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Resumos



Os hemócitos atuam no sistema de defesa contra organismos invasores e partículas estranhas, auxiliando o reconhecimento do que é próprio do corpo dos grastrópodes e o que não é. São escassas as informações e estudos sobre os hemócitos em espécies de moluscos saudáveis (sem infecções), principalmente em Bradybaena similaris (Fèrussac, 1821) and Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948). Portanto, este trabalho tem como objetivos a caracterização e quantificação dos hemócitos presentes na hemolinfa destas duas espécies. Neste trabalho, foram identificados três tipos celulares na hemolinfa de ambas espécies: as células redondas, hialinócitos e granulócitos. Os três tipos de hemócitos foram medidos e foi calculada a média do diâmetro total e do núcleo para cada um deles. Para B. similaris, o diâmetro médio das células redondas foi de 10,7 µm, dos hialinócitos foi de 20 µm e dos granulócitos de 25,4 µm. Para M. abbreviatus, o diâmetro médio foi de 11,7 µm para as células redondas, de 21,5 µm para os hialinócitos e de 30,5 µm para os granulócitos. Embora os hialinócitos possuam médias parecidas entre B. similaris e M. abbreviatus, foram detectadas diferenças significativas do diâmetro celular total e diâmetro do núcleo (p<0,0001) dessas células entre as espécies estudadas. A densidade média de células por ml, sem distinção de tipo celular foi de 197.813 células/ml para M. abbreviatus, e de 416.333 células/ml para B. similaris. Diferentemente de outros gastrópodes, os hemócitos mais frequentes em M. abbreviatus e em B. similaris foram os hialinócitos.

Células redondas; Granulócitos; Hialinócitos; Mollusca






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 (Fèrussac, 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 µm, of hyalinocytes was 20 µm and of granulocytes was 25.4 µm. On M. abbreviatus, the average diameter of round cells was 11.7 µm, of hyalinocytes was 21.5 µm and of granulocytes was 30.5 µm. 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.

Granulocytes; hyalinocytes; Mollusca; round cells
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      RESUMO
    



Os hemócitos atuam no sistema de defesa contra organismos invasores e partículas estranhas, auxiliando o reconhecimento do que é próprio do corpo dos grastrópodes e o que não é. São escassas as informações e estudos sobre os hemócitos em espécies de moluscos saudáveis (sem infecções), principalmente em Bradybaena similaris (Fèrussac, 1821) and Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948). Portanto, este trabalho tem como objetivos a caracterização e quantificação dos hemócitos presentes na hemolinfa destas duas espécies. Neste trabalho, foram identificados três tipos celulares na hemolinfa de ambas espécies: as células redondas, hialinócitos e granulócitos. Os três tipos de hemócitos foram medidos e foi calculada a média do diâmetro total e do núcleo para cada um deles. Para B. similaris, o diâmetro médio das células redondas foi de 10,7 µm, dos hialinócitos foi de 20 µm e dos granulócitos de 25,4 µm. Para M. abbreviatus, o diâmetro médio foi de 11,7 µm para as células redondas, de 21,5 µm para os hialinócitos e de 30,5 µm para os granulócitos. Embora os hialinócitos possuam médias parecidas entre B. similaris e M. abbreviatus, foram detectadas diferenças significativas do diâmetro celular total e diâmetro do núcleo (p<0,0001) dessas células entre as espécies estudadas. A densidade média de células por ml, sem distinção de tipo celular foi de 197.813 células/ml para M. abbreviatus, e de 416.333 células/ml para B. similaris. Diferentemente de outros gastrópodes, os hemócitos mais frequentes em M. abbreviatus e em B. similaris foram os hialinócitos.



Palavras-Chave: Células redondas, Granulócitos, Hialinócitos, Mollusca.




      ABSTRACT
    



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 (Fèrussac, 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 µm, of hyalinocytes was 20 µm and of granulocytes was 25.4 µm. On M. abbreviatus, the average diameter of round cells was 11.7 µm, of hyalinocytes was 21.5 µm and of granulocytes was 30.5 µm. 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.



Os gastrópodes possuem um sistema de defesa diferenciado, se comparado com os vertebrados em geral, mas comum em todos os moluscos, não possuindo linfócitos, sistema de complemento, respostas a antígenos específicos e imunoglobulinas (Bayne, 1983; Klein, 1989). Apesar disso, o sistema de defesa é capaz de perceber pequenas diferenças do que pertence ou não ao seu corpo. O sistema de defesa interno dos gastrópodes é composto por um mecanismo humoral, que inclui proteínas efetoras, tais como peptídeos antimicrobianos, fenoloxidase e lisozima. As proteínas efetoras atuam na primeira linha de defesa do organismo, sendo sintetizadas basicamente nos hemócitos e armazenadas em seus grânulos (Bachère et al., 2004). Um mecanismo celular também faz parte desse sistema de defesa interno, o qual é constituído por hemócitos. Os fatores solúveis encontrados na hemolinfa dos moluscos incluem aglutinas, opsoninas, enzimas, inibidores enzimáticos, substâncias reativas de grupos sanguíneos e substâncias imobilizadoras de miracídios. A imunidade humoral é mediada por lectinas, que são proteínas sintetizadas por hemócitos, com afinidade específica a carboidratos (Zelck et al., 1995). Os fatores solúveis da hemolinfa e os hemócitos agem juntos na destruição de material estranho ao corpo (Boulanger et al., 2006). Os hemócitos, que podem estar livres (circulantes na hemolinfa) ou fixos nos tecidos, se destacam na defesa. Mobilizam-se em direção às regiões onde aparecem as formas parasitárias, acumulando-se ao seu redor, atacando, formando cápsulas e/ou complexos encapsulantes para a inativação e absorção dos parasitos (Lie et al., 1975; Jeong et al., 1983). Possuem também como funções: reparação tecidual, limpar a hemolinfa e o tecido conjuntivo fagocitando partículas estranhas ou encapsulando material estranho, e sintetizam fatores para a defesa humoral (van der Knaap & Loker, 1990).



A maioria dos estudos com hemócitos de gastrópodes referem-se a espécies dos gêneros Biomphalaria (Preston, 1910) e Lymnaea Lamarck, 1799 sob condições, ou não, de infecção (Müller, 1956; Sminia, 1972; Harris, 1975; Yoshino, 1976; Cheng & Guida, 1980; LoVerde et al., 1982; Jeong et al., 1983; Joky et al., 1983; Sminia et al., 1983; Barraco et al., 1993; Bezerra et al., 1997, 2003; Matricon-Gondran & Letocart, 1999; Russo & Lagadic, 2004; Barbosa et al., 2006; Santos & Diniz, 2009; Santos et al., 2011; Cavalcanti et al., 2012). O conhecimento sobre o sistema imunológico dos gastrópodes é importante, principalmente o conhecimento dos hemócitos de caracóis não infectados, para que em futuros estudos, seja possível avaliar a ação do parasitismo sobre o sistema de defesa do hospedeiro. O objetivo deste trabalho é caracterizar e quantificar os hemócitos de duas espécies de gastrópodes, sendo uma exótica, Bradybaena similaris (Fèrussac, 1821), e outra nativa, Megalobulimus abbreviatus (Bequaert, 1948).




      MATERIAL E MÉTODOS
    



Coleta e manutenção dos gastrópodes. Vinte espécimes de B. similaris foram coletados no município 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 laboratório, e espécimes nascidos de suas posturas foram utilizados na pesquisa. Os indivíduos foram mantidos em condições ambientais não controladas, no Laboratório de Helmintologia do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os gastrópodes foram acondicionados em caixas plásticas com substrato de serrapilheira e um recipiente plástico com água, para manter a umidade e suprir suas necessidades hídricas. A alimentação consistiu, basicamente, de folhas de couve.



Coleta e preparação dos hemócitos. As amostras de hemolinfa foram coletadas, diretamente, da cavidade pericárdica de 35 indivíduos de M. abbreviatus e 27 de B. similaris nascidos e criados em laboratório, ou seja, livres de infecção. Para a coleta utilizaram-se seringas estéreis Plastipak B-D, 1 ml de capacidade, com agulhas microfinas II. Foi feito um pequeno orifício nas conchas, previamente limpas com etanol 70° GL, sobre a região pericárdica para permitir a introdução da agulha. Foi coletado 0,1 ml de hemolinfa por molusco, diluída na própria seringa, com solução salina fisiológica 0,65% até completar o volume de 0,5 ml. A hemolinfa foi então colocada sobre uma lâmina histológica em uma câmara úmida (placa de petri 12 mm de diâmetro com uma pequena porção de algodão embebida em água), onde permaneceu por 20 a 30 minutos para a formação de uma monocamada de células, de acordo com a técnica utilizada por Ford et al. (1993). Após a drenagem do sobrenadante, a lâmina foi removida da câmara úmida e os hemócitos foram fixados com metanol absoluto por, aproximadamente, 10 minutos. A coloração foi feita com Giemsa (diluído em água tamponada, na proporção de 1:9) por 30 a 35 minutos (Carneiro & Daemon, 1997, 2002; Humason, 1972).



Quantificação dos hemócitos com Câmara de Neubauer. A quantificação dos hemócitos foi feita em Câmara de Neubauer (Noda & Loker, 1989). A contagem diferenciada dos hemócitos foi realizada em 20 campos ópticos escolhidos ao acaso, em microscópio. As lâminas com a hemolinfa foram observadas logo após a coleta do material e depois de 20 minutos de repouso, para verificar as diferenças existentes entre as células encontradas. A densidade dos hemócitos foi calculada aplicando a fórmula proposta por Ford et al. (1993), para cada um dos tipos celulares encontrados, separados por espécies. Também foi calculado o desvio padrão de cada tipo celular, em ambas as espécies.



Análise dos dados. Foi aplicado o teste D'Agostinho para verificar se o diâmetro celular total e do núcleo dos hemócitos encontrados em ambas as espécies possuíam distribuição normal. Através desta informação, foi possível utilizar o teste paramétrico t de Student, para avaliar se existiam diferenças significativas entre o tamanho total e do núcleo entre os tipos celulares presentes na hemolinfa. Para a análise dos dados não paramétricos, diâmetro total e do núcleo dos hemócitos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test). Para a realização de todas as análises estatísticas foi utilizado o programa BioEstat 4.0 (Ayres et al., 2005).




      RESULTADOS
    



Morfologia dos hemócitos. Cem por cento das células da hemolinfa apresentavam forma arredondada logo que foram colocadas na câmara de Neubauer. Após 20 minutos, 60 a 80% dos hemócitos, inicialmente arredondados, espalharam-se sobre a lâmina e apresentaram projeções citoplasmáticas. A adesão das células sobre a lâmina possibilitou a diferenciação de três tipos celulares presentes na hemolinfa dos gastrópodes, classificadas como células redondas, hialinócitos e os granulócitos.



As células redondas (Figs 1, 2, 7
        
          
        
      ) caracterizam-se por não possuírem projeções citoplasmáticas, especialmente em M. abbreviatus, enquanto que em B. similaris foram observadas algumas pequenas projeções. De maneira geral, estas células possuem forma esférica ou oval, com grande núcleo central ocupando quase todo o volume celular. O citoplasma está em apenas uma área estreita em torno do núcleo. O diâmetro médio das células foi semelhante entre as duas espécies, não tendo sido detectadas diferenças significativas (p=0,96). O diâmetro máximo e mínimo das células aparesentaram variações dentre as espécies do presente estudo (Tab. I), mas estas variações não foram significativas (p=0,16).
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Da mesma forma, não foram observadas diferenças significativas (p=0,18) quanto ao diâmetro do núcleo. Em M. abbreviatus cerca de 5% das células redondas apresentaram mais de um núcleo (Fig. 2).



Os hialinócitos (Figs 3, 8
        
          
        
      , 9
        
          
        
      ) apresentam perfil polimórfico, núcleo localizado no centro da célula, ou algo excêntrico, citoplasma homogêneo, às vezes com alguns poucos grânulos. Essas células possuem projeções citoplasmáticas e foi possível observar pequenos agrupamentos celulares em M. abbreviatus. Também observaram-se células com mais de um núcleo em B. similaris, cerca de 6,5%, sugerindo uma divisão atípica (Fig. 9
        
          
        
      ). 
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Os hialinócitos de ambas espécies tiveram o diâmetro médio semelhante entre as células, com variação igualmente equivalente (Tab. I). No entanto, verificamos diferença significatica (p<0,0001) quanto ao diâmetro dos hialinócitos de M. abbreviatus e B. similaris. O diâmetro médio do núcleo dos hialinócitos de M. abbreviatus foi um pouco maior do que em B. similaris, sendo essa diferença significativa (p<0,0007).



Os granulócitos (Figs 4-6; 10-12
        
          
        
      ) são células polimórficas com perfil circular a fusiforme. Em ambas espécies, alguns granulócitos com formato fusiforme (Fig. 5) foram observados. A maioria dos granulócitos possui longas projeções citoplasmáticas e núcleo grande, geralmente excêntrico, e com variação no formato. Possuem grânulos basófilos no citoplasma, com número e distribuição variáveis, podendo se localizar na periferia ou no centro da célula. O diâmetro médio dos granulócitos foi semelhante entre as espécies estudadas, mas se mostrou um pouco maior para M. abbreviatus (Tab. I). Essa diferença entre o diâmetro dos granulócitos não foi significativa (p=0,77). O diâmetro do núcleo dos granulócitos apresentou-se semelhante para as duas espécies, não tendo sido detectadas diferenças significativas (p=0,83).



Densidade e porcentagem dos hemócitos. O tipo celular com maior densidade na hemolinfa, em ambas as espécies, foram os hialinócitos (Fig. 10
        
          
        
      ). A média da densidade total de hemócitos 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 hialinócito (54,9%), seguido pelo granulócito (25,4%) e pelas células redondas (19,1%). O mesmo não ocorreu em M. abbreviatus, que teve maior porcentagem de granulócitos (51,8%), hialinócitos (34,5%) e as células redondas (13,9%).




      DISCUSSÃO
    



Neste estudo foram observados, descritos e quantificados três tipos de hemócitos em Bradybaena similaris e Megalobulimus abbreviatus: as células redondas, os hialinócitos e os granulócitos. Quanto à morfologia dos hemócitos, os resultados deste estudo corroboram com o que já havia sido observado por George & Ferguson (1950) para Busycon carica Gmelin, 1791, Ottaviani (1992) para Planorbarius corneus (Linnaeus, 1758), Cheng & Guida (1980) para Bulinus truncatus (Audouin, 1827) e para algumas espécies de Biomphalaria (Harris, 1975; LoVerde et al., 1982; Joky et al., 1983; Noda & Loker, 1989; Barraco et al., 1993; Cavalcanti et al., 2012). Estes autores descrevem os hemócitos como células morfologicamente distintas, com mais de um tipo presente na hemolinfa dos gastrópodes pulmonados. No entanto, Sminia (1972), Sminia & Barendsen (1980), Sminia et al. (1981, 1983), Dikkeboom et al. (1984), Amen et al. (1991), van der Knaap et al. (1993), Suresh et al. (1994) e Russo & Lagadic (2004), que estudaram os hemócitos de espécies de Lymnaea, caracterizaram apenas um tipo celular com diferentes estágios de desenvolvimento.



Os hemócitos apresentaram poucas diferenças morfológicas entre as espécies neste estudo, especialmente relacionadas à ocorrência de pequenas projeções citoplasmáticas apenas em algumas células redondas de B. similaris, enquanto a presença de agrupamentos celulares de hialinócitos e granulócitos com formato fusiforme exclusivamente na hemolinfa de M. abbreviatus. Em relação à morfologia das células redondas, observamos semelhanças morfológicas entre as células redondas e as 'intermediárias' descritas por Dikkeboom et al. (1984) em Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758). Os hialinócitos e os granulócitos também se mostraram semelhantes morfologicamente com as células "espalhadas" descritas por Dikkeboom et al. (1984).



As células redondas não variaram muito em relação ao seu tamanho, e os hialinócitos e os granulócitos foram as células que mais oscilaram em relação ao tamanho. Os hialinócitos apresentaram diferenças significativas entre as duas espécies estudadas. Embora tenham diâmetro semelhante com o encontrado para L. stagnalis por Dikkeboom et al. (1984), não podemos afirmar se essa semelhança é significativa ou não, devido às diferenças entre as metodologias utilizadas.



Cavalcanti et al. (2012), ao estudarem a morfologia dos hemócitos de Biomphalaria glabrata (Say, 1818) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848), também observaram três tipos de hemócitos (sendo um tipo dividido em três morfotipos), e estes podem corresponder aos tipos de hemócitos 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 hialinócito tipo de hemócito mais encontrado. Mas esses resultados não podem ser comparados estatisticamente devido às diferenças no modo de amostragem e análise dos hemócitos.



As porcentagens dos tipos de hemócitos encontradas para ambas as espécies estudadas não foram semelhantes, com exceção das células redondas. As porcentagens de granulócitos na hemolinfa de M. abbreviatus foram maiores que as encontradas para B. similaris. Nesta, se encontrou maior porcentagem de hialinócitos, o que pode estar relacionado com seu estado físico, embora ambas espécies estudadas estarem saudáveis (livres de infecções). Esperava-se maior número de hialinócitos do que de granulócitos, pois estes últimos são responsáveis pela fagocitose de material estranho ao corpo dos gastrópodes. O que pode ter ocorrido para a maior porcentagem de granulócitos em M. abbreviatus é que os indivíduos podem ter sofrido algum tipo de estresse ambiental, o que pode acarretar no aumento dos granulócitos. Segundo Galloway & Depledge (2001), a densidade e as funções dos hemócitos, como a fagocitose, por exemplo, poderiam ser afetadas por mudanças nas condições do ambiente. Os padrões de resposta dos hemócitos podem depender do tipo de estressor, e poderiam, portanto, ser utilizados como biomarcadores para discriminar alterações biológicas e químicas do ambiente.



Em outros estudos, como Jeong & Heyneman (1976) e Abdul-Salam & Michelson (1980) com B. glabrata e Ottaviani (1992) com P. corneus, os autores realizaram uma contagem do número total de hemócitos na hemolinfa. Os valores obtidos foram menores se comparados aos resultados obtidos para as espécies do presente estudo. Cheng & Guida (1980), ao estudarem o gastrópode Bulinus truncatus rohlfsi (Clessin, 1886), obtiveram resultado similar com a densidade total de hemócitos obtido para M. abbreviatus.



Através das técnicas utilizadas neste estudo, foi possível diferenciar morfologicamente três tipos de hemócitos em B. similares e M. abbreviatus. No entanto, para o entendimento funcional e estrutural destas células, serão necessários mais estudos como da ultraestrutura e citoquímica dos hemócitos. Foi demonstrado que os hemócitos de M. abbreviatus e B. similaris possuem densidade diferente da maioria das espécies já estudadas, sendo os hialinócitos os mais frequentes. Este resultado pode estar relacionado a algum estresse que o animal tenha sofrido, o que pode provocar alterações na quantidade e no tipo de hemócito mais frequente na hemolinfa. No caso do parasitismo, seria interessante desenvolver um estudo comparativo com gastrópodes das mesmas espécies parasitados e não parasitados, para observar se realmente há diferenças entre a densidade e os tipos de hemócitos na hemolinfa durante uma infecção parasitária.
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