemolymph of
these two species. In this work three cell types were identified in the hemolymph of both species: round cells, hyalinocytes and granulocytes. The
three types of hemocytes were measured, and the average of total diameter and the nucleus for each was calculated. On B. similaris, the average
diameter of round cells was 10.7 um, of hyalinocytes was 20 um and of granulocytes was 25.4 pm. On M. abbreviatus, the average diameter of
round cells was 11.7 pm, of hyalinocytes was 21.5 pm and of granulocytes was 30.5 um. Although the hyalinocytes have similar averages between
B. similaris and M. abbreviatus, the cells were demonstrated significant differences in their total diameter and size of the nucleus (p<0.0001). The
average density of cells per ml without distinction of cellular type was 197,813 cells/ml for M. abbreviatus, and 416,333 cells/ml for B. similaris.
The most frequent hemocytes in M. abbreviatus and B. similaris were hyalinocytes, unlike other gastropods.

KEYWORDS. Granulocytes, hyalinocytes, Mollusca, round cells.

RESUMO. Os hemocitos atuam no sistema de defesa contra organismos invasores e particulas estranhas, auxiliando o reconhecimento do que é
proprio do corpo dos grastropodes e 0 que nédo é. S&o escassas as informagdes e estudos sobre 0s hemdcitos em espécies de moluscos saudaveis (sem
infeccdes), principalmente em Bradybaena similaris (Férussac, 1821) and Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948). Portanto, este trabalho tem
como objetivos a caracterizagdo e quantificacdo dos hemocitos presentes na hemolinfa destas duas espécies. Neste trabalho, foram identificados trés
tipos celulares na hemolinfa de ambas espécies: as células redondas, hialindcitos e granuldcitos. Os trés tipos de hemécitos foram medidos e foi
calculada a média do diametro total e do nicleo para cada um deles. Para B. similaris, o diametro médio das células redondas foi de 10,7 pm, dos
hialindcitos foi de 20 um e dos granuldcitos de 25,4 um. Para M. abbreviatus, o didmetro médio foi de 11,7 um para as células redondas, de 21,5
um para os hialindcitos e de 30,5 pm para os granuldcitos. Embora os hialindcitos possuam médias parecidas entre B. similaris e M. abbreviatus,
foram detectadas diferengas significativas do didmetro celular total e didmetro do nucleo (p<0,0001) dessas células entre as espécies estudadas. A
densidade média de células por ml, sem distincéo de tipo celular foi de 197.813 células/ml para M. abbreviatus, e de 416.333 células/ml para B.
similaris. Diferentemente de outros gastropodes, os hemécitos mais frequentes em M. abbreviatus e em B. similaris foram os hialinécitos.

PALAVRAS-CHAVE. Células redondas, Granulécitos, Hialinécitos, Mollusca.

Os gastrépodes possuem um sistema de defesa
diferenciado, se comparado com os vertebrados em
geral, mas comum em todos 0s moluscos, ndo possuindo
linfocitos, sistema de complemento, respostas a antigenos
especificos e imunoglobulinas (BayNE, 1983; KLEN, 1989).
Apesar disso, o sistema de defesa é capaz de perceber
pequenas diferencas do que pertence ou ndo ao seu corpo. O
sistema de defesa interno dos gastrépodes € composto por
um mecanismo humoral, que inclui proteinas efetoras, tais
como peptideos antimicrobianos, fenoloxidase e lisozima.
As proteinas efetoras atuam na primeira linha de defesa do
organismo, sendo sintetizadas basicamente nos hemacitos
e armazenadas em seus granulos (BacHere et al., 2004).
Um mecanismo celular também faz parte desse sistema de
defesa interno, o qual é constituido por hemdcitos. Os fatores
soltveis encontrados na hemolinfa dos moluscos incluem
aglutinas, opsoninas, enzimas, inibidores enzimaticos,
substancias reativas de grupos sanguineos e substancias
imobilizadoras de miracidios. A imunidade humoral é
mediada por lectinas, que séo proteinas sintetizadas por
hemocitos, com afinidade especifica a carboidratos (ZELck et

al., 1995). Os fatores soluveis da hemolinfa e os hemdcitos
agem juntos na destruicdo de material estranho ao corpo
(BouLancer et al., 2006). Os hemacitos, que podem estar
livres (circulantes na hemolinfa) ou fixos nos tecidos, se
destacam na defesa. Mobilizam-se em direcéo as regifes
onde aparecem as formas parasitarias, acumulando-se ao
seu redor, atacando, formando capsulas e/ou complexos
encapsulantes para a inativacéo e absor¢éo dos parasitos
(Lie et al., 1975; Jeong et al., 1983). Possuem também
como fungdes: reparagdo tecidual, limpar a hemolinfa e
o0 tecido conjuntivo fagocitando particulas estranhas ou
encapsulando material estranho, e sintetizam fatores para
a defesa humoral (van DER KNaAP & LOKER, 1990).
Amaioria dos estudos com hemdcitos de gastropodes
referem-se a espécies dos géneros Biomphalaria (Preston,
1910) e Lymnaea Lamarck, 1799 sob condigdes, ou néo,
de infecgdo (MULLER, 1956; SMiNia, 1972; Harris, 1975;
Yosumo, 1976; CuenG & Guipa, 1980; LoVErDE et al.,
1982; Jeona et al., 1983; Joky et al., 1983; Smmia et al.,
1983; Barraco et al., 1993; Bezerra et al., 1997, 2003;
MATRICON-GONDRAN & LETOCART, 1999; RUSso & LAGADIC,
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2004; BarBosa et al., 2006; SanTos & DiNiz, 2009; SANTOS
et al., 2011; CavaLcanTi et al., 2012). O conhecimento
sobre o sistema imunoldgico dos gastrépodes é importante,
principalmente o conhecimento dos hemdcitos de caracois
ndo infectados, para que em futuros estudos, seja possivel
avaliar a agdo do parasitismo sobre o sistema de defesa
do hospedeiro. O objetivo deste trabalho é caracterizar e
quantificar os hemocitos de duas espécies de gastropodes,
sendo uma exdtica, Bradybaena similaris (Ferussac, 1821),
e outra nativa, Megalobulimus abbreviatus (BEQuAEkrT,
1948).

MATERIAL E METODOS

Coleta e manutencéo dos gastrépodes. Vinte
espécimes de B. similaris foram coletados no municipio
de Canoas, RS, em ambiente antropizado (jardim). As
coletas ocorreram em outubro de 2011 e em junho e julho
de 2012. Dois espécimes de M. abbreviatus foram coletados
em um ambiente também antropizado (terreno baldio), em
Barra do Ribeiro/RS.

Os espécimes de ambas as espécies reproduziram-
se em laboratério, e espécimes nascidos de suas posturas
foram utilizados na pesquisa. Os individuos foram mantidos
em condic¢Oes ambientais nao controladas, no Laboratério
de Helmintologia do Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Os gastrépodes foram acondicionados em caixas plasticas
com substrato de serrapilheira e um recipiente plastico com
agua, para manter a umidade e suprir suas necessidades
hidricas. A alimentagdo consistiu, basicamente, de folhas
de couve.

Coleta e preparacao dos hemocitos. As amostras
de hemolinfa foram coletadas, diretamente, da cavidade
pericardica de 35 individuos de M. abbreviatus e 27 de B.
similaris nascidos e criados em laboratério, ou seja, livres
de infeccdo. Para a coleta utilizaram-se seringas estéreis
Plastipak B-D, 1 ml de capacidade, com agulhas microfinas
I1. Foi feito um pequeno orificio nas conchas, previamente
limpas com etanol 70° GL, sobre a regido pericardica para
permitir a introducéo da agulha. Foi coletado 0,1 ml de
hemolinfa por molusco, diluida na prdpria seringa, com
solucdo salina fisiologica 0,65% até completar o volume de
0,5 ml. A hemolinfa foi entdo colocada sobre uma lamina
histolégica em uma camara Umida (placa de petri 12 mm
de didmetro com uma pequena porcao de algodao embebida
em agua), onde permaneceu por 20 a 30 minutos para a
formag&o de uma monocamada de células, de acordo com
atécnica utilizada por Forp et al. (1993). Apds a drenagem
do sobrenadante, a lamina foi removida da cAmara imida
e os hemocitos foram fixados com metanol absoluto por,
aproximadamente, 10 minutos. A coloragéo foi feita com
Giemsa (diluido em agua tamponada, na proporcéo de 1:9)
por 30 a 35 minutos (CarNEIRO & DagmoN, 1997, 2002;
Humason, 1972).

Quantificacdo dos hemoécitos com Camara de
Neubauer. A quantificagdo dos hemocitos foi feita em

Camara de Neubauer (Nopa & LokEer, 1989). A contagem
diferenciada dos hemdcitos foi realizada em 20 campos
oOpticos escolhidos ao acaso, em microscdpio. As laminas
com a hemolinfa foram observadas logo apds a coleta do
material e depois de 20 minutos de repouso, para verificar
as diferencas existentes entre as células encontradas. A
densidade dos hemacitos foi calculada aplicando a formula
proposta por Forp et al. (1993), para cada um dos tipos
celulares encontrados, separados por espécies. Também
foi calculado o desvio padrdo de cada tipo celular, em
ambas as espécies.

Anélise dos dados. Foi aplicado o teste D’ Agostinho
para verificar se o didmetro celular total e do nticleo dos
hemacitos encontrados em ambas as espécies possuiam
distribuicdo normal. Através desta informagao, foi possivel
utilizar o teste paramétrico t de Student, para avaliar se
existiam diferencas significativas entre o tamanho total e
do ndcleo entre os tipos celulares presentes na hemolinfa.
Para a analise dos dados ndo paramétricos, diametro total
e do nucleo dos hemacitos, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney (Wilcoxon rank-sum test). Para a realizacdo de
todas as analises estatisticas foi utilizado o programa
BioEstat 4.0 (Avres et al., 2005).

RESULTADOS

Morfologia dos hemdcitos. Cem por cento das
células da hemolinfa apresentavam forma arredondada
logo que foram colocadas na cdmara de Neubauer. Apos
20 minutos, 60 a 80% dos hemocitos, inicialmente
arredondados, espalharam-se sobre a lamina e apresentaram
projecdes citoplasmaticas. A adeséo das células sobre a
Iamina possibilitou a diferenciacdo de trés tipos celulares
presentes na hemolinfa dos gastropodes, classificadas como
células redondas, hialinécitos e os granuldcitos.

As células redondas (Figs 1, 2, 7) caracterizam-se
por ndo possuirem projecdes citoplasmaticas, especialmente
em M. abbreviatus, enquanto que em B. similaris foram
observadas algumas pequenas projecOes. De maneira geral,
estas células possuem forma esférica ou oval, com grande
nlcleo central ocupando quase todo o volume celular. O
citoplasma estd em apenas uma area estreita em torno do
nucleo. O didmetro médio das células foi semelhante entre
as duas espécies, ndo tendo sido detectadas diferencas
significativas (p=0,96). O diametro maximo e minimo
das células aparesentaram variacoes dentre as espécies do
presente estudo (Tab. 1), mas estas variacdes ndo foram
significativas (p=0,16). Da mesma forma, ndo foram
observadas diferengas significativas (p=0,18) quanto ao
didmetro do nlcleo. Em M. abbreviatus cerca de 5% das
células redondas apresentaram mais de um nucleo (Fig. 2).

Os hialinocitos (Figs 3, 8, 9) apresentam perfil
polimorfico, nucleo localizado no centro da célula, ou
algo excéntrico, citoplasma homogéneo, as vezes com
alguns poucos granulos. Essas células possuem projecoes
citoplasmaticas e foi possivel observar pequenos
agrupamentos celulares em M. abbreviatus. Também

lheringia, Série Zoologia, Porto Alegre, 104(2):209-215, 30 de junho de 2014



Hemadcitos de Bradybaena similaris e Megalobulimus abbreviatus... 211

Figs 1-6. Tipos de hemdcitos encontrados em individuos de Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948): 1, célula redonda; 2, célula redonda em
divisdo; 3, hialindcito; 4, granulécito; 5, granulécito com formato fusiforme; 6, granulécito com granulos evidenciados (c, citoplasma; cm, célula
em mitose; g, granulo; n, ndcleo; ps, pseudépodes). Barra=25um.

Figs 7-12. Tipos de hemdcitos encontrados em individuos de Bradybaena similaris (Ferussac, 1821): 7, célula redonda; 8, hialindcito; 9, hialindcito
em diviséo; 10-12, granuldcitos (c, citoplasma; cm, célula em mitose; n, ntcleo; ps, pseudopodes). Barra=25um.
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Tab. I. Tipos celulares, diametro médio, desvio padréo (DV), diametro total maximo e minimo, diametro do nicleo e desvio padrdo (DV), dos hemécitos
encontrados na hemolinfa de Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) e Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948). Unidade de medida em pm.

Bradybaena similaris Megalobulimus abbreviatus
Tipos celulares Células Redondas  Hialinécitos ~ Granuldcitos | Células Redondas  Hialindcitos  Granulécitos
Numero de hemdcitos medidos 52 149 69 50 124 186
Diametro médio/DV 10,7 + 3,87 20,0 £5,83 254 +9.8 11,7+28 215+6,1 30,5751
Didmetro maximo total 25 40 52,5 175 42,5 50
Diametro minimo total 5,0 10 75 75 10 17,5
Diametro médio do nlcleo/DV 6,6 +£3,44 8,57 + 3,56 9,89 +3,74 72+23 10,1+£3,3 11,4+ 38

observaram-se células com mais de um nucleo em B.
similaris, cerca de 6,5%, sugerindo uma divisao atipica
(Fig. 9). Os hialindcitos de ambas espécies tiveram o
diametro médio semelhante entre as células, com variagéo
igualmente equivalente (Tab. I). No entanto, verificamos
diferenga significatica (p<0,0001) quanto ao didmetro dos
hialindcitos de M. abbreviatus e B. similaris. O diametro
médio do nucleo dos hialindcitos de M. abbreviatus foi um
pouco maior do que em B. similaris, sendo essa diferenca
significativa (p<0,0007).

Os granulécitos (Figs 4-6; 10-12) sao células
polimorficas com perfil circular a fusiforme. Em ambas
espécies, alguns granuldcitos com formato fusiforme
(Fig. 5) foram observados. A maioria dos granulécitos
possui longas projecdes citoplasmaticas e nlcleo grande,
geralmente excéntrico, e com variacéo no formato. Possuem
granulos basofilos no citoplasma, com numero e distribuigéo
variaveis, podendo se localizar na periferia ou no centro da
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célula. O diametro médio dos granuldcitos foi semelhante
entre as espécies estudadas, mas se mostrou um pouco maior
para M. abbreviatus (Tab. I). Essa diferenca entre o didmetro
dos granuldcitos nao foi significativa (p=0,77). O didmetro
do nucleo dos granuldcitos apresentou-se semelhante para
as duas espécies, ndo tendo sido detectadas diferencas
significativas (p=0,83).

Densidade e porcentagem dos hemdcitos. O tipo
celular com maior densidade na hemolinfa, em ambas
as espécies, foram os hialinécitos (Fig. 10). A média da
densidade total de hemdcitos foi de 197.813 células/ml para
M. abbreviatus e de 416.333 células/ml para B. similaris.
Corroborando com a densidade, o tipo celular com maior
porcentagem em B. similaris foi o hialindcito (54,9%),
seguido pelo granuldcito (25,4%) e pelas células redondas
(19,1%). O mesmo nao ocorreu em M. abbreviatus, que teve
maior porcentagem de granulocitos (51,8%), hialinocitos
(34,5%) e as células redondas (13,9%).
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DISCUSSAO

Neste estudo foram observados, descritos e
quantificados trés tipos de hemocitos em Bradybaena
similaris e Megalobulimus abbreviatus: as células redondas,
os hialindcitos e os granulécitos. Quanto a morfologia dos
hemacitos, os resultados deste estudo corroboram com
0 que ja havia sido observado por GEORGE & FERGUSON
(1950) para Busycon carica Gmelin, 1791, Ottaviani (1992)
para Planorbarius corneus (Linnaeus, 1758), CHENG &
Guipa (1980) para Bulinus truncatus (Audouin, 1827) e
para algumas espécies de Biomphalaria (Harris, 1975;
LoVErDE et al., 1982; Joky et al., 1983; Noba & LOKER,
1989; Barraco et al., 1993; CavaLcanti et al., 2012).
Estes autores descrevem os hemdcitos como células
morfologicamente distintas, com mais de um tipo presente
na hemolinfa dos gastropodes pulmonados. No entanto,
Sminia (1972), Sminia & BAReNDsEN (1980), Sminia et al.
(1981, 1983), DikkeBoowm et al. (1984), Amen et al. (1991),
vaN DER Knaap et al. (1993), Suresh et al. (1994) e Russo
& Lacapic (2004), que estudaram os hemdcitos de espécies
de Lymnaea, caracterizaram apenas um tipo celular com
diferentes estagios de desenvolvimento.

Os hemdcitos apresentaram poucas diferencas
morfoldgicas entre as espécies neste estudo, especialmente
relacionadas a ocorréncia de pequenas projecdes
citoplasmaticas apenas em algumas células redondas de
B. similaris, enquanto a presenca de agrupamentos celulares
de hialindcitos e granulécitos com formato fusiforme
exclusivamente na hemolinfa de M. abbreviatus. Em
relacdo & morfologia das células redondas, observamos
semelhancas morfoldgicas entre as células redondas e
as ‘intermedidrias’ descritas por Dikkesoowm et al. (1984)
em Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758). Os hialinécitos
e o0s granuldcitos também se mostraram semelhantes
morfologicamente com as células “espalhadas” descritas
por DikkeBooM et al. (1984).

As células redondas ndo variaram muito em relacéo
ao seu tamanho, e os hialindcitos e os granuldcitos foram
as celulas que mais oscilaram em relagdo ao tamanho.
Os hialinocitos apresentaram diferencgas significativas
entre as duas espécies estudadas. Embora tenham diametro
semelhante com o encontrado para L. stagnalis por
DikkeBooM et al. (1984), nao podemos afirmar se essa
semelhanga ¢ significativa ou nao, devido as diferengas
entre as metodologias utilizadas.

CavaLcanti et al. (2012), ao estudarem a morfologia
dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848), também
observaram trés tipos de hemocitos (sendo um tipo
dividido em trés morfotipos), e estes podem corresponder
aos tipos de hemdcitos descritos no presente estudo. O
tamanho destas células foi diferente, um pouco menor
do encontrado para as espécies aqui estudadas. Os tipos
celulares mais observados por CavaLcanti et al. (2012)
também foram similares com os resultados obtidos para
M. abbreviatus e B. similares, sendo o hialindcito tipo de

hemacito mais encontrado. Mas esses resultados ndo podem
ser comparados estatisticamente devido as diferengas no
modo de amostragem e analise dos hemdcitos.

As porcentagens dos tipos de hemacitos encontradas
para ambas as espécies estudadas ndo foram semelhantes,
com excecao das células redondas. As porcentagens de
granuldcitos na hemolinfa de M. abbreviatus foram
maiores que as encontradas para B. similaris. Nesta, se
encontrou maior porcentagem de hialinécitos, o que pode
estar relacionado com seu estado fisico, embora ambas
espécies estudadas estarem saudaveis (livres de infeccoes).
Esperava-se maior nimero de hialindcitos do que de
granuldcitos, pois estes Gltimos sdo responsaveis pela
fagocitose de material estranho ao corpo dos gastropodes.
O que pode ter ocorrido para a maior porcentagem de
granulécitos em M. abbreviatus é que os individuos
podem ter sofrido algum tipo de estresse ambiental, o
que pode acarretar no aumento dos granulécitos. Segundo
GarLoway & DEPLEDGE (2001), a densidade e as funges
dos hemdcitos, como a fagocitose, por exemplo, poderiam
ser afetadas por mudancas nas condi¢@es do ambiente.
Os padres de resposta dos hemdcitos podem depender
do tipo de estressor, e poderiam, portanto, ser utilizados
como biomarcadores para discriminar alteragdes bioldgicas
e quimicas do ambiente.

Em outros estudos, como JEoNG & HEYNEMAN (1976)
e ABDUL-SALAM & MicHELSON (1980) com B. glabrata e
Ottaviant (1992) com P. corneus, os autores realizaram
uma contagem do nimero total de hemécitos na hemolinfa.
Os valores obtidos foram menores se comparados aos
resultados obtidos para as espécies do presente estudo.
CHENG & Guipa (1980), ao estudarem o gastrépode Bulinus
truncatus rohlfsi (Clessin, 1886), obtiveram resultado
similar com a densidade total de hemécitos obtido para
M. abbreviatus.

Através das técnicas utilizadas neste estudo, foi
possivel diferenciar morfologicamente trés tipos de
hemdcitos em B. similares e M. abbreviatus. No entanto,
para o entendimento funcional e estrutural destas células,
serdo necessarios mais estudos como da ultraestrutura
e citoquimica dos hemdcitos. Foi demonstrado que 0s
hemdcitos de M. abbreviatus e B. similaris possuem
densidade diferente da maioria das espécies ja estudadas,
sendo os hialinécitos os mais frequentes. Este resultado
pode estar relacionado a algum estresse que o animal tenha
sofrido, 0 que pode provocar alteracfes na quantidade e
no tipo de hemocito mais frequente na hemolinfa. No
caso do parasitismo, seria interessante desenvolver um
estudo comparativo com gastropodes das mesmas espécies
parasitados e ndo parasitados, para observar se realmente
ha diferengas entre a densidade e os tipos de hemdcitos na
hemolinfa durante uma infeccao parasitaria.
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