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RESUMO

Schistosoma mansoni, agente etioldgico causador da esquistossomose no Brasil, necessita de
passagem obrigatoria em moluscos do género Biomphalaria como hospedeiros
intermediarios, para fechamento do ciclo da doenca. Os mecanismos envolvidos na relagdo
parasito-hospedeiro ainda ndo foram completamente elucidados e culturas celulares tem-se
mostrado Uteis para responder questdes especificas. Dessa forma, nosso estudo teve como
objetivo o estabelecimento de culturas celulares de diferentes tecidos de Biomphalaria
tenagophila Taim, linhagem completamente resistente ao S. mansoni. Todos os tecidos
selecionados estdo suposta ou comprovadamente envolvidos no sistema interno de defesa
desses moluscos. As culturas foram mantidas em dois meios distintos e a viabilidade celular
foi avaliada nos dois casos. As células cultivadas foram caracterizadas através de microscopia
Optica invertida e microscopia eletronica de transmissdo e varredura. Foram obtidas, com
sucesso, culturas celulares em dez dos doze tecidos dissecados a partir da B. tenagophila. Sob
microscopia ética, a maioria das células apresentou formato esférico, sem aderéncia, sem
pseudopodes ou filapodios. Através da microscopia eletrénica de transmissdo identificamos
dez subtipos celulares na cultura do manto e quinze na cultura de porcao sacular e tubular do
tabulo renal. Nas culturas de glandula digestiva e piloro identificamos seis tipos celulares,
além de cinco originadas de glandulas nidamental e prostatica, quatro de ovotesti e papo, e
trés de glandula de albumen. Em quatro dessas culturas (manto, ovotesti, por¢do renal e
sacular) analisamos a complexidade celular e o perfil de acUcares de membrana através de
citometria de fluxo com conjugados lectina-Alexa Fluor 488, em busca de marcadores
especificos para tipos celulares. Com excecdo de WGA (wheat germ agglutinin), que se ligou
a todos os tipos celulares estudados, todas as outras lectinas podem ser consideradas
potenciais marcadores de tipos celulares. Estudos mais detalhados estdo em andamento
visando a selecdo das lectinas mais adequadas como marcadores de tipos celulares nesse
modelo experimental de culturas celulares de Biomphalaria.
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ABSTRACT

Schistosoma mansoni, the etiological agent for schistosomiasis in Brazil, has an obligatory
passage through Biomphalaria snails as intermediate hosts to complete the disease cycle. The
mechanisms involved in the interaction mollusk-parasite have not been totally clarified yet
and cell culture models appear as potential tools to help clarify specific issues. With that in
mind, we devoted our study to develop primary cell cultures from different tissues of
Biomphalaria tenagophila belonging to Taim strain, which is completely resistant to S.
mansoni infection. Those tissues were selected based on their known or putative importance
to the internal defense system of the mollusk. The cultures were maintained at two different
media and cell viability was evaluated for each condition. The cells in culture were
characterized by optical inverted and transmission electronic microscopy. Primary cultures
from ten out of twelve tissues of B. tenagophila were successfully obtained. Most of the cell
subsets were round, mostly non-adherent, without pseudopodia or filapodia by optical
microscopy. Under electronic microscopy we identified ten cell subsets in mantle culture and
fifteen cell subsets in both saccular and tubular kidney sections. In digestive gland and
pylorus six differents cell subsets could be identified against five cell subsets in nidamental
and prostatic gland, four in ovotestis and crop and three in albumen gland. Cell complexity
and membrane sugar patterns of four different tissue-derived cultures (mantle, ovotesti,
saccular and tubular kidney) were also analyzed by flow cytometry using different Alexa
Fluor 488-lectin conjugates looking for subset-specific markers. Besides WGA (wheat germ
agglutinin), which was found to bind to all kinds of mollusk cells, all the other lectins tested
could be considered potential subset markers. Further studies are in progress to select the
most suitable lectin to be used as subset marker in those cell culture-based experimental

model for Biomphalaria.

Xii
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1 INTRODUCAO

Apesar dos conhecimentos obtidos nos ultimos anos na interacdo Biomphalaria/s.
mansoni, essa relacdo requer maiores estudos em alguns aspectos. A forma de atuacdo do
sistema interno de defesa, como e por que ele elimina o trematédeo em certas linhagens e néo
em outras, ou quais as estruturas dos hemacitos e como estdo envolvidas no reconhecimento
do parasita. A compreensao dos diferentes graus de susceptibilidade das espécies do molusco,
apresentando diferencas inter e intra-especificas, € um desafio a ser vencido e pode contribuir

para o desenvolvimento de método para o controle da esquistossomose.

Culturas celulares de alguns tecidos de caramujos Biomphalaria ja foram obtidas por
Benex e Gantier (1975) que cultivaram a glandula digestiva e o hepato-pancreas e Benex e
Jacobelli (1980) cultivando a regido sacular do tubo renal, obtendo uma cultura de hemdcitos
a partir dessa regido. Esses estudos geraram um modelo que foi pouco explorado pelos

autores, provavelmente devido as limitagdes tecnoldgicas da época em que foram conduzidos.

O cultivo de células da regido do APO também foi realizado por Barbosa e cols.
(2006b), que obtiveram células capazes de destruir esporocistos transformados in vitro
(BARBOSA, 2007). Apesar do estabelecimento deste novo modelo, ele ainda néo foi
completamente explorado e as células de cultivo continuam pouco caracterizadas
morfologicamente. Outra forma de obtencdo de hemdcitos € através da puncao da hemolinfa,

onde se obtém a populacdo de hemdcitos circulantes.

Estudos envolvendo a interacdo Biomphalaria/S. mansoni sdo, em sua maioria,
conduzidos nos caramujos da espécie B. glabrata, principal vetor do S. mansoni, e cujos
experimentos ja estdo padronizados. Os estudos utilizando cultivo de células, descritos
anteriormente, foram desenvolvidos em Biomphalaria glabrata. No entanto, a espécie B.
tenagophila, vem demonstrando importante atuacdo epidemioldgica, e apresenta uma
linhagem (Biomphalaria tenagophila TAIM) que se mostrou completamente resistente ao S.
mansoni e estd sendo introduzido em areas de transmissdo da esquistossomose visando 0
controle da doenca. E de grande interesse o estudo da interagio em um modelo
completamente resistente, fendtipo ndo apresentado por nenhuma linhagem de Biomphalaria

glabrata.

Belo Horizonte, fevereiro de 2012
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar morfologicamente celulas em cultura primaria a partir de diferentes

regides e tecidos de caramujos Biomphalaria tenagophila da linhagem resistente TAIM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar anatomicamente diferentes regides e tecidos do corpo do molusco e realizar sua

disseccao.

- Estabelecer culturas primarias de células dos tecidos dissecados.

- Acompanhar a viabilidade das células em cultura.

- Caracterizar morfologicamente as células oriundas dos diferentes tecidos dissecados.

Belo Horizonte, fevereiro de 2012
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

A esquistossomose, doenca cronica causada por trematddeos digeneicos do género
Schistosoma Weinland, 1858, acomete cerca de 230 milhdes de pessoas em todo mundo, a
cada ano. E uma doenca que ja foi notificada em 77 paises nas regides tropical e subtropical,

sendo endémica em 55 paises, com 90% dos casos acontecendo na Africa (OMS, 2012).

Acredita-se que 0s agentes etioldgicos das esquistossomoses tenham chegado as
Américas por intermédio de escravos trazidos da Africa durante o periodo de colonizago e
imigrantes asiaticos. Com estes individuos, varias espécies de Schistosoma foram introduzidas
no continente; entretanto, apenas a espécie Schistosoma mansoni Sambom, 1907, encontrou
hospedeiros intermediarios viaveis, moluscos aquaticos do género Biomphalaria (Preston,
1910). As demais espécies de Schistosoma ndo encontraram 0s hospedeiros intermediarios
para completar o ciclo, estabelecendo-se nas Américas apenas a esquistossomose mansoni,
causada pelo S. mansoni. No Brasil o género Biomphalaria é composto por dez espécies e
uma subespécie, sendo que apenas trés espécies foram encontradas naturalmente infectadas
pelo S. mansoni. As espécies Biomphalaria glabrata (Say, 1918), Biomphalaria tenagophila
(Orbigny, 1835), e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) (COELHO e cols. 2008;
CALDEIRA e cols. 2009).

No Brasil, a esquistossomose mansoni, descrita pela primeira vez por Piraja da Silva
em 1908, ¢ endémica e considerada um grave problema de salde publica. A prevaléncia da
doenca ¢é incerta devido a defasagem de dados; entretanto, pesquisadores de todas as regides
do Brasil estdo empenhados na realizacdo do inquérito nacional de prevaléncia da
esquistossomose e geo-helmintoses que fornecera dados recentes e mais precisos sobre a
situacdo da doenga no pais (COELHO e cols. 2008).

A doenca ocorre principalmente em localidades sem saneamento ou com saneamento
béasico inadequado. A infeccdo acontece através da penetracdo ativa das formas infectantes do
S. mansoni pela pele e mucosas quando o homem entra em aguas contaminadas. O ciclo de
transmissdo da doenca ocorre quando hospedeiros vertebrados infectados, principalmente o

homem, excretam o0s ovos do parasita pelas fezes, que atingem o ambiente aquatico dos

Belo Horizonte, fevereiro de 2012
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caramujos Biomphalaria, hospedeiros invertebrados, que liberam as larvas infectantes do S.
mansoni nas cole¢des hidricas utilizadas pelos seres humanos (BRASIL, 2008; COELHO e
cols. 2008).

O ciclo evolutivo do S. mansoni (figura 1) envolve reprodugdo assexuada, no
hospedeiro invertebrado, e reproducdo sexuada, no hospedeiro definitivo. O ciclo tem inicio
com a eliminacédo dos ovos junto com as fezes do hospedeiro definitivo. Quando em contato
com a agua, os ovos liberam as larvas ciliadas, denominadas miracidios, que séo estimulados
por temperatura media de 28 °C, luz intensa e oxigenacao da agua. As larvas sdo viaveis para
infeccdo até por um periodo de até 8 horas apds a eclosdo. Os miracidios apresentam
movimentacao ativa até encontrar um hospedeiro invertebrado suscetivel, molusco do género
Biomphalaria, e penetram em qualquer parte de um tecido exposto, com maior preferéncia
pela base da antena e pés (COELHO e cols. 2008).

A= Estagio Infeccioso
A= Fase Diagnostico

o Cercarias libertadas pelos caracois
na agua, nadando livres
Esporocistos em caracol o 9 A

(geragdes sucessivas) é

/ Cercarias perdem caudas durante
0 a penetragao e transformam-se

BAFEN-MEALTHIER - PFEOFLE"

hitp:/Awww.dpd.cdc.gov/dpdx

‘Penetram em schistosumulas
na pele e /
@ @ é 0 Circulagdo
Miracidios penetram
nos tecidos do caracol A
P&Mmmmﬂ
ao figado, onde se maturam
as formas adultas 0
9 '@ nas fezes A na urina
Ovos eclodem \ ’/\
libertando miracidios N , ; \
. \‘
‘(\\" 2 Vermes adultos emparelhados migram
s :o(;'cum '\«/ A para vénulas mesentéricas do intestino/recto
¥\ s \_ (ovos que circulam para o figado e s3o
S. mansoni S. haematobium eliminados nas fezes)
C C plexo venoso da bexiga

Figura 1: Ciclo evolutivo das espécies de Schistosoma.
A: Schistosoma japonicum; B: Schistosoma mansoni; C: Schistosoma haematobium; FONTE:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm.

Belo Horizonte, fevereiro de 2012 16



Silva-Neto, Aristeu REVISAO DA LITERATURA

Os miracidios, apds a penetracdo, transformam-se em esporocistos primarios,
promovendo o desenvolvimento de células germinativas, ainda na regido cefalopodal, Apds
14 dias da penetracdo as células germinativas dos esporocistos primarios geram 0S
esporocistos secundarios. No 18° dia ap0s a penetracdo, 0s esporocistos secundarios migram
para os espagos intertubulares da glandula digestiva, em um processo que dura cerca de trés
dias, onde sofrem modificagOes que completam seu desenvolvimento e possibilitam que suas
células germinativas originem as cercarias. A completa transformacdo em cercérias e sua
liberacdo para o meio aquéatico ocorrem no periodo entre o 27° e 30° dia ap0s a penetracéo,
nas condi¢Oes de luminosidade e temperatura adequada (28°C). Cada miracidio pode gerar de
100 a 300 mil cercarias (COELHO e cols. 2008).

As cercarias nadam ativamente no ambiente aquatico até encontrarem um hospedeiro
vertebrado suscetivel, penetrando através da pele e mucosa exposta. Nesse processo de
infeccdo as cercarias perdem a cauda e se transformam em esquistossdbmulos. Os
esquistossomulos migram pelo tecido subcutaneo, entrando num vaso sanguineo, sendo
passivamente levados para os pulmdes. Dos pulmdes eles se dirigem para o sistema porta
hepético onde se alimentam e originam fémeas e machos adultos em 25-28 dias de infeccao.
Os vermes se acasalam e migram contra o fluxo circulatorio para a veia mesentérica inferior,
onde fardo a ovoposicao, por volta do 35° dia de infeccdo. Cada fémea produz cerca de 400
ovos, sendo que 50% destes atingem 0 meio externo apds passarem por um periodo de
maturacdo que leva em torno de uma semana, sendo eliminados a partir de 40 dias de
infeccdo. Durante o processo de maturagdo os ovos saem da mucosa para a luz intestinal. Ha a
possibilidade dos ovos ficarem retidos na mucosa ou serem carregados para o figado, ou
outros 0rgdos, ocasionando a morte do miracidio, e também estimulando reacdes
granulomatosas no hospedeiro, sendo tais reagfes importantes para a patogenia da

esquistossomose mansoni (COELHO e cols. 2008).

A doenga clinica pode ser classificada em duas fases principais: a fase inicial aguda,
dermatite cercariana e esquistossomose aguda, e fase cronica, intestinal hepatointestinal e
hepatoesplénica. Na forma hepatoesplénica pode ocorrer rompimento de varizes esofagianas,
que resultam muitas vezes em obito do paciente. Com menos frequéncia podem aparecer
complicagdes e outras formas da doenga, como as formas neuroldgicas, que apresentam
grande prejuizo para o paciente podendo gerar invalidez e até mesmo o Obito. Muitas das

mortes por esquistossomose podem estar relacionadas as manifestacfes neuroldgicas, porém
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ndo h& nenhum dado preciso de sua importancia, uma vez que as complicaces ndo sdo de
notificacdo obrigatéria (DRUMMOND e cols. 2006; COELHO e cols. 2008).

Devido aos sintomas inespecificos e inconstantes da esquistossomose mansoni, 0
diagndstico s6 pode ser confirmado com a presenca de ovos eliminados nas fezes ou por
biopsia retal dos pacientes. Os métodos imunoldgicos baseados na pesquisa de anticorpos
especificos ainda ndo permitem certeza quanto a especificidade da doenca. Pode haver
reacOes cruzadas com outros helmintos e ndo fornece o diagnostico de cura parasitoldgica,
uma vez que 0s pacientes continuam com resposta imunoldgica apds cura quimioterapica.
Novos métodos como a PCR e a pesquisa por anticorpos circulantes se apresentam como
promissores (COELHO e cols. 2008; OMS, 2012).

O praziquantel é atualmente o medicamento indicado para o tratamento da doenga,
sendo efetivo para todas as formas de esquistossomose, seguro e de baixo custo. Entretanto a
cura parasitolégica ndo resulta em resisténcia dos pacientes contra uma nova infecgédo, apesar
de diminuir as chances desta evoluir para as formas mais graves da doenca. O praziquantel
tem sido usado para o controle da esquistossomose h& mais de 20 anos em paises como
Arébia Saudita, Brasil, Camboja, China, Egito e Marrocos (OMS, 2012).

A prevencdo e controle da esquistossomose baseiam-se no tratamento das pessoas
infectadas em é&reas endémicas, controle dos vetores, melhoramento das condi¢des de

saneamento basico e educacdo em satde (OMS, 2012).

3.2 INTERACOES PARASITO-HOSPEDEIRO INVERTEBRADO

A obrigatoriedade do parasitismo do caramujo dentro do ciclo de vida do Schistosoma
mansoni faz do hospedeiro invertebrado um elemento indispensavel para a ocorréncia da
transmissdo. Este constitui um importante alvo da pesquisa biomédica, onde estudos
envolvendo a taxonomia, genética, distribuicdo, ecologia e a interacdo entre parasita e
hospedeiro invertebrado, podem auxiliar na busca de uma alternativa do controle da doenca
tendo como alvo os caramujos transmissores (BRASIL, 2008; BAYNE, 2009).

Os moluscos apresentam grande capacidade de defesa contra potenciais patdgenos,

devido a versatilidade tanto para deteccdo quanto destruicdo de microbios por parte do seu
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sistema interno de defesa. A resposta dos moluscos a patdgenos é realizada por um sistema de
defesa diferente dos mamiferos, pois atuam somente hemacitos fagocitarios em cooperagéo
com componentes humorais soltveis na hemolinfa. Nao se pode afirmar que o sistema interno
de defesa seja formado apenas de componentes constitutivos, uma vez que, a entrada de
patdégenos nos moluscos desencadeia uma série de respostas. Antes de entrar em contato com
um hemdcito, o patdgeno desencadeia reacdes que mudam o comportamento do sistema de
defesa do molusco, desde a marcacdo por opsoninas para facilitar a fagocitose, alteragdes no
perfil de transcricdo de proteinas, até o comportamento de migracdo, degranulacéo,
encapsulamento promovido pelas células de defesa. Todas essas alteragcBes constituem um
repertorio de vias orquestradas por esse sistema imune inato, o que permite concluir que na
relacdo Biomphalaria/S. mansoni a resisténcia seria uma ocorréncia normal e a
susceptibilidade uma excecdo (BAYNE, 2009).

Na relagéo entre parasita e hospedeiro (S. mansoni/Biomphalaria) considera-se como
insucesso da infeccdo toda vez que o sistema de defesa do caramujo consegue evitar o
estabelecimento e desenvolvimento do parasita, também chamado de resisténcia, enquanto o
sucesso da infeccdo € devido a ineficacia das defesas do molusco em deter o desenvolvimento
do parasita, também considerada como susceptibilidade (THERON e COUSTAU, 2005).
Fatores fisioldgicos do hospedeiro invertebrado e parasito também influenciam na infeccao.
Essa relacdo pode estar acompanhada de uma adaptacdo entre parasita e hospedeiro, como
demonstrado por Paraense e Corréa, em 1963, onde linhagens de S. mansoni isoladas em B.
glabrata de Minas Gerais foram incapazes de infectar caramujos B. tenagophila em S&o
Paulo, e sendo o oposto também verdadeiro. As linhagens de parasitas estariam mais
adaptadas a infectar caramujos de suas préprias regides, independente de uma espécie ser
mais suscetivel do que outra (PARAENSE e CORREA, 1963a; PARAENSE e CORREA,
1963b).

Caramujos susceptiveis a infeccdo por S. mansoni podem, eventualmente, apresentar
esporocistos mortos por seu sistema de defesa e esporocistos vidveis, em um mesmo
especime. Naturalmente, a infeccdo pode variar desde a destruicdo rapida do esporocisto,
momentos apds penetrar no molusco, até o desenvolvimento completo e a liberagdo de
cercarias. Esse fato ocorre provavelmente porque ha um padréo individual de compatibilidade
entre parasita e hospedeiro, tendo em vista que ha uma grande variedade genética de ambos 0s

seres envolvidos, sendo o sucesso ou insucesso da infeccdo determinada pelo status de

Belo Horizonte, fevereiro de 2012 19



Silva-Neto, Aristeu REVISAO DA LITERATURA

compatibilidade fenotipica entre molusco e trematédeo (THERON e COUSTAU, 2005;
BAYNE, 2009).

Experimentos envolvendo caracteristicas fenotipicas dos moluscos, idade e tamanho,
demonstraram que esses fatores podem influenciar na infecg¢do pelo S. mansoni. A infeccdo de
moluscos em diferentes estadios de vida e portando diferentes tamanhos de concha, apontou
gue moluscos juvenis e sub-adultos sdo mais vulneraveis a infeccdo pelo trematddeo do que
moluscos adultos maduros. No entanto essa regra ndo é absoluta na relacdo Biomphalaria/S.
mansoni havendo exceg¢des considerando-se todas as diferentes cepas e linhagens geograficas
tanto do parasito quanto do hospedeiro invertebrado (FERNANDEZ, 2007).

Das espécies vetoras da esquistossomose mansoni no Brasil, considera-se B. glabrata
como a mais suscetivel, capaz de liberar mais cercarias ap6s infeccao, sendo apontada como a
de maior importancia epidemioldgica, além de ser a espécie modelo para estudos da interacéo
parasito/hospedeiro invertebrado. Outra espécie com grande potencial de transmisséo é a B.
tenagophila, que apresenta grande importancia na transmissdo da esquistossomose nas regides
Sul e Sudeste. Um fator interessante estudado em B. tenagophila é o seu variado grau de
susceptibilidade a infeccdo pelo S. mansoni, podendo variar, conforme sua localizacdo
geogréfica, desde parcialmente suscetivel até completamente resistente, como a linhagem B.
tenagophila TAIM. O caréater de resisténcia dessa linhagem ja foi demonstrado ser dominante
sobre a susceptibilidade, além de esta linhagem apresentar um marcador molecular Unico,
quando comparado com outras espécies, evidenciando o potencial da utilizagdo dessa
linhagem no controle bioldgico da esquistossomose, sendo possivel rastrear seu material
genético apas introducdo no campo (COELHO, 1995; VIDIGAL e cols. 2000; ROSA e cols.
2004; ROSA e cols. 2005; FERNANDEZ, 2007; COELHO e cols. 2008a; COELHO e cols.
2008b).

Analises comparativas dos perfis diferenciais de expressdo de genes de linhagens de
Biomphalaria, expostos e ndo-expostos ao S. mansoni, demonstraram grande potencial para
desvendar possiveis mistérios ainda ndo esclarecidos a respeito da susceptibilidade do
molusco ao trematodeo. A expressdo de diversos genes é potencializada apds a estimulacéo de
hemdcitos com antigenos do parasita, em linhagens resistentes ao S. mansoni, sendo que o
mesmo ndo ocorre nos moluscos susceptiveis. Alguns desses genes foram observados, dentro

de uma mesma linhagem de caramujos, em alta-expressdo em adultos resistentes e nao-
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expressos nos juvenis e sub-adultos susceptiveis. Entretanto, tais estudos ainda séo
preliminares e meramente especulativos, uma vez que o conhecimento do perfil de expresséo
de um gene ndo implica em desvendar completamente sua funcdo e sua importancia para a
relacdo Biomphalaria/S. mansoni (RAGHAVAN e cols. 2003; LOCKYER e cols. 2008).

3.3 SISTEMA INTERNO DE DEFESA DE Biomphalaria

O sistema interno de defesa dos moluscos, como descrito anteriormente, é constituido
por componentes humorais sollveis na hemolinfa e componentes celulares, com notéria
importancia para os hemacitos. Levando-se em consideragdo todos 0os mecanismos envolvidos
na relacdo parasito-hospedeiro, um cenario mais realistico para a parasitose do hospedeiro
invertebrado deve considerar a capacidade do sistema interno de defesa em reconhecer e
destruir o invasor, assim como, em contrapartida, as acdes evasivas do parasita e sua

capacidade de autodefesa contra o ataque deste sistema (BAYNE, 2009).

A compatibilidade entre trematdédeo e molusco envolve varios mecanismos que
regulam a intensidade de infeccdo e o grau de susceptibilidade, dependente da diversidade
genética entre molusco e parasita. Mecanismos imunol6gicos do hospedeiro, componentes
celulares e humorais, estdo habilitados a reconhecer e diferenciar moléculas proprias de
moléculas ndo proprias. Entretanto, o parasita possui uma série mecanismos de evasdo como o
mascaramento e mimetismo das moléculas do molusco, sendo suas moléculas reconhecidas
como proéprias pelo sistema de defesa do hospedeiro, que ndo responde a infecgdo. O parasita
também pode interferir no sistema interno de defesa do molusco excretando moléculas
capazes de inibir a acdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (VAN DER KNAAP e
LOKER, 1990; FERNANDEZ, 2007).

Durante o processo de infeccdo do molusco, alguns fatores sollveis na hemolinfa
apresentam-se em maior expressdo, como no caso da familia de proteinas relacionadas com
fibrinogénio (FREPs), um grupo de lectinas, ndo ligadas a membranas. Essas moléculas sdo
capazes de promover a precipitacdo de antigenos do parasita ao ligar-se a estes e a acucares da
superficie do trematddeo. Outra caracteristica dessas moléculas é a presenca de até 2
dominios tipo-imunoglobulina, que apresentam grande diversidade. Atribui-se as FREPs um
papel importante no reconhecimento do parasita; entretanto, sua presenca ndo assegura a
condicdo de resisténcia (ADEMA e cols. 1997; LEONARD e cols. 2001; ZHANG e cols.
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2001; ZHANG e LOKER, 2003; ZHANG e LOKER, 2004; HERTEL e cols. 2005; ZHANG e
cols. 2008a; ZHANG e cols. 2008b; BAYNE, 2009; HANINGTON e cols. 2010).

Uma vez que o parasita seja reconhecido pelo sistema interno de defesa do molusco ha
uma série de reacOes e alteracdes no perfil de expressdo de genes, principalmente nos
hemacitos, que atuam como principais efetores da destrui¢do do esporocisto. Espécies reativas
de oxigénio (ROS) e especies reativas de nitrogénio (NOS) sdo produzidas pelos hemacitos,
no evento conhecido como explosdo respiratdria leucocitaria, presente em diversos
organismos atraves do espectro evolucionario (DIKKEBOOM e cols. 1988; BOEMHLER e
cols. 1996; HAHN e cols. 2000; HAHN e cols. 2001a; HAHN e cols. 2001b; BAYNE, 2009).

Através do transcriptoma de Biomphalaria glabrata foram identificados genes super-
expressos em caramujos resistentes, infectados com Schistosoma mansoni, relacionados as
vias de estresse oxidativo, sendo a enzima superdxido dismutase 0 gene mais expresso nos
tegumentos adjacentes ao parasita. Apesar de ser prematuro apontar que as espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, por si so, sejam suficientes para matar o esporocisto, € notavel sua
participagdo, atuando até mesmo como um mediador celular que potencializa os efeitos
danosos da explosdo respiratoria no parasita. E interessante ressaltar a identificacio de genes
envolvidos em mecanismos de protecdo contra a acdo danosa dessas espécies reativas, em um
mecanismo que visa proteger a célula do hospedeiro dos danos causados pela explosdo
respiratoria (DIKKEBOOM e cols. 1988; BOEMHLER e cols. 1996; HAHN, 2000; HAHN,
2001a; HAHN, 2001b; LOCKYER e cols., 2008; BAYNE, 2009).

Os fatores da hemolinfa sdo incapazes de destruir os esporocistos sem a participacao
dos hemdcitos, células circulantes que sdo os principais efetores da destruicdo do parasita pelo
sistema interno de defesa do molusco, sendo capazes de migrar livremente de dentro para fora
dos tecidos. Os hemdcitos séo capazes de realizar fagocitose e encapsulamento de patdgenos,
além de promover o fendmeno de explosdo respiratoria. Apesar da importancia dos
hemdcitos, ndo se deve subestimar a importancia dos fatores solGveis da hemolinfa, cujos
fatores auxiliam a atuacdo dos hemacitos. Estudos realizados com caramujos resistentes e
susceptiveis demonstraram que é possivel aumentar a resisténcia de um caramujo suscetivel
contra S. mansoni apenas com a transferéncia da hemolinfa de caramujos resistentes (BAYNE
e cols. 1980a; BAYNE e cols. 1980b; JEONG e cols. 1983; GRANATH e YOSHINO, 1984;
VAN DER KNAAP e LOKER, 1990; FRYER e BAYNE, 1996; BAYNE, 2009).
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As caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos hemdcitos circulantes na hemolinfa
do molusco permitem a classificacdo dessas células em mais de um tipo. Alguns autores
sugerem sua classificacdo em duas populacdes distintas, a saber, hialindcitos e granuldcitos.
Os hialinécitos correspondem a 10% dos hemdcitos circulantes, sdo celulas esféricas e
pequenas com um grande nucleo circundado por uma fina camada de citoplasma, nédo
apresentando pseudopodes ou filapodios. Seu citoplasma é rico em ribossomos e
mitocondrias, apresentando um reticulo endoplasmatico rugoso pouco desenvolvido e
pequena quantidade de lisossomos. Os granulocitos, que representam 90% dos hemdcitos
circulantes, sdo células maiores e polimdrficas, com rapida adesdo a superficies devido a alta
capacidade de emitir pseuddpodes. Apresentam citoplasma grande, contendo granulos
basofilicos, complexo de Golgi bem desenvolvido, densos aglomerados de lisossomos e
mitocondrias, com grande presenca da enzima fosfatase acida (HARRIS, 1975; LOVERDE e
cols. 1982; BARRACCO e cols. 1993; BEZERRA e cols. 1997; JOHNSTON e YOSHINO,
2001; MARTINS-SOUZA e cols. 2003).

Baseando-se no tamanho, outros estudos classificaram as populacfes de hemaocitos em
3 subpopulacdes, pequenos, médios e grandes. Estudos mais recentes, utilizando citometria de
fluxo, confirmaram tal classificagdo, além de apresentar uma pequena diferenca nas
populacbes de hemdcitos de B. glabrata cuja maioria € composta por células menores e com
menos granulos se comparadas com a maioria dos hemdcitos de B. tenagophila
(MATRICON-GONDRAN e LETORCART, 1999; MARTINS-SOUZA e cols. 2009).

Através da microscopia Optica (figura 2) e microscopia eletrdnica de transmissao
(figura 3), Cavalcanti e cols. (2011), propdem uma nova classificacdo para os hemdcitos
circulantes em 5 tipos diferenciados. Sdo eles células tipo blasticas, granulécitos e hialindcitos
tipos I, 1l e 111. Seus resultados apontaram a capacidade de emissdo de filapddios e adesdo de
células hialindcitos tipo I, contrariando o0 que se pensava até entdo de apenas os granulocitos

serem capazes de emitir filapodios.
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Figura 2: Hemdcitos de B. glabrata em microscopia éptica e interface de contraste
diferencial.

A. Células tipo blasticas com grande nacleo (N) ocupando quase toda a célula; B. Granulécito
com varios granulos (setas finas); C. Hialindcito tipo I, com formas que podem variar de
redondas ou espinadas; D. Hialindcito tipo Il e E. Hialindcito tipo 11, células com formato
oval. FONTE: CAVALCANTI e cols. 2011.

Hemocytes of B. glabrata (TEM)

. \ .‘ 3 ol A 33
Figura 3: Microscopia eletrdnica de transmissdo de hemacitos de B. glabrata.

(A) célula tipo bléastica apresentando perfil esférico e alta relacdo ndcleo/células com um
nucleo central de grande porte (N), citoplasma fino com ilhas de glicogénio (G) e ribossomos

Belo Horizonte, fevereiro de 2012 24



Silva-Neto, Aristeu REVISAO DA LITERATURA

dispersos (cabeca de seta). Mitocondrias (m) e filopodios (seta aberta) também estdo
indicados. (B) Granulécitos apresentando perfil circular para fusiforme; essas células sdo
polimorficas e apresentam granulos (g). A membrana plasmatica é irregular exibindo
pseuddpodes e filopodios (seta aberta), e nas células também foram observados: nucléolo
proeminente (Nu), vacuolos (V), mitocondrias (m), ilhas de glicogénio (G) e reticulo
endoplasmatico rugoso (setas). (C) Hialindcitos tipo | apresentando superficie da membrana
irregular, com filopodios (seta aberta) e nucleo polimorfico (N). Foram observados no
citoplasma: vesiculas (ve), vacuolos (V), as ilhas de glicogénio (G) e reticulo endoplasmatico
rugoso (seta). (D) Hialinocitos Tipo 1, caracterizado por ter um nucleo excéntrico (N),
nenhum nucléolo proeminente, citoplasma com varias vesiculas (VE), ribossomos dispersos
(cabeca de seta) e mitocondrias (m). (E) Hialindcitos tipo 111 apresentando perfil oval e grande
nacleo (N). Citoplasma com muitas mitocdndrias (m) e filopodios (seta aberta) eletrodensos.
Barras =1 um. FONTE: CAVALCANTI e cols. 2011.

Outra classificacdo para as populacdes de hemdcitos também ja tinha sido proposta
por Sminia (1983) revelando que as celulas do sistema de defesa dos moluscos provinham de
um Unico tipo celular, sendo seu polimorfismo uma caracteristica da diferenciacdo deste tipo
celular. De acordo com o autor, conforme vai amadurecendo, a célula ganha capacidade de
emissdo de pseudopodes, desenvolve o complexo de Golgi e aumenta o numero de
lisossomos; entretanto, ela perde a capacidade mitotica.

Van der Knaap e Loker (1990) apontaram que o sistema interno de defesa dos
caramujos era composto por quatro tipos celulares, sendo trés tipos de células fixas em tecidos
e um tipo de célula circulante. Borges e colaboradores (2006) demonstraram que hemacitos
da hemolinfa e dos tecidos reagem, de forma independente, a partir de diferentes estimulos a
infeccdo do S. mansoni, além de encontrar hemdcitos com diferentes padrdes bioquimicos, o

que, segundo os autores, pode indicar células em diferentes estagios de atividade funcional.

A capacidade de lectinas (ConA, SBA, WGA, PNA, dentre outras) se ligarem a
superficie do S. mansoni demonstrou um potencial para entendimento dos mecanismos de
reconhecimento do parasito pelos hemacitos. Estudos revelaram que os hemaocitos apresentam
diferentes lectinas na superficie e respondem de forma diferente a infeccdo pelo S. mansoni
em diferentes linhagens e espécies de Biomphalaria, sem, no entanto poder distinguir um
padrdo de lectinas que seja determinante na resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro
invertebrado ao trematddeo (MARTINS-SOUZA e cols. 2003; MARTINS-SOUZA e cols.
2006;)
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Apesar dos inimeros estudos apresentados e desenvolvidos nos altimos anos a
respeito do sistema interno de defesa dos moluscos, especialmente no género Biomphalaria,

algumas questdes continuam contraditorias e pouco exploradas.

3.4 APRODUCAO DE HEMOCITOS EM Biomphalaria

Os hemdacitos de Biomphalaria parecem ser originados de forma multicéntrica a partir
de uma camada endotelial de células que ocupam os espacgos vasculares ao longo de todo o
corpo do caramujo. A anatomia desses moluscos esté representada pelo desenho na figura 4.
Infiltrados e aglomerados de hemdcitos ja foram descritos em 6rgdos como ovotesti, glandula
digestiva e tecido renal, de moluscos infectados. A cavidade do coracdo é outro local onde ja
foram encontrados aglomerados de hemdcitos, mesmo em caramujos ndo infectados. A
auséncia de uma ‘leucocitose’, ou aumento significativo de hemdcitos circulantes na
hemolinfa dos caramujos infectados, durante a infeccdo, sustenta tal teoria, pois sendo
produzidos em multiplos centros, ndo haveria necessidade de distribuicdo dos mesmos pela
hemolinfa (PAN, 1958; PAN, 1963; AZEVEDO e cols. 2006; BORGES e cols. 2006;
SOUZA e ANDRADE, 2006).

Figura 4: Dissecgéo parcial pelo lado direito de caramujo Biomphalaria glabrata.

bo — bolsa do oviduto; bp — bainha do pénis; bv — bolsa vaginal; cc — canal coletor do
ovotesti; c¢d, cd’ — canal deferente; ce — canal espermatico; ces — canal da espermateca; cm —
colar do manto; cp — canal prostatico; cr — crista renal; e — espermateca; es — esdfago; est —
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estdmago; ga — glandula de albume; gd — glandula digestiva (hepatopancreas); gn — glandula
nidamental; i — intestino; m —meato do ureter; od — ovispermiduto; ot — ovotesti; p — prostata;
pc — pericardio; pr — prepucio; sb — saco bucal; sn — sistema nervoso central; tr — tubo renal; u
— ureter; ut — (tero; va — vagina; vp — veia pulmonar; vr — veia renal; vs vesicula seminal.
FONTE: PARAENSE, 2008.

Pan, em 1958, sugeriu, apos detalhado estudo anatémico e histologico, alguns locais
para a formacdo dos hemacitos em B. glabrata. Um dos principais locais de producdo de
hemacitos seria a partir de células presentes nos seios venosos, presentes ao longo de todo
corpo do caramujo, que se diferenciariam em hemacitos quando houvesse estimulo adequado.
As células localizadas na parede da regido sacular do tubo renal, que compdem parte do saco
pericardico, foram descritas em seus estudos como oriundas de um tecido primitivo, com
provavel origem mesenquimal, sendo a regido comparada com a medula dos linfonodos dos
vertebrados, devido a sua aparéncia. Além desses dois locais ja citados, Pan destaca em seus
estudos que células do tipo fibroblasto, encontradas em diversas regides e tecidos dos
moluscos estudados, tem a capacidade de diferenciagdo em hemdcitos quando devidamente
estimuladas (PAN, 1958).

Explorando a hipoOtese da origem multicéntrica de hemdcitos, alguns trabalhos
visualizaram no modelo de cultura de células e tecidos uma oportunidade de obter in vitro,
células capazes de se diferenciar em hemacitos, ou até mesmo obter culturas de hemadcitos
diretamente de tecidos. Além de aprimorar os estudos sobre a origem e funcdo de hemdcitos,
estes estudos buscaram estabelecer ferramentas para auxiliar a compreensao dos processos e
da interagdo parasito-hospedeiro invertebrado. Dentre os varios 6rgdos utilizados estdo a
glandula digestiva, 0 manto, o ovotesti (figura 5), o0 coracéo e a parede da regido sacular do
tubo renal, sendo obtidos hemdcitos a partir da cultura de células desse Gltimo tecido, in vitro.
(BENEX e GANTIER, 1975; BAYNE e cols. 1975; BENEX e JACOBELLI, 1980;
IWANAGA, 2002).
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Figura 5: Cultura ovotesti.
Células epiteliais e tipo fibroblasticas migradas a partir da cultura de tecido da glandula
ovotesti. FONTE: IWANAGA, 2002.

Dentre as possiveis regides produtoras de hemacitos, a regido reno - pericardica vem
sendo amplamente estudada por varios autores. Em 1975, Lie e colaboradores, divulgam em
resultados obtidos através de estudos empregando caramujos B. glabrata, saudaveis e
infectados com Echinostoma lindoense, E. paraensei e E. liei, um 6rgdo que se apresenta em
hiperplasia nos caramujos infectados. Este 6rgdo, ndo descrito nos trabalho de Pan de 1958 ou
1963, localizado entre o pericardio e o epitélio posterior da cavidade do manto, apareceu
como um dos responsaveis pela producdo de hemdcitos em larga escala, sob condicGes
patoldgicas. Entre este 6rgdo e a parede da regido sacular do tubo renal encontra-se o coracao
(figura 6). Assim sendo, 0s autores consideraram esta regido como um novo local para a
produgdo de hemdcitos, diferente da descrita por Pan, sendo posteriormente nomeada de
Orgédo Produtor de Amebdcitos (hemdcitos) ou APO — do inglés “Amebocyte Producing
Organ”. O APO ¢ uma fina camada de células, onde as reagdes mitoticas s&o muito infimas ou
ausentes, em caramujos ndo infectados (SMINIA, 1974; LIE e cols. 1975; JEONG e cols.
1983; SULLIVAN e SPENCE, 1994; SULLIVAN e SPENCE, 1999; BARBOSA e cols.
2006a; BARBOSA e cols. 2006b; SOUZA e ANDRADE, 2006; VASQUEZ e SULLIVAN,
2001a; VASQUEZ e SULLIVAN, 2001b).
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Figura 6: Orgao produtor de hemdcitos (APO).

Seccdes da por¢cdo aumentada do 6rgdo produtor de amebdcitos de um caramujo B. glabrata
infectado e re-infectado com uma mesma espécie de Echinostoma. Abreviagdes: a. atrio, c.
veia cava, e. esdfago, i. pro - intestino, m. cavidade do manto, p. saco pericardico, S. por¢do
sacular do tubo renal, v. ventriculo. As setas indicam o APO. FONTE: LIE e cols. 1975.

Em estudos de transferéncia da resisténcia ao S. mansoni, entre caramujos resistentes e
susceptiveis, foram utilizados varios tecidos para o transplante. O primeiro tecido
transplantado foi a hemolinfa bruta, apenas por¢do soltvel e apenas porcéo celular. Em todos
os casos foi possivel transferir parte da resisténcia para caramujos susceptiveis. O transplante
de outros tecidos do caramujo com ligacdo direta ou indireta na producdo das células de
defesa também foi realizado, no entanto apenas o transplante do APO obteve sucesso na
transferéncia da resisténcia. O APO é uma estrutura microscopica, de dificil disseccéo,
inclusive para a rotina de sec¢do serial, sendo complicado afirmar que o transplante deste
6rgdo ndo implica no transplante do tecido endotelial vascular, ou de tecidos adjacentes
localizados na regido Reno - pericardica. Apesar das dificuldades e do tamanho reduzido do
Orgdo, os resultados com os transplantes contribuiram para o fortalecimento de um postulado
unicéntrico para a origem dos hemacitos, baseado no APO, tido como o correspondente do
molusco a medula déssea dos vertebrados (SMINIA, 1974; BAYNE e cols. 1980; LOKER e
BAYNE, 1982; JEONG e cols. 1983; GRANATH e YOSHINO, 1984; SULLIVAN e
SPENCE, 1994; SULLIVAN e SPENCE, 1999; VASQUEZ e SULLIVAN, 2001a;
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VASQUEZ e SULLIVAN, 2001b; BARBOSA e cols. 2006a; BARBOSA e cols. 2006b;
SOUZA e ANDRADE, 2006).

Vaérios estudos foram conduzidos para verificar a capacidade mitética das células do
6rgdo APO, tido como principal produtor de hemdcitos no género Biomphalaria. Ensaios in
vitro envolvendo a cultura do 6érgdo hematopoiético em meio salino apontaram para o
aumento do numero de células do 6rgdo em resposta a antigenos de S. mansoni, evidenciando
um potencial mitotico das celulas do APO sob determinados estimulos (SULLIVAN e cols.
2004; SULLIVAN e CASTRO, 2005; SULLIVAN, 2007; SALAMAT e SULLIVAN, 2008;
SALAMAT e SULLIVAN, 2009).

Entretanto, apesar dos resultados obtidos nos estudos envolvendo o APO, a
participacdo e centralizacdo da producdo de hemdcitos nesse 6rgao vém sendo amplamente
discutida e contestada pela comunidade cientifica. Muito se discute sobre a capacidade de um
orgdo, constituido por uma fina camada de células com caracteristicas epiteliais, incluindo a
presenca de desmossomos, em produzir células de defesa que seriam distribuidas por todo o
corpo do molusco. Achados histologicos apontam que em caramujos infectados, hd presenca
de aglomerados de hemdcitos em tecidos como a glandula digestiva e o ovotesti,
anatomicamente distantes do APO, sem a certeza do aumento do ndmero de hemacitos
circulantes na hemolinfa (AZEVEDO e cols. 2006; BORGES e cols. 2006; SOUZA e
ANDRADE, 2006; SILVA e cols. 2007).

Barbosa e colaboradores, em 2006b, realizaram a cultura priméria de células retiradas
da regido do APO. Neste estudo, foram identificados trés tipos celulares (figura 7), sendo
mais predominante um tipo celular que apresentou nicleo grande e citoplasma delgado,
descri¢do préxima a um hialindcito. Um segundo tipo celular, de nacleo menor e citoplasma
largo, era encontrado em menor quantidade na cultura, porém era a forma predominante na
hemolinfa. O terceiro tipo celular apresentava ndcleo pouco visivel, sendo especulado que
esses trés tipos poderiam ser derivados de um Unico tipo celular em diferentes estadios de
desenvolvimento celular. De acordo com os autores, as células do APO migraram livremente
em cultura, sem o emprego de tripsina. Em estudos posteriores a cultura de células da regido
do APO, de caramujos resistentes a infeccdo por S. mansoni, foi capaz de imobilizar e matar
esporocistos primarios in vitro (BARBOSA e cols. 2006b; BARBOSA 2007).
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Figura 7: Cultura primaria de células da regido do APO de B. glabrata.

A: células do tipo I e Il com predominancia do primeiro. B: células tipo I, 1l e Ill. C:
pseuddpodes emitidos pelas células. D: células binucleadas. Aumento: 200x. FONTE:
BARBOSA e cols. 2006b.

Fazem-se necessarios estudos mais profundos, utilizando diferentes metodologias e
aprofundando modelos ainda pouco explorados, para avaliar a real contribuicdo das possiveis
regides hematopoiéticas dos moluscos na producao de hemécitos.
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4 METODOLOGIA

4.1 MANUTENCAO DE CARAMUJOS Biomphalaria tenagophila NO LABORATORIO

Os caramujos Biomphalaria tenagophila da linhagem TAIM, utilizados durante o0s
experimentos, sdo produzidos Sitio Santa Inés, no municipio de Bananal em S&o Paulo, em
instalacOes adaptadas para esse fim. Os moluscos foram enviados diretamente da fazenda para
uso em laboratorio, sendo mantidos no laboratorio em reservatorio plastico com volume para
40 litros, preenchido até 50% da sua capacidade com &gua sem cloro. O reservatorio era
mantido fechado, com fil6 e elastico, como medida de protecdo contra fugas e proliferacdo de
organismos externos. Os caramujos eram alimentados com folhas de alface limpas, tratadas
com hipoclorito e lavadas em agua corrente. A agua do reservatorio era trocada uma vez a
cada duas semanas enquanto 0s caramujos estivessem em laboratério. Cada lote de caramujos
enviados de Bananal era mantido isolado. Os caramujos mortos eram imediatamente
removidos da cuba assim que constatada a sua morte, observada através da coloracdo da sua
concha, pelo grande extravasamento de hemolinfa ou pela retracdo excessiva do animal para

dentro da concha.

4.2 TRATAMENTO DE CARAMUJOS Biomphalaria tenagophila COM METRONIDAZOL

Os caramujos, mantidos no laboratério, foram submetidos a um tratamento anti-
helmintico, antes de todos os experimentos, com, metronidazol, pelo periodo de dois dias,
como forma de amenizar contaminacdo das culturas celulares. Cada comprimido de
metronidazol de 250 mg era dissolvido em 1 litro de &gua destilada. Para cada cuba com 1
litro da solucdo de metronidazol eram acomodados até 20 caramujos para tratamento por um
dia. Apos o primeiro dia de tratamento, a solucéo de Metronidazol era trocada e 0s caramujos
mantidos em tratamento por mais um dia. Durante 0 processo de tratamento, 0s caramujos néo
foram alimentados. Ao final do segundo dia de tratamento os caramujos foram submetidos a
anestesia com solucdo de pentobarbitol sodico 0,4 mg/mL ficando submersos na solucdo

anestésica pelo menos 6 horas antes da dissecgé&o.
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4.3 DISSECCAO E PREPARACAO DE EXPLANTES

Para realizacdo dos experimentos foram escolhidos caramujos cujo diametro de
concha estivesse entre 10-15 mm. A disseccao seguiu protocolo adaptado a partir do padrao
empregado para técnicas malacolégicas, descrito em CARVALHO e cols. 2008, gentilmente
ensinado pela Dra. Roberta Lima Caldeira. Para assegurar esterilidade da cultura, toda

metodologia de dissec¢édo foi desenvolvida em camara de fluxo laminar.

As conchas dos caramujos eram esterilizadas com etanol 70%, sendo posteriormente
esmagadas em placas de vidro para sua remog¢do. Apds esmagamento, o corpo do molusco era
mergulhado em solucdo de antibidticos (tabela 1) e processava-se a remocao dos fragmentos
de concha. O corpo do molusco, livre da concha, era entdo colocado sobre placa de Petri,

sendo sempre hidratado com solucéo de PBS com antibidticos (tabela 1).

Tabela 1 — Solugdes de PBS e 4gua com antibioticos.

Solucédo PBS Agua
Suplemento % Concentracdo (ng/mL) % Concentracdo (ng/mL)
Agua - - 99,0 -
PBS 99,0 - - -
Anfotericina B 0,4 10 0,4 10
Primocin 0,25 125 0,25 125
Gentamicina 0,10 25 0,10 25
Estreptomicina 0,25 25 0,25 25
Total 100 - 100 -

Com auxilio de uma lupa microscopica (Carl Zeiss, Alemanha) e utilizando pincas
microcirdrgicas de extremidades finas, tipicas de procedimentos oftalmoldgicos, a dissec¢cdo
era realizada a partir do “fio columelar” (juncao entre musculo columelar e manto), de ambos
os lados do corpo do molusco até a altura da glandula digestiva. Ap6s a remoc¢édo do fio
columelar, o manto era destacado a partir da regido cefalopodal, segurando-se pelo colar do
manto, para exposicdo das estruturas internas. Com auxilio de bisturi, as tecidos foram
removidos e lavados trés vezes com 10 mL de PBS com antibioticos, fragmentados e

colocados em placas de 24 pocos.
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4.4 CULTURA CELULAR PRIMARIA

Explantes das regides dissecadas, medindo em torno de 1 mm, foram plaqueados em
placas de 24 pocos com 300 plL/pogo de meio de cultura Schneider ou Hansen (HANSEN,
1976), suplementados conforme tabela 2. As placas foram mantidas em cdmara Umida, sob a
temperatura de 15 °C. Eram eliminados todos 0s po¢os que apresentaram contaminacao por

bactérias, fungos, protozoarios ou pequenos helmintos, parasitas dos moluscos.

Os reagentes utilizados na confeccdo dos meios de cultura empregados eram de
procedéncia da Sigma-Aldrich, Estados Unidos. Em todos os experimentos, a dgua utilizada

era bidestilada milli Q grau Biologia Molecular obtida através de equipamentos de tratamento

de 4gua da Millipore.

Tabela 2 — Suplementacdo de meio de cultura para células de molusco.

Meio Schneider Meio de Hansen
Suplemento % Concentracdo (ng/mL) % Concentracdo (ng/mL)
Schneider’s 87,9 - 20 -
Agua - - 60,8 -
Soro Fetal Bovino 10,0 - - -
Soro Fetal Bovino inativado - - 10 -
Insulina Bovina 0,1 11 -
Glutamina 1,0 296 - -
D-Galactose - - 11 1060
Lactoalbumina hidrolisada - - 3,5 354
Trealose - - 3,6 3600
EGF 0,001 0,0001 - -
Anfotericina B 0,4 10 0,4 10
Primocin 0,25 125 0,25 125
Gentamicina 0,10 25 0,1 25
Estreptomicina 0,25 25 0,25 25
Total 100 - 100 -

Os procedimentos de caracterizacdo foram realizados no meio que ofereceu a melhor

condicéo de viabilidade celular.

4.5 COLORACAO PARA MICROSCOPIA OPTICA

Para visualizacdo e identificacdo de estruturas celulares em microscopia Optica

convencional foi utilizada a coloracdo atraves de azul de metileno segundo Giemsa, de

procedéncia da Merck, Alemanha. As células em cultura, apds 24 horas, eram retiradas,
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lavadas em PBS e entdo fixadas com solucdo de metanol/acido acético (3:1) por 30 minutos.
Apods fixacdo era aplicado em laminas o volume de 100 pL da suspensdo de células, dentro de
um cilindro de clonagem, e entdo deixadas para fixar até evaporar todo fixador. Apos fixacdo
em laminas, as mesmas eram coradas com solucdo de azul de metileno segundo Giemsa por 4
minutos e posteriormente lavadas com &gua destilada. Apds lavagem, as laminas eram
deixadas para secar a temperatura ambiente. Apds estarem secas, eram adicionadas laminulas,
fixadas com Entellan (USB, Estados Unidos) para visualizagdo em microscopia oOptica e

documentacdo.

4.6 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através do corante Azul de Tripan, capaz de
diferenciar células vivas e mortas, através de visualizacdo em microscopia éptica, utilizando
como instrumento de contagem uma cdmara de Neubauer. As células eram retiradas da
cultura no periodo entre 24-48 horas de cultivo, homogeneizadas e retirada uma aliquota de
50 ul para andlise. A esta aliquota era adicionado 1 volume de azul de tripan, sendo aplicados
10 pl a camara de Neubauer para realizacdo da contagem. Para andlise da viabilidade celular

foram realizadas contagens em quatro amostras de pocos distintos ou mesmos po¢os.

4.7 ENSAIO DE FLUORESCENCIA in vitro (CELULAS VIVAS)

Os procedimentos para marcacao fluorescente das células vivas foram realizados em
condicBes estéreis, com aplicacdes em condicBes fixas para todos 0s pocos de cultura, em
penumbra e sempre no segundo dia de cultivo (periodo entre 24 e 48 horas). Foi realizada a
marcacdo de acucares na superficie das células dos tecidos porcdo tubular e sacular do tubo
renal, manto e ovotesti. Os marcadores utilizados foram de procedéncia da Molecular Probes,
Invitrogen, EUA. O microscopio de florescéncia empregado nos estudos foi o Axiovert 200,

Carl Zeiss, Alemanha.

Para identificacdo dos acucares de superficie de membrana presentes nas populagdes
celulares obtidas foram utilizados as lectinas ConA, GS-IlI, HPA, IB,, PHA-L, PNA, SBA e
WGA. Todas as lectinas utilizadas eram conjugadas ao fluorocromo Alexa Fluor® 488 de

emissdo maxima a 519 nm emitindo fluorescéncia na cor verde.
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Todas as solugdes estoque destes marcadores fluorescentes eram centrifugadas antes
de sua utilizacdo na tentativa de evitar agregados de proteinas presentes na solucdo, segundo
alerta do fabricante. Antes da aplicagdo, os marcadores eram diluidos em 50 pL do meio de
cultura, sendo aplicadas nas culturas das células para uma concentragédo final de 25 pg/mL. O
periodo de incubagdo foi de 5 minutos em temperatura ambiente antes da visualizacdo em

microscopio de fluorescéncia.

ConA (Invitrogen - C11252) se liga em residuos de o-manopiranose e o-
glicopiranose. A solucdo estoque de 5 mg/mL foi preparada em solucdo de bicarbonato de
sodio 0,1 M pH 8,3. Diferentemente das demais lectinas, esta foi utilizada em uma

concentragéo final de 100 png/mL, conforme instrucdes do fabricante.

GS-11 (Invitrogen - L-21415) é uma lectina capaz de detectar residuos terminais de N-
acetil-D-glicosamina. A solucdo estogque foi preparada em tampéo salino 1,0 mM de célcio,

essencial para ligacdo da lectina, na concentracdo de 1 mg/mL.

A glicoproteina Isolectina 1B, (Invitrogen - 1-21411) é composta por duas subunidades
similares, com apenas um aminoacido de diferenca, com a subunidade A apresentando
afinidade com residuos de N-acetil-D-galactosamina e a com a subunidade B apresentando
afinidade com residuos de o-D-galactosil. A solucdo estoque de 1 mg/mL foi preparada em

solugdo de céalcio 1 mM, pH neutro.

HPA (Invitrogen - L-11271) é capaz de ligar-se seletivamente a o-N-acetil-
galactosamina e eritrocitos do tipo A. A solucdo estoque foi preparada em PBS na

concentracdo de 1 mg/mL.

A lectina PHA-L (Invitrogen - L-11270) é conhecida por aglutinar leucdcitos e
promover atividade mitdtica de linfocitos T. A solucédo estoque foi preparada na concentracdo

de 2 mg/mL em agua.

A solucdo estogue da sonda PNA (Invitrogen - L-21409), que reconhece residuos de

[-galactose, foi preparada em &gua, na concentragdo de 1 mg/mL.
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A lectina SBA (Invitrogen - L-11272) reconhece glicoconjugados ligando-se
seletivamente a a-N-acetil-galactosamina e [(-N-acetil-galactosamina, e residuos
galactopiranosil. A solucdo estoque desse marcador foi preparada em agua na concentracdo de
2 mg/mL.

WGA (Invitrogen - W11261) é uma lectina capaz de ligar-se seletivamente a residuos
de N-acetilglicosamina e acido N-acetilneuraminico (acido sialico). A solugdo estoque de 1
mg/mL de WGA foi preparada em PBS.

4.8 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO DE SUBPOPULACOES POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Ensaios de caracterizacdo de subpopulacGes celulares encontradas nas culturas dos
tecidos foram realizados para determinacdo de padrdo na marcacdo com lectinas em cada
grupo de células trabalhadas. As lectinas foram utilizadas como marcadores de tipos celulares
diferenciados. Foram submetidas aos ensaios de citometria de fluxo, as culturas estabelecidas
a partir dos explantes obtidos do tubo renal, manto e ovotesti. Os ensaios foram realizados no
citbmetro de fluxo FACS CANTO II, BD Biosciences, Estados Unidos, instalado no Servico

de Biologia Celular da Fundagdo Ezequiel Dias.

A suspensdo de células em cultura foi obtida a partir da retirada do meio das placas de
24 pocos. As células foram lavadas em 2 mL de solucdo de PBS contendo HSA e azida
sodica. A contagem e viabilidade celular foram verificadas com azul de Tripan, sendo entdo
preparada uma solucdo de células na concentragdo minima de 1,0 x 104 células/mL,
correspondente a um po¢o de cultura. Apds lavagens era realizada a marcacdo das células com
as lectinas, adicionando-se cada lectina na concentracdo final de 25 ug/mL, com excecdo a
ConA que foi utilizada na concentracgéo final de 100 pg/mL. A suspenséo celular e a solucdo
do marcador foram adicionadas em tubos de fundo em U e mantidas protegidas da luz até o

momento de sua manipulagdo no citdmetro.
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4.9 CARACTERIZACAO DA ULTRAESTRUTURA DAS CELULAS EM CULTURA

A caracterizacao da ultraestrutura das células dos diversos tecidos obtidos foi realizada
em colaboracdo com o grupo do Dr. Luiz Carlos Alves no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhédes (CPgAM), Fundacdo Oswaldo Cruz unidade Pernambuco, Brasil e no Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Assami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Foram realizadas in loco culturas celulares dos tecidos trabalhados para obtencdo de material

para analise em microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e varredura (MEV).

Células de cinco pocos diferentes foram coletadas nos periodos 24 e 48 horas de
cultivo foram lavadas em solucdo de PBS e fixadas com solucdo de Karnofsky (glutaraldeido
2,5%, formoldeido 4% e tampéo cacodilato 0,1 M). As amostras fixadas foram lavadas em
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e pos-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio em tampéo
cacodilato. As amostras foram entdo gradualmente desidratadas em acetona para MET e
embebidas em resina de Epon, ou etanol para MEV. Cortes ultrafinos foram realizados dos
blocos e montados em grade para dupla contrastacdo com citrato de chumbo e acetato de
uranila (MET). Para anélises de MEV o material foi metalizado com particulas de ouro. As
amostras foram entdo observadas ao microscépio eletrbnico. Das amostras obtidas, apenas
células da regido do ovotesti foram submetidas a tanto a MET e MEV, sendo as demais

submetidas somente a MET.
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5 RESULTADOS
5.1 DISSECCAO DO MOLUSCO E CULTURAS PRIMARIAS
Através da metodologia aplicada foi possivel dissecar e identificar as regides

cefalopodal, manto, tubo renal, coracdo, glandula de albume, estomago, glandula digestiva,

ovotesti e glandulas nidamental e prostatica dos corpos dos moluscos (figura 8).

Figura 8: Imagens dos explantes in natura obtidos apds disseccdo do caramujo B.
tenagophila. (legenda no verso anterior)

Os explantes dos tecidos mediam aproximadamente 1 mm cada sendo cultivados de
forma independente. A partir da dissec¢do foram realizadas as seguintes culturas celulares: Te

(regido do tentaculo na porcédo do cefalopodal); Mt (tecidos do manto localizados ao redor do
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tubo renal — figura 8A); Sto (porcdes do papo — Pp — e piloro — Pi — do estdmago — figura 8l);
GD (glandula digestiva — figura 8B-C); GA (glandula de albume — figura 8B); Ov (ovotesti —
figura 8C); NP (glandulas nidamental e prostatica); TRpT (porcdo tubular do tubo renal
incluindo a regido do ureter “J” e rim tubular “TK” — figura 8A); TRpS (porcdo sacular do

tubo renal incluindo a porcéo final “Sac” e rim sacular “SK” — figura 8A/D/E/F/G).

Apds remocdo do manto foi possivel separar o tubo renal em duas grandes porgdes, a
saber, tubular e sacular. Essa classificacdo ja havia sido adotada por Pan em 1958 e esta
demonstrada na figura 9. Nao foi possivel localizar, através da metodologia empregada, o
6rgdo produtor de amebdcitos (APO), conforme demonstrado por Sullivan em 1990.

Porcao Sacular

Fim da
regiao
sacular

Regiao “J”

Porcao Tubular

~8

Coracgao ', &' "
A B

Figura 9: Vista interna do manto de B. tenagophila.

A: Tubo renal por¢do Tubular, com destaque para regido do ureter. B: Tubo renal por¢éo
Sacular, mostrando a regido final, também conhecida como saco renal e coragdo. Aumento de
12x.
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Na disseccdo da regido reno-pericérdica, o coracdo mostrou-se intimamente ligado a
regido sacular do tubo renal; entretanto, foi possivel separar estas duas regides (figura 10). O
saco pericardico, formado pela parede do tubo renal e coracdo mostrou-se uma estrutura
extremamente delicada e sua disseccdo € bastante complicada, sendo mais viavel sua retirada

em conjunto com o coragé&o.

Figura 10: Vista interna da regido reno-pericardica de B. tenagophila.

Vista da parte interna do manto expondo estruturas do tubo renal, coragdo e saco pericardico.
A. Desenho esquematico. B. Vista interna do manto. C. Corag¢do. D. Tubo renal sem o
coracao.

5.1.1 Condigcdes de cultivo

Cada explante originou uma populacdo de células em cultura extremamente
heterogénea, com viabilidade entre 50-75%, medida por azul de Tripan e analisada em camara

de Neubauer, em ambos 0s meios testados (tabela 3).
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Tabela 3 — Viabilidade média das celulas em cultura no periodo de 24-48 horas.

Tecido Viabilidade média
Meio Schneider Meio de Hansen
GA 62% 63%
GD 66% 65%
Mt 67% 67%
NP 67% 50%
Ov 62% 62%
Pp 59% 59%
Pi 57% 76%
Te 65% 68%
TRpS 58% 58%
TRpT 75% 54%
Média 63% 62%
Desvio 5,5% 7,5%
Padrao

A quantidade de células obtidas nas culturas, contadas em cdmara de Neubauer, foi de
1,0 x 10* células/mL para todos os tecidos, com excecdo a Te que apresentou 1,0 x 103
células/mL. A quantidade de células foi influenciada principalmente pelos fatores matéria
prima e tempo de cultura. Quanto maior o nimero de dias de cultura, maior a quantidade de

celula nos pogos.

Observadas ao M.O. invertido, as culturas apresentaram poucas diferencas quando
cultivadas com os distintos meios de culturas (figuras 11 e 12). Apesar de, aparentemente, a
maioria das culturas apresentarem mais células quando cultivadas em meio Schneider do que
em meio de Hansen, ndo houve nenhuma diferenca na contagem das células obtidas em

diferentes meios.
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Figura 11-1: Perfil de células cultivadas em meios distintos.
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Figura 11-2: Perfil de células cultivadas em meios distintos.
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Figura 11-3: Perfil de células cultivadas em meios distintos.

Células obtidas através da cultura de regides similares de caramujos B. tenagophila,
cultivadas nos meios Hansen (letras escuras) e Schneider (letras claras). Legenda: A. GA; B.
Mt; C. NP; D. Ov; E. GD; F. Te; G. Pp; H. TRpS; I. Pi; J. TRpT.

5.1.2 Morfologia celular: Glandula de albume

Na microscopia Optica invertida da glandula de albume foi obtida uma populacédo
predominantemente composta por células redondas, ndo aderentes e de pequeno porte (figura
12A). A anélise destas células coradas por Giemsa (Fig. 12B) mostrou citoplasma denso e

nucleo pequeno e excéntrico.
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Figura 12: Cultura de células da glandula de albume de B. tenagophila.
A. Campo de cultura de células da glandula de albume observada ao M.O. B. célula da cultura

corada com Giemsa.

Através da analise em MET, foram encontrados dois tipos celulares na cultura de
células da glandula de albume, sendo um com nucleo eletrodenso, grande e central ocupando
grande parte do citoplasma (figura 13B) e outra subpopulacdo com ndcleo menor,

eletrolucente, e citoplasma rico em granulos e cisternas (figura 13A/C).
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Figura 13: Ultraestrutura de células de cultura da glandula de albume de B. tenagophila.
A. Célula com nucleo (n) central e muitas cisternas (cis) espalhadas no citoplasma, e algumas
vesiculas eletrolicidas (vsL). B. Nucleo central, grande em relagdo ao citoplasma e muito
eletrodenso, citoplasma muito eletrodenso, com poucas organelas distinguiveis. C. Célula
apresentando citoplasma com muitas cisternas (cis), algumas vesiculas eletrolicidas (vsL) e
um nucleo proximo a regido central sem formato definido. Barras medem 1 um.
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5.1.3 Morfologia celular: Glandula Digestiva

A cultura de células da glandula digestiva apresentou uma populacdo composta por
células de didmetros variados, formato circular sem nucleo visivel na microscopia éptica

(figura 14). Para esta cultura ndo foram obtidas imagens das células coradas com Giemsa.

50 um

Figura 14: Cultura de células da glandula digestiva de B. tenagophila.
Campo da cultura de células da glandula digestiva.

Através da analise da ultraestrutura das células do cultivo da glandula digestiva foi
possivel identificar seis tipos celulares distintos. Nos diferentes subtipos foram encontradas
muitas vesiculas secretoras com variada eletrodensidade e texturas (figura 15), com excecao a
um subtipo celular que apresentou um citoplasma e nicleo mais denso do que as demais e
sem vesiculas, apenas citoplasma rugoso (figura 15B).

Na figura 15 A encontramos um tipo celular com citoplasma rico em pequenas
vesiculas de secrecdo eletrodensas e grandes vesiculas eletro-lucentes.
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A figura 15 C, mostra célula com nucleo grande, evidente e vesiculas secretoras
espalhadas por todo citoplasma celular. Na figura 15 D, a célula apresenta algumas vesiculas
eletro-lucentes e rugosas, cujo tamanho ocupavam cerca de 1/3 do volume celular, sendo

possivel visualizar a liberacdo de uma dessas vesiculas na imagem.

Outro subtipo celular (figura 15E) apresentou estruturas de aspecto singular, circular
delimitada por estrutura semelhante & membrana. Essas estruturas membranosas, mas néo

circulares, foram encontrada proxima ao nucleo e na periferia da célula (figura 15F).

Em outro subtipo celular foram encontrados granulos (figura 15G), além das vesiculas,
com detalhe para a exclusdo desses granulos pela célula (figura 15H) e uma estrutura
aparentemente anexada a superficie celular (figura 151), ndo comunicante com o citoplasma

da mesma.

Em resumo as células encontradas apresentam-se com citoplasma rico em granulos de

secre¢do, condizente com o tecido estudado.
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Figura 15: Ultraestrutura de células de cultura da glandula digestiva de B. tenagophila.
(legenda no verso anterior)
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5.1.4 Morfologia celular: Manto

As culturas de células do manto apresentaram células esféricas, de didmetro variado

podendo ou ndo apresentar granulosidades visiveis na microscopia optica (figura 16).

Figura 16: Cultura de células do manto de B. tenagophila.
Campo da cultura de células do manto observada ao M.O. (colocar nas outras tb).

Na andlise das células por Giemsa, o tipo mais frequente foi de células de tamanho
pequeno, de aspecto circular, aparecendo dispersas no meio ou formando estruturas em forma
de cachos (figura 17A). Células apresentando granulacdo escura (figura 17B) ou com

citoplasma livre de granulos (figura 17C) também foram observadas.
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Figura 17: Células da cultura do manto de B. tenagophila coradas com Giemsa.
A. Célula globosa de tamanho pequeno. B. Célula com granulos de maior porte. C. Célula
sem granulos de maior porte.

Nas culturas do manto, observando imagens da MET, foram encontrados dez tipos
celulares diferentes, diferenciadas de acordo com o perfil de vesiculas, densidade do
citoplasma, organelas visiveis e formato celular. Dentro desses varios subtipos a presenca de
vesiculas se destaca em quase todos, além da presenca de canaliculos em alguns tipos

celulares. (figura 18A-B).

Em algumas células a grande quantidade de vesiculas, de eletrodensidades distintas,

distribuidas por todo o citoplasma celular, impediu a identificacdo do nucleo (figuras 18C).

Além das vesiculas, esse tipo celular apresentou um citoplasma de densidade alta,

contendo alguns canais que margeavam a periferia das células.

Dois tipos de células com citoplasma eletrolGcidos foram encontrados nas analises
dessa regido. Um deles apresentou citoplasma com muitas mitocondrias enquanto outro se

destacou pela presenca de estruturas ciliares ao seu redor (figura 18D).
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Outro tipo celular que apresentou o citoplasma um pouco menos eletrodenso, canais
ao longo do citoplasma e na periferia da célula. Esta célula tem vesiculas grandes e rugosas,

ocupando mais de 50% do volume celular (figura 18E).

A grande presenga de mitocondrias também foi observada em células cujo citoplasma
apresentou aspecto granuloso e mais eletrodenso do que o descrito anterior (figura 18F). Em
outro corte foi possivel visualizar a sombra do possivel nicleo em uma posicao basal, com as

vesiculas se posicionando na parte apical das células (figura 18G).

Em resumo os resultados de MET para a cultura deste tecido mostraram a existéncia

de uma grande variedade de tipos celulares, o que mostra a complexidade deste érgao.

Belo Horizonte, fevereiro de 2012 53



Silva-Neto, Aristeu RESULTADOS

Figura 18: Ultraestrutura das células de cultura do manto de B. tenagophila.
A. Trés subtipos celulares distintos, com nucleo oculto, e grande ndmero de vesiculas (vsR e
vsL) e granulos (gr). B. Subtipo celular apresentando citoplasma eletrolicido. C. Trés
subtipos celulares, sendo um parcialmente repleto de gréanulos (gr), outro com citoplasma
repleto de granulos (gr) e um terceiro de tamanho pequeno, apresentando algumas vesiculas
eletrodensas (vsD) e de ndcleo (n) com formato de meia lua, muito eletrodenso. Nucleos de
células estouradas (parte inferior). D. Dois subtipos celulares sendo um com citoplasma
repleto de mitocéndrias (mt) e grande vesicula rugosa (vsR) e outro com muitos granulos e
apresentando cilios (ci). E. Subtipo celular apresentando grande vesicula secretora rugosa
(vsR) e citoplasma eletrodenso, repleto de canaliculos (ch). F. Célula com citoplasma pouco
eletrodenso e algumas mitocondrias na parte inferior. G. Células ricas em granulagdes com
possivel identificacdo do nucleo (n). Barras medem 1 um.
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5.1.5 Morfologia celular: Glandulas Nidamental e Prostatica

A cultura das células das glandulas nidamental e prostatica foi realizada em conjunto,
devido a dificuldade de separacdo das mesmas no processo de disseccdo. Em microscopia
Optica foi possivel constatar a presenca de células com forma circular, de médio porte médio e
sem nucleo visivel & microscopia oOptica (figura 19A). Na coloracdo por Giemsa, as células
dessa cultura apresentacdo citoplasma denso, nlcleo excéntrico e de pequeno porte (figura
19B).

Figura 19: Cultura de células das glandulas nidamental e prostatica de B. tenagophila.
A. Campo da cultura de células das glandulas nidamental e prostéatica apresentando células em
forma cone (seta cheia) e a forma circular (seta vazia). B. célula corada com Giemsa,
evidenciando citoplasma denso e rugoso da célula circular.

Através da analise de ultraestrutura foi possivel identificar cinco tipos celulares
distintos. Todos os tipos celulares apresentaram muitas vesiculas (figura 20A). Células com
grande nimero de vesiculas comportaram-se como glandulas holdcrinas, definido pelo
extravasamento do conteudo celular (figura 20E-F).
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Figura 20: Ultraestrutura de células de cultura das glandulas nidamental e prostéatica de
B. tenagophila.

A. Nucleo (n) em formato irregular e presenca de vesiculas secretoras eletrodensas (vsD) e
eletrolucidas (vsL) de grande porte no citoplasma celular. B. Célula com citoplasma celular
repleto de granulos (gr) e vesiculas eletrodensas (vsD), eletroltcidas (vsD) e rugosas (vsR),
sem nucleo aparente. C. Nucleo (n) com formato indefinido eletrodenso, vesiculas
eletrodensas (vsD) e rugosas (vsR), e muitos granulos (gr). D. Nucleo (n) e vesiculas (vs)
eletrolicidas. E-F. Citoplasma celular repleto de granulos (gr), algumas vesiculas
eletrodensas (vsD), nucleo (n) eletroltcido e sem visualizagdo do limite celular, a membrana.

Barras medem 1 pum.
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5.1.6 Morfologia celular: Ovotesti

A cultura do ovotesti originou dois tipos celulares distintos na analise ao microscopio
optico invertido. O primeiro semelhante a espermatozoides, dotado de flagelo, e outro tipo

celular esférico, de tamanho variado (figura 21).

Figura 21: Células de cultura do ovotesti de B. tenagophila.
Campo de células em cultura do ovoteste evidenciando células tipo espermatozoide (*) e

ceélulas esféricas de porte variado (setas).

Os dois tipos celulares estdo identificados através da microscopia Optica com

coloragéo por Giemsa (figura 22).
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Figura 22: Cultura de ovotesti de B. tenagophila corado com Giemsa.
A. Célula globosa de maior porte. B. Espermatozoide. C. Célula globosa de menor porte.

Através da analise em MET foram encontrados trés tipos celulares distintos. Um de
aparéncia ameboide, com reentrancias em sua superficie celular, servindo de apoio para
outros tipos celulares (figura 23A/C). Um segundo, de aparéncia irregular apresentando
vesiculas secretoras em seu citoplasma (figura 23B/E/F). E um terceiro, com aspecto circular,

com um nucleo central ocupando grande parte do volume celular (23C-D).
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Figura 23: Ultraestrutura de células de cultura do ovotesti de B. tenagophila.

A. Célula em formato ameboide com ndcleo (n) sem forma definida, granulos (gr) e poucas
vesiculas secretoras eletroltcidas (vsL). B. Nucleo excéntrico e citoplasma com vesicula de
secrecdo rugosa (vsR) e alguns granulos (gr). C. Células globosas com nucleo circular central,
apoiadas por projecOes citoplasmaticas de célula ameboide. Citoplasma com muitas vesiculas
eletrolucidas e granulos (gr) D. Célula ameboide (esquerda) e circular (direita). E. Célula com
citoplasma contendo vesiculas eletrolticida (vsL). F. Conjunto de células com nucleo
eletroldcido. Barras medem 1 pm.
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Através da MEV foi possivel visualizar os 3 tipos celulares ja identificados (figura
24A). Nas imagens de varredura foi possivel visualizar que o corpo celular dos
espermatozoides apresenta um formato achatado, medindo em torno de 10 um (figura 24B-C).
Foram encontradas células de 10 um e 20 um com a superficie lisa (figura 24D-F). Um tipo
celular, de aproximadamente 10 um, foi encontrado nas imagens, apresentando reentrancias

na sua superficie (figura 24G-I).

Figura 24: MEV das células de cultura do ovotesti de B. tenagophila.
A. Visdo geral. B-C. Destaque corpo celular de espermatozoides (circulo pontilhado). D.

Célula globosa, de superficie lisa, medindo em torno de 20 um (seta vermelha). E-F. Células
globosas, de superficie regular, medindo em torno de 10 um (seta vermelha). G-H-I. Célula
de formato circular, com superficie contendo reentrancias, medindo em torno de 10 um (seta
vermelha).
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5.1.7 Morfologia celular: Papo

Na cultura de células da regido do papo, parte ndo muscular do estdmago,
predominaram ceélulas esféricas, de didametro variado, e sem nucleo visivel na microscopia
Optica (figura 25). Nao foi obtido material de qualidade desta amostra nas coloracGes por

Giemsa.

50 um

Figura 25: Células de cultura do papo de B. tenagophila.
Campo de células em cultura da regido do papo evidenciando células esféricas de tamanho
variado.

Nas analises em MET foram identificados trés tipos celulares diferentes, todas com
citoplasma repleto de vesiculas secretoras. Um tipo celular de citoplasma eletrodenso
apresentou vesiculas de tamanho e densidade variada (figura 26A/C). Outro subtipo celular
apresentou alguns granulos no citoplasma, nucleo denso evidente e algumas vesiculas (figura
26B). No terceiro tipo celular foi possivel visualizar o nicleo menos eletrodenso, vesicula

grande, algumas mitocdndrias e poucas cisternas no citoplasma celular (figura 26D).
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[
Figura 26: Ultraestrutura de células de cultura do papo de B. tenagophila.

A. Célula circular sem ndcleo aparente e inimeras vesiculas eletrodensas (vsD) e rugosas
(vsR) de varios tamanhos, e presenca de cisternas (cis) e granulos (gr) pelo citoplasma celular.
B. Célula circular, nucleo (n), de eletrodensidade moderada, e presenca de algumas vesiculas
eletrodensas (vsD) e granulos (gr). C. Mesmo tipo de célula em A, com vesiculas de grande
porte eletrodensas (vsD), rugosas (VSR) e pequenas eletroltcidas (vsL). D. Célula de formato
irregular com grande vesicula eletrodensa (vsD), pequenas vesiculas eletroltcidas (vsL),
nucleo pouco denso (n), cisternas e mitocondrias espalhadas pelo citoplasma. Barras medem 1

um.

5.1.8 Morfologia celular: Piloro

As culturas de células da regido do piloro, outra por¢do ndo muscular do estémago,
apresentaram células em sua maioria esféricas, de pequeno porte e sem ntcleo visivel (figura

27). N&o foram obtidas, para esse material, imagens da coloracdo por Giemsa.
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Figura 27: Células de cultura do piloro de B. tenagophila.
Cultura de células do piloro composta apenas por células pequenas e esféricas.

Observadas na MET, as celulas do piloro foram classificadas em seis tipos distintos.
Trés tipos apresentaram, como estrutura comum, a presenca de vacuolos, sendo a primeira
com um citoplasma de eletrodensidade média (figura 28A), a segunda, citoplasma de pouca
eletrodensidade, mitocondrias grandes e muitas cisternas no citoplasma (figura 28B) e a
terceira de citoplasma eletrodenso, com vesiculas grandes, mitocdndrias pequenas e muitas
cisternas pelo citoplasma (figura 28C/F). Um quarto tipo celular, sem vacuolo aparente,
apresentou um complexo de estruturas semelhantes relembrando a um processo de fagocitose
(figura 28D), citoplasma denso, com algumas cisternas, e vesicula grande. Em outros dois
tipos celulares, foi possivel visualizar a estrutura do nucleo (figuras 28E/G). As células do
papo apresentaram também estruturas de cilios, evidenciadas nos cortes mostrando o formato
tubular, composto por nove filamentos duplos de dineina, na periferia da estrutura, e um par
central (figuras 28H-J).
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Figura 28: Ultraestrutura de células de cultura do piloro de B. tehagophila.
Verso anterior)
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5.1.9 Morfologia celular: Tentaculo

A cultura primaria da regido do tentaculo na porc¢éo cefalopodal do corpo do caramujo
originou uma cultura predominantemente composta de células esféricas, de pequeno porte e
sem nucleo visivel (figura 29). No entanto, o baixo numero de células obtidas a partir dessa
cultura néo possibilitou a obtencdo de material corado para estudos de marcagéo por Giemsa

nem em MET.

Figura 29: Células de cultura do tentaculo de B. tenagophila.
Cultura de células do tentadculo composta predominantemente por células pequenas e

esféricas.
5.1.10 Morfologia celular: Tubo renal porc¢édo Sacular
A cultura da regido sacular do tubo renal apresentou uma populacdo

predominantemente composta por células com nucleo visivel na microscopia Optica. O

tamanho do nucleo variava entre as células podendo ser pequeno até de grande porte, com a
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célula apresentando um citoplasma reduzido (figura 30). Em algumas células foram
identificadas capsulas provavelmente de secrecdo. Além das células com nucleo visivel,
também foram encontradas células cujo nucleo ndo foi visivel ao microscopio éptico, e

didmetros variados.

Figura 30: Células de cultura do TRpS de B. tenagophila.

Campo da cultura de células do TRpS, mostrando células de porte variado, com algumas
apresentando nucleo visivel na M.O. Algumas células (*) aparecem estendendo parte do
citoplasma. Outras células aparecem eliminando parte do citoplasma (**) em uma capsula.

Na coloracdo por Giemsa foi possivel identificar apenas dois tipos celulares devido a

fragilidade do material, que ndo se adaptou bem as condicdes de fixac¢do (figura 31).
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Figura 31: Cultura do TRpS de B. tenagophila corado com Giemsa.
A. Célula globosa com nucleo grande e excéntrico. B. Células globosas, com nucleo esférico,
excéntrico e pequeno.

Uma das caracteristicas observadas nas células dessa regido foi a presenca de uma
‘capsula’ em torno de algumas células e o alongamento do citoplasma apresentado por outras
poucas células em cultura. Este prolongamento do citoplasma desse tipo celular foi
identificado através de MET, mostrando que este fragmento é uma projecdo citoplasmatica
rica em organelas, principalmente mitocondrias (figura 32B). Esta célula apresentou um

nucleo menor do que o padrdo observado para outras células nessa cultura.

Em muitas células de cultura a capsula que aparece em torno da célula aparenta estar
sendo descartada por ela. Através da MET, foi possivel visualizar um tipo celular que parece
descartar parte do citoplasma celular (figura 32A). O mesmo fato repete-se em outras imagens

do tecido (figura 32D-E), indicando um possivel padrdo destas células.

Ao todo, foram identificados oito tipos celulares diferentes nas células da cultura do
TRpS em MET. Uma caracteristica muito comum a estas células foi a grande quantidade de
mitocondrias presentes nas células desse tecido. Algumas dessas apresentaram ndcleo com

baixa eletrodensidade e muitas cisternas no citoplasma celular (figura 32).
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Figura 32: Ultraestrutura de células de cultura do TRpS de B. tenagophila.
Imagens mostrando cada um dos oito tipos celulares encontrados nas analises em MET da
cultura do TRpS (A — G). Dois tipos distintos podem ser vistos na mesma foto (C).
Prolongamento celular atipico, rico em mitocondrias (mt), pode ser visto em um dos tipos
celulares (E). Células com ndcleo pouco denso, indicando grande atividade celular
(A/D/E/F). Citoplasma das células com muitas mitocéndrias (mt) e cisternas (cis), poucas
vesiculas eletrodensas (vsD) e rugosas (vsR). Barras medem 1 um.
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5.1.11 Morfologia celular: Tubo renal por¢éo Tubular

As culturas da porcdo tubular do tubo renal apresentaram populagdes com predominio
de células esféricas, de grande porte e sem nucleo visivel. Uma parte da populacdo apresentou

pequeno porte (figura 33).

Figura 33: Células de cultura do TRpT de B. tenagophila.
Campo da cultura de células do TRpT, mostrando células de tamanhos variados.

Atraves da coloracdo por Giemsa foi possivel visualizar granulos nos citoplasmas das

celulas maiores (figura 34A/C).
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Figura 34: Cultura do TRpT de B. tenagophila corado com Giemsa.

A. Célula globosa de maior porte apresentando granulos no citoplasma. B. Célula globosa de
menor porte. C. Duas células globosas, grandes, com aparente comunicagdo entre seus
citoplasmas.

Através da MET foi possivel distinguir sete subtipos morfologicos diferentes de

celulas da cultura priméria do TRpT (figura 35).

Uma estrutura, até entdo ndo identificada na microscopia Optica, foram os cilios,
presentes nessas células, sendo encontrado em cortes longitudinais de sua raiz intracelular

(figura 35E) ou cortes transversais de sua estrutura (figura 35C/J/K).

O citoplasma, rico em organelas, apresentou muitas vesiculas (figura 35A/D) e
cisternas (figura 35G-H). Em algumas células dessa cultura a quantidade de mitocondrias
presentes no citoplasma foi extremamente alta, sendo estas organelas de tamanho robusto,

podendo medir até 1 um (figura 35E-1).

Além das vesiculas intracelulares, foi identificada a presenca de estruturas vesiculares

proximo as células, como corpos recentemente externados por estas células (figura 35B).

O nucleo, quando identificado (figura 35E/F/G/J), apresentou-se pouco eletrodenso,

em formato circular ou sem forma definida.
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5.2 PERFIL DE ACUCARES DE SUPERFICIE

Utilizando lectinas conjugadas como sondas fluorescentes, foi possivel identificar

subpopulacdes celulares nas culturas do manto, ovotesti e tubo renal porcédo sacular e tubular.

As células marcadas para os agucares de superficie foram agrupadas na tabela 4,
descrevendo o numero de subpopulacdes obtidas em citometria de fluxo (CTF) e intensidade

da marcacdo em microscopia de fluorescéncia (MF) para cada cultura analisada.

Tabela 4 — Perfil de marcacédo de lectinas em CTF (nimero de popula¢es ap6s marcacgdo) e

MF (intensidade de marcacdo visualizada) para células da cultura primaria de quatro tecidos

distintos.
Residuos reconhecidos Tecidos Lectina
Mt Ov TRpS TRpT
MF CTF MF CTF MF CTF MF CTF
o.-manopiranose - 4 - 4 - 4 * 3 ConA
a-glicopiranose 4 4 - 4 * 3 ConA
N -acetil-D-glicosamina 4 - 4 - 4 4 GS-1I
N -acetil-D-galactosamina * 4 * 4 - 4 4 1B,
a-D-galactosil * 4 * 4 - 4 - 4 1B,
a-N -acetil-galactosamina 4 ok 4 - 4 * 4 HPA
Aglutinagdo de Leucdcitos 4 * 4 - 4 3 PHA-L
-galactose 4 - 3 - 5 - 4 PNA
a-N -acetil-galactosamina * 4 ok 4 * 4 * 4 SBA
B-N -acetil-galactosamina * 4 *kk 4 * 4 * 4 SBA
galactopiranosil * 4 *Ex 4 * 4 * 4 SBA
N-acetilglicosamina *Ex 4 ok 3 *hx 3 *E¥ 3 WGA
acido N-acetilneuraminico kAx 4 *kk 3 ok 3 el 3 WGA
- marcacao negativa * marcacdo leve ** marcacdo moderada ***marcacao forte

A intensidade de marcacdo para MF foi obtida através da andlise das imagens, de
forma subjetiva. Quando ap6s marcacdo com as lectinas nenhuma estrutura com formato de
célula era encontrada a cultura era considerada negativa. Na presenca de células marcadas a

intensidade foi determinada a partir da quantidade de espécimes marcados.

O perfil de marcagdo no manto em MF apresentou marcacgao positiva apenas para as
lectinas IB4, SBA e WGA (figura 36).
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Figura 36: Microscopia de fluorescéncia para células da cultura primaria do manto de
B. tenagophila.

A cultura apresentou somente células marcadas pelas lectinas, 1B4, SBA e WGA. Coluna da
esquerda: microscopia Optica invertida; coluna da direita; microscopia de fluorescéncia. A
esquerda de cada fila esta a lectina representada na foto de marcacéo.

As analises por citometria de fluxo para a cultura de células do manto mostraram que
este tecido, de acordo com o padréo de granulosidade, esta dividido em trés subpopulacGes
guando ndo marcadas por nenhum fluorocromo. Todas as analises com as lectinas testadas
mostraram que existem quatro subpopulagdes, sendo que para WGA todas as populagdes
foram positivas, para HPA, ConA, PNA, PHA-L e IB, foram encontradas duas sub negativas
e duas positivas para estas marcacOes. Ja para as lectinas SBA e GSII a cultura do manto

apresentou um padréo de trés subpopulacdes negativas e uma positiva (figura 37).
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Figura 37-1: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do manto de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 37-2: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura

primaria do manto de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 37-3: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
priméaria do manto de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)

Para cultura priméaria do ovotesti, a MF foi capaz de identificar positividade nas
células marcadas pelas lectinas HPA, 1B4, PHA-L, SBA e WGA (figura 38).
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IB,

PHA-L
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Figura 38-1: Microscopia de fluorescéncia para celulas da cultura primaria de ovotesti
de B. tenagophila.
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WGA

Figura 38-2: Microscopia de fluorescéncia para células da cultura primaria de ovotesti

de B. tenagophila.
Células positivas para as lectinas HPA, 1B4, PHA-L, SBA e WGA. Coluna da esquerda:

microscopia 6ptica convencional; coluna da direita: microscopia de fluorescéncia. A esquerda
de cada fila esta a lectina representada na foto de marcagao.

As analises de citometria de fluxo para a cultura de células do ovotesti mostraram que
este tecido, de acordo com o padrdo de granulosidade, esta dividido em duas subpopulacbes
quando ndo marcadas por nenhum fluorocromo. Com as lectinas testadas mostraram que
existem na sua maioria quatro subpopulacées para HPA, ConA, PNA, PHA-L, GSIl e SBA
sendo duas subpopulacdes negativas e duas positivas para estas marcacdes e a lectina 1B,
apresentou perfil de quatro subpopulagdes sendo trés negativas e uma positiva. A marcagao

para a lectina WGA identificou trés subpopulacGes, duas negativas e uma positiva (figura 39).
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Figura 39-1: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do ovotesti de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 39-2: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do ovotesti de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 39-3: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do ovotesti de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)

A cultura priméaria do TRpS foi positiva nas marcacdes com as lectinas SBA e WGA

em MF (figura 40).
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Figura 40: Microscopia de fluorescéncia para células da cultura primaria da porcéo
sacular do tubo renal de B. tenagophila.
Células positivas para as lectinas SBA e WGA. Coluna da esquerda: microscopia 6ptica

invertida; coluna da direita; microscopia de fluorescéncia. A esquerda de cada fila esta a
lectina representada na foto de marcacao.

As analises por citometria de fluxo para a cultura de células da porcao sacular do tubo
renal mostraram que este tecido pode ser dividido em trés subpopulacdes segundo a
granulosidade quando ndo marcadas por nenhuma sonda. Uma das subpopulacdes, de maior
granulosidade, apresentou alguma autofluorescéncia no espectro de emissdo do fluorocromo
utilizado. A figura 41 apresenta os resultados apds a marcacdo com as lectinas, onde quatro
subpopulagdes foram identificadas para as lectinas ConA, GSII, PHA-L e SBA (duas
negativas e duas positivas) e para a lectina HPA (uma negativa e trés positivas). A marcagdo
pela lectina WGA identificou trés subpopulacbes (uma negativa e duas positivas) e a lectina

PNA separou em cinco subpopulagdes (trés negativas e duas positivas).
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Figura 41-1: Graéficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcao sacular do tubo renal de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 41-2: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcao sacular do tubo renal de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 41-3: Graéficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcao sacular do tubo renal de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)

Por ultimo, a cultura primaria do TRpT foi positiva nas marcacGes para as lectinas

ConA, HPA, SBA e WGA em MF (figura 43).
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Figura 42: Microscopia de fluorescéncia para células da cultura primaria da porcao
tubular do tubo renal de B. tenagophila.

Células positivas para as lectinas ConA, HPA, SBA e WGA. Coluna da esquerda:
microscopia dptica invertida; coluna da direita; microscopia de fluorescéncia. A esquerda de
cada fila esté a lectina representada na foto de marcacao.
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Na andlise por citometria de fluxo para a cultura priméria de células da porgéo tubular
do tubo renal, a cultura, de acordo com o padrdo de granulosidade, mostra-se dividida em
duas subpopula¢des quando ndo marcadas por nenhum conjugado de lectina. Para as lectinas
GSII, 1B4, PHA-L e PNA foram identificadas quatro subpopulac@es, sendo duas negativas e
duas positivas para estas marcacées. A marcacdo pelas lectinas ConA e WGA identificou 3
subpopulagbes positivas enquanto que para a lectina PHA-L, duas subpopulagdes foram

negativas e uma positiva (figura 43).
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Figura 43-1: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do manto de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 43-2: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
priméria da porgéo tubular do tubo renal de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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Figura 43-3: Graéficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcao tubular do tubo renal de B. tenagophila. (legenda no verso anterior)
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6 DISCUSSAO

Culturas primérias de células de moluscos do género Biomphalaria encontram-se
descritas em um numero limitado de publicac6es, utilizando diferentes tecidos como fonte de
células. Nesses estudos foram obtidas culturas do ovotesti (BAYNE e cols. 1975;
IWANAGA, 2002; BARBOSA e cols. 2006b), da glandula digestiva e hepato-pancreas
(BENEX e GANTIER, 1975), da porcdo sacular do tubo renal (BENEX e JACOBELLI,
1980), de embrides (HANSEN, 1976) e da regido do APO (BARBOSA e cols. 2006b).
Destacam-se os trabalhos de Hansen, em 1976, que estabeleceram a linhagem de ceélulas
denominadas Bge, a partir de tecido embrionario de B. glabrata. Atualmente esta linhagem é
comercializada e vem sendo empregada em estudos in vitro envolvendo a interacdo parasito-
hospedeiro invertebrado. Ao sucesso de cultivo da Bge atribui-se a capacidade de utilizar um
meio com osmolaridade compativel a hemolinfa do molusco e a sele¢cdo de um tecido com
menor carga parasitaria e microbioldgica. Células de molusco séo capazes de suportar grandes
variacdes de pH, temperatura, osmolaridade e desafios imunolégicos in vitro (BAYNE e cols.
1975; HANSEN, 1976).

Os modelos celulares trabalhados até hoje sempre focaram a interagdo B. glabrata-S.
mansoni. Entretanto, na espécie B. tenagophila, hd a particularidade apresentada pela
linhagem Taim, que apresenta resisténcia absoluta em relacdo ao S. mansoni. Esta
caracteristica € o principal motivo pelo qual trabalhamos apenas com essa espécie e linhagem
em nossos trabalhos a fim de, no futuro, podermos estabelecer parametros de comparacéo

com caramujos de mesma espécie, porém de linhagens sabidamente susceptiveis.

Antes de iniciar o cultivo de células buscamos uma caracterizac¢do anatdmica do corpo
do molusco B. tenagophila, identificando os possiveis 6rgdos e regides para cultivo. Nesse
estudo anatdmico, localizamos e identificamos principalmente os 6Orgdos e tecidos que
compdem a regido reno-pericardica, local descrito por muitos autores como importante na
producéo de células de defesa (PAN, 1958; LIE e cols. 1975; SULLIVAN, 1990; SULLIVAN
e SPENCE, 1994; BARBOSA e cols. 2006a). Foi possivel dissecar separadamente o coracao
da porcdo sacular do tubo renal, ou saco renal; entretanto, o 6rgdo hematopoiético, APO,
comumente relacionado a regido reno-pericardica, nao foi identificado. Muito provavelmente,
este 6rgdo ndo foi encontrado em nossas analises por ndo estar em hiperplasia, estado de

caramujos previamente infectados, uma vez que empregamos caramujos nao infectados.
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Através do estudo anatdmico definimos doze tecidos para cultivo. Dentre esses doze
tecidos, ndo foram obtidas culturas de células somente para dois deles, que eram tecidos
compostos por células tipo-musculares como o coragdo e moela. A ndo obtencdo de nenhum
tipo celular em cultura no tecido do coracdo confronta achados de Bayne e colaboradores, que
em 1975 descreveram o cultivo de celulas, algumas com aspecto ameboide, a partir do
coracdo. Este resultado também diverge dos achados de Souza e Andrade, 2006, que

encontraram uma grande quantidade de hemdcitos em cortes histoldgicos do coracao.

Estas divergéncias de resultados podem ser atribuidas as diferentes metodologias
aplicadas nos estudos. Bayne e colaboradores (1975) utilizaram medidas para garantir a
adesdo celular e migracdo de células a partir do explantes de cora¢do, como o cultivo em
frascos invertidos e atmosfera controlada, enquanto em nosso estudo empregamos apenas
placas tratadas para cultivo celular, sem nenhum tratamento diferenciado para qualquer
tecido. A grande quantidade de hemdcitos encontrados no trabalho de Souza e Andrade
(2006), a partir de cortes histologicos do corpo inteiro do molusco, pode ser uma
contaminacdo proveniente da hemolinfa nas cdmaras cardiacas, no momento de sua fixacéo.
Como efetuamos lavagens sucessivas dos tecidos cultivados como medida profilatica a
contaminacdo das culturas, essa etapa provavelmente retirou todo o contaminante de

hemolinfa dos tecidos.

Em nosso estudo, as células da cultura primaria dos tecidos de moluscos apresentaram
viabilidade semelhante com os meios Schneider, de maior osmolaridade, e de Hansen, com
uma osmolaridade mais proxima a da hemolinfa do molusco. Para os primeiros dias de cultivo
ndo houve diferenca entre as viabilidades nos diferentes meios, comprovando que a

osmolaridade pode ser importante, mas ndo foi limitante no cultivo de células de molusco.

Todas as culturas primarias apresentaram grande heterogeneidade, sendo possivel
identificar mais de um subtipo para cada cultura derivada de um determinado tecido. Algumas
semelhancas entre culturas de diferentes tecidos podem ser observadas. Ao compararmos as
culturas de tecidos glandulares, como a glandula digestiva e glandula de albume, observamos
células com grande quantidade de vesiculas, eletrodensas ou eletrolucidas, encontradas no

citoplasma. Essa caracteristica pode ser atribuida a atividade desempenhada pelo tecido.
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Do sistema reprodutor do molusco foram cultivadas células de trés regides distintas:
glandula de albume, glandulas nidamental e prostatica, gbnadas e ovotesti. Na glandula de
albume foi encontrado um tipo de célula em microscopia Optica, com citoplasma denso na
coloracdo por Giemsa, enquanto que nas analises por MET encontramos trés tipos diferentes

células, todas com citoplasma eletrodenso e ultraestruturalmente diferentes.

As glandulas nidamental e prostatica foram cultivadas em conjunto devido a
dificuldade de separacdo das mesmas do tecido fresco. A cultura destas células, observadas ao
M.O., apresentou alternancia entre formas cubica e circular. Em cultura, as células cubicas se
tornavam circulares, e depois de algum tempo de cultivo pareciam sofrer lise. Essa lise pode
ser observada em MET, onde células sem a delimitacdo de suas membranas celulares foram
visualizadas, um comportamento tipico de células de glandulas holécrinas. Neste tipo de

glandula, a célula rompe-se extravasando os granulos de secre¢do para o meio.

O dultimo tecido cultivado, a fazer parte do sistema reprodutor do molusco, foi o
ovotesti, responsavel pela producao das células de reproducdo do caramujo. Este tecido € um
dos locais para onde os esporocistos filhos de Schistosoma mansoni, também chamados de
secundarios, migram apos sua liberagdo pelo esporocisto mée, ou priméario. Durante o periodo
de infeccdo do molusco pelo S. mansoni, pode ocorrer infertilidade temporéria, reversivel
apos a cura, do hospedeiro invertebrado. Infiltrados de hemdcitos ja foram encontrados nesta
regido apos cortes histologicos de caramujos infectados, sem a constatacdo do aumento de
hemdcitos circulantes na hemolinfa (SOUZA e ANDRADE, 2006).

A cultura de células do ovotesti ja foi realizada anteriormente por outros autores.
Bayne e colaboradores (1975) cultivaram as gonadas em estudo associando a infeccdo com
microsporidio, juntamente com tecido cardiaco. Além da constatacdo da grande toleréncia
dessas células a diferentes condi¢des de cultivo e a contaminacgdo por parasitos, 0s autores
relataram alta taxa de migracdo de células a partir do explante para o entorno do tecido. Um
importante estudo de cultura da regido do ovotesti foi realizado por Iwanaga em 2002, que
observou a migracdo de células do tipo fibroblasticas e epiteliais. Uma possivel explicacdo
para origem dos hemacitos pode estar na diferenciacdo de células fibroblasticas, espalhadas
por todo o corpo do molusco (PAN, 2958). Finalmente, Barbosa e colaboradores, em 2006,
cultivaram a regido do ovotesti, apenas como controle, em estudo envolvendo a cultura

priméria da regido do APO.
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Nossas anélises em MEV revelaram que o ovotesti possui pelo menos quatro tipos de
células distintas, sendo duas globosas lisas, uma circular com reentrancias, e um altimo tipo
de célula com forma flagelar, tipo espermatozoide. Através de MET foi possivel visualizar
uma possivel relacdo entre célula globosa lisa com célula circular rugosa, onde estas atuariam
como suporte das células globosas, assim como ocorre com as células da zona pellcida e
ovoécitos em mamiferos. Apesar da possibilidade de presenca de células fibroblasticas no
ovotesti, ou mesmo com a possibilidade de acimulo de hemdcitos em individuos parasitados,
em espécimes nao infectados por S. mansoni ndo foram encontradas células que se

assemelhem a hemacitos.

Dos tecidos glandulares, a glandula digestiva foi a que apresentou maior diversificacao
de tipos celulares, com seis tipos diferentes, quase todos repletos de vesiculas, de formatos e
densidades variados. A glandula digestiva € outro importante 6rgdo durante a infeccdo do
molusco pelo S. mansoni sendo um dos alvos de migracdo dos esporocistos secundarios.
Nesse tecido também ja foi relatada uma grande quantidade de infiltrado de hemdcitos em
estudo histolégicos (SOUZA e ANDRADE, 2006). No entanto, nossas analises ndo revelaram
nenhum tipo celular semelhante & hemdcitos. Em modelo de cultura celular da glandula
digestiva, Benex e Gantier (1975) revelaram ndo ter encontrado amebdcitos nesta regido, o
que corrobora com o fato de ndo termos associado nenhum dos tipos celulares encontrados as

caracteristicas dos hemacitos ou células precursoras.

Além da cultura primaria de células da glandula digestiva, outras duas culturas foram
obtidas a partir de tecidos do sistema digestivo do molusco, papo e piloro, constituintes do
estdmago. A parte muscular do estbmago, a moela, como ja discutido, ndo apresentou células
livres do tecido em cultura; entretanto, o papo e o piloro apresentaram células que, em
observacdo ao M.O. pareciam semelhantes entre si. Analises de MET revelaram que os dois
tecidos apresentaram células com caracteristicas distintas, a despeito da proximidade de

localizac&o no estbmago.

Em microscopia eletronica, o papo apresentou, como caracteristica, comum as células
identificadas nas outras culturas do sistema digestivo, um complexo de vesiculas em seu
citoplasma, de variados tamanhos e densidades. Por outro lado, o piloro apresentou, além das
vesiculas, estruturas ciliares em grande quantidade. Foi possivel identificar em cortes

transversais a estrutura das cadeias de dineina (proteinas motoras) formando a conformacéo
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‘9+2” que representa nove pares de microtUbulos externos e um par central. Essas estruturas
ciliares apenas estiveram presentes em células de mais dois tecidos além do piloro, porcéo

tubular do tubo renal e manto.

A cavidade do manto é um local extremamente propicio a formagdo de hemdcitos uma
vez que, além da parede da regido sacular do tubo renal constituida de células com
caracteristicas mesenquimais, neste tecido encontram-se 0s espagos sanguineos, o endotélio
vascular e o 6rgao hematopoiético, APO (PAN, 1958; LIE, 1975). Nesta regido do caramujo
foram dissecados com sucesso e cultivados, manto e porg¢des sacular e tubular do tubo renal,
além do coracdo, cuja cultura ndo foi bem sucedida. A cultura de tecidos musculares exige
uma metodologia mais elaborada, uma vez que essas células sdo extremamente complexas,
resultado da fusdo de mais de uma célula e com forte sistema de adesdo celular para resistir a
impactos. Outro fator limitante é a existéncia de uma intricada organizacdo do citoesqueleto
para contracdo do tecido. Dai, provavelmente vem o fato de n&o obtermos o cultivo destas

células sem uma prévia digestao do tecido.

De todos os tecidos cultivados, as celulas do manto foram as mais diversificadas
dentro da populagéo, sendo possivel identificar 10 tipos celulares. A por¢éo tubular do tubo
renal apresentou algumas caracteristicas em comum tanto com a por¢do sacular do mesmo
guanto com o manto. Algumas células dessas culturas apresentaram grande quantidade de
mitocondrias, citoplasma com muitas cisternas e nucleo pouco denso. Estruturas ciliares
também foram encontradas, facilmente identificadas pela organizacdo peculiar dos

microtubulos que as formam.

Em microscopia Optica, algumas células, nas culturas do manto e das diferentes
porcBes do tubo renal, apresentaram, em comum, formatos esféricos e pequeno porte. Essas
células podem ser fruto de uma contaminacédo entre as culturas nessa regido, uma vez que 0
tubo renal € uma estrutura anexa ao manto, ou seja, toda cultura de tubo renal pode apresentar

material do manto.

Ao compararmos os perfis celulares obtidos em nosso estudo, atraves da microscopia
eletrobnica, com os perfis celulares para hemdcitos estabelecidos por Cavalcanti e
colaboradores em 2011, constatamos que, em nossas culturas, ndo houve producdo nem

identificacdo de hemacitos. Como ja descrito anteriormente, os tecidos cultivados foram alvo
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de ostensiva lavagem com solucbes contendo antibidticos, a fim de minimizar a contaminacgao
da cultura. Assim sendo, ndo era esperado encontrar tipos celulares semelhantes a hemacitos
circulantes nos tecidos. Considerando os tecidos hematopoiéticos como produtores de
hemacitos, é possivel que, dentre algum dos subtipos apresentados em nosso trabalho, haja

células precursoras de hemdcitos, em um estadio primitivo, ndo presente na hemolinfa.

E interessante ressaltar que, nas culturas da porcéo sacular do tubo renal reconhecida
na literatura pelo potencial de producdo de hemacitos, foram encontradas células semelhantes
as da cultura priméria da regido do APO, obtidas por Barbosa e colaboradores em 2006b, de
grande potencial na produgdo de hemadcitos. Foram obtidas as mesmas populagdes de células
ao longo de toda a porc¢éo sacular do tubo renal, dissecada a partir de instrucdes de Paraense
(1972) e Pan (1958). Apesar de outras semelhancas entre as células das porcdes tubular e

sacular do tubo renal, a semelhanga com a cultura do APO ficou restrita & porgéo sacular.

Na busca pela obtencdo in vitro de células de defesa, Barbosa e colaboradores, em
2006, realizaram o cultivo primario de células da regido do 6rgdo hematopoiético, APO. Os
autores encontraram trés subpopulagdes celulares, denominando-as de células do tipo I, 1l e
I1l, presentes na cultura da regido. Dentre os tipos celulares encontrados, dois deles
apresentaram semelhancas com as descri¢Ges para hialindcitos e granuldcitos, a época.

Alguma relacdo dessa cultura com a producdo de hemocitos foi revelada em outros
trabalhos (SULLIVAN E SPENCE, 1994; SULLIVAN E SPENCE, 1999; BARBOSA e cols.
2006), quando os autores conseguiram, com sucesso, transferir a resisténcia ao S. mansoni
entre caramujos da mesma espécie, de diferente grau de susceptibilidade, através de
transplantes da regido do APO. Em sua tese de Doutorado, Barbosa expdem resultados de
estudos da interacdo das células dessa regido com esporocistos de S. mansoni transformados
in vitro. Adicionados a cultura, os esporocistos foram imobilizados e destruidos pelas células
da cultura priméria, quando esta foi proveniente de um caramujo resistente a infecgéo.
Culturas oriundas de caramujos susceptiveis mostraram-se ineficazes de matar esporocistos in
vitro (BARBOSA, 2007).

Os dados até entdo apresentados, tanto nos modelos de transplantes quanto nas
interacOes in vitro, entre células do APO e esporocistos, corroboram com a hipotese do APO

como um dos locais de formacdo de hemdcitos. No entanto, a disseccdo do 0Orgéo
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hematopoiético se apresenta, para alguns autores, como grande desafio metodoldgico, devido
ao seu reduzido tamanho, fragilidade e aspecto histologico, sendo provéavel que durante o
processo de disseccao, parte de outros tecidos, na regido, possam acompanhar o explante do
tecido (AZEVEDO e cols. 2006; BORGES e cols. 2006; SOUZA e ANDRADE, 2006).

Existe a possibilidade de, por ndo termos identificado o APO durante os experimentos
de disseccéo, nossa cultura estar contaminada por células do APO. Entretanto, o APO ja foi
descrito como um tecido de massa pequena, fragil e restrito a regido final do saco renal e
coragdo, enquanto o tubo renal, mesmo se considerando apenas sua por¢do sacular, € um
tecido extenso, de facil reconhecimento. As células comuns entre as culturas priméarias da
regido sacular e APO, originam-se de toda extensdo do tubo renal sacular, evadindo os
provaveis limites do 6rgdo hematopoiético. Estudos posteriores, envolvendo caramujos
infectados, onde o APO estard em estado de hiperplasia, poderdo desvendar a localizagcdo do
real do 6rgdo hematopoiético e definir até onde pode ocorrer contaminagdo de células entre

estas duas estruturas tdo proximas.

Associando informacdes de literatura que apontavam a regido sacular do tubo renal
como promissor local de producdo de hemdcitos e com os dados obtidos, sendo a cultura
deste 6rgdo muito semelhante a cultura da regido do APO (BARBOSA e cols. 2006b),
escolhemos as culturas das porcGes tubular e sacular do tubo renal, do manto (cujas células
provavelmente podem contaminar as culturas do tubo renal) e do ovotesti. O ultimo, por ser
um tecido anatomicamente distante dos demais, serviu como controle para a caracterizagdo do

perfil de acucares de superficie.

Nossa analise preliminar, por microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo,
buscou-se identificar, a partir de oito diferentes lectinas, subpopula¢des dentro das quatro
culturas. Através do perfil de citometria de fluxo das culturas marcadas com diferentes
lectinas conjugadas com Alexa Fluor® 488, verificamos que a maioria das culturas
subdividiu-se em quatro subpopulag¢bes considerando células marcadas ou ndo marcadas e
com baixa ou alta granulosidade. Uma das excec¢des ocorreu para a lectina PNA, pois as
células da cultura do tecido TRpS quando marcadas por esta lectina mostrou perfil de
citometria contendo cinco subpopula¢fes sendo que para 0 ovotesti apareceram trés
subpopulacdes e manteve a média nos outros tecidos. As marcagdes das culturas com a lectina

WGA mostraram-se diferentes das demais por apresentarem, na maioria dos tecidos
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estudados, uma capacidade de distinguir apenas trés populaces, e o fato de que a maioria das
celulas foi positiva para esta lectina.

A associacdo de lectinas com a imunidade inata de invertebrados, incluindo moluscos,
ja foi abordada em alguns trabalhos, principalmente com as lectinas ConA, PNA, SBA e
WGA, com possivel participagdo, ainda ndo completamente entendida, na ativacao de células
e padrdo de resisténcia da Biomphalaria ao S. mansoni (BOSWELL e BAYNE, 1986;
ZELCK e BECKER, 1990; JOHNSTON e YOSHINO, 1996; MARTINS-SOUZA e cols.
2006).

Em 2006, Martins-Souza e cols. demonstraram que hemdcitos de caramujos B.
tenagophila eram mais marcados pela lectina WGA do que hemdcitos de caramujos B.
glabrata. Nossos dados mostram que a lectina WGA se ligou muito bem a quase todas as
populacdes de células trabalhadas, mostrando a presenca de residuos de N-acetilglicosamina e
acido N-acetilneuraminico na superficie celular das mesmas. Analises estatisticas mais
profundas devem ser realizadas para confirmacdo de nossos dados, mas, a principio, a lectina
WGA néo se apresenta como um bom marcador para células de defesa. A partir do momento
em que células com diferentes funcGes e origens possam apresentar esses mesmos residuos,
torna-se improvavel identificar subpopulacdo especifica utilizando apenas WGA.
Esporocistos de S. mansoni (primarios e secundarios) também j& foram marcados com esta
mesma lectina (ZELCK e BECKER, 1990), fato que nos permite descartar, em uma analise
preliminar, a participagdo desta nos mecanismos de defesa do molusco na interacdo S.

mansoni.

O sistema de defesa dos caramujos atua reconhecendo estruturas préprias de nao
proprias (VAN DER KNAAP e LOKER, 1990). Um perfil semelhante, entre as células do
molusco e os esporocistos do parasito, favoreceriam apenas 0 invasor, que conseguiria evadir
a resposta do hospedeiro com mais facilidade. No caso da presenca de residuos de N-
acetilglicosamina e acido N-acetilneuraminico, tanto em tecido do molusco quanto no tecido
do esporocisto, parece claramente uma ilustragdo da tentativa de mascaramento do parasita
com caracteristicas do hospedeiro. Entretanto, os espécimes avaliados em nossos estudos sdo
representantes de uma linhagem que apresenta resisténcia absoluta ao S. mansoni. Assim
sendo, 0s esporocistos de S. mansoni, ao se revestirem com esses residuos reconhecidos pela

lectina WGA, ndo favorecem em nada o processo de infeccdo de B. tenagophila, que ainda
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assim consegue reconhecer e eliminar o parasita. Conforme destacado anteriormente, Nnossos
estudos sdo preliminares sendo necessarios trabalhos mais aprofundados que possam

confirmar a ndo participacdo de WGA nos processos de interacdo S. mansoni-Biomphalaria.

Hemocitos obtidos da linhagem resistente de B. tenagophila, Taim, apresentaram
maior indice de marcacao com a lectina PNA, capaz de reconhecer os residuos de [3-galactose,
do que hemdcitos da linhagem susceptivel, de mesma espécie, e da espécie B. glabrata
(MARTINS-SOUZA, 2006). Observando nossos dados de citometria com células de cultura,
identificamos células mais marcadas com essa lectina nas culturas do tubo renal, por¢des
tubular e sacular, do que nas demais culturas, manto e ovotesti. A semelhanca da cultura do
TRpS com a cultura da regido do APO, e uma possivel ligacdo da mesma com a producgéo de
hemdcitos podem sugerir uma possivel relacdo da lectina PNA com celulas do sistema de
defesa dos molusco. No entanto, a afirmacdo de tal relacdo ainda depende de analises mais
profundas envolvendo as lectinas e a confirmacdo da relacdo da cultura da regido sacular do

tubo renal com a producdo de hemacitos.
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7 CONCLUSOES

Este foi o primeiro relato de obtencdo simultdnea de multiplas culturas de células a
partir de varios tecidos de B. tenagophila. Ao delimitarmos regifes anatbmicas, mapeamos
todo o corpo do caramujo na tentativa de identificacdo futura das células precursoras dos
hemacitos ou de outro tipo celular que esteja relacionado ao mecanismo de resisténcia deste

caramujo a infeccdo por S. mansoni.

A partir deste trabalho buscamos a caracterizacdo das células em cultura primaria, em
seus instantes iniciais de cultivo. Desta forma pudemos identificar as células de cultura
momentos apds sua saida do tecido, uma fase a qual estas ainda ndo passaram por tantas

alteracdes morfoldgicas quanto as células de cultivo mais prolongado.

Este trabalho abre novas fronteiras para estudos da relagdo parasito-hospedeiro e
melhor conhecimento da biologia celular de invertebrados.
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8 PERSPECTIVAS

Para aprimorar nossos estudos de identificacdo de subpopulagGes em cultura através
do perfil de lectinas e agucares, pretendemos continuar nossos trabalhos através da marcacao
maultipla com sondas com diferentes fluorocromos, em uma mesma populacdo. No atual
trabalho, todas lectinas estavam conjugadas a Alexa Fluor® 488, o que nos impediu de
marcar a mesma populagcdo com mais de uma lectina. Com a marcagdo multipla, poderemos
agrupar as células de acordo com os perfis de ligacdo as diferentes lectinas. Com uma anélise
mais completa, poderemos, talvez, sugerir se um determinado grupo de células em cultura
pode ter relacdo na producdo de hemdcitos, se conseguirmos identificar um padrdo para
células de defesas a partir da marcacéo com as lectinas.

Apds a obtencdo de tal perfil, sera feita analise de quais populacBes de células sdo
viaveis para um cultivo prolongado. Visa-se ao final do processo a obtengdo de linhagens
celulares imortalizadas, obtidas a partir de algum tecido de molusco adulto, e que possam ser

empregadas em estudos das interagdes entre parasito e hospedeiro invertebrado.

Estd prevista também a submissdo das células em cultura a desafios imunoldgicos
proporcionados pela interacdo dessas células com esporocistos do S. mansoni, obtendo-se um

perfil da resposta das células da cultura ao desafio.
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ANEXO - Legendas de figuras que aparecem ao verso da pagina anterior.

Figura 8: Imagens dos explantes in natura obtidos ap6s disseccdo do caramujo B.
tenagophila.

A. Vista interna do manto, em destaque os explantes J (regido do ureter do tubo renal), TRpT
(Tubo renal por¢do Tubular), TRpS (Tubo renal porcdo Sacular), Sac (regido final da porcéo
sacular do tubo renal), Mt (Manto), CL (Colar do Manto) e Co (coracdo) coberto por
membrana escura; B. Regido media do corpo do caramujo, em destaque GA (glandula de
albume) e GD (glandula digestiva); C. Por¢do final do corpo, demonstrando GD e Ov
(Ovotesti); D/E. Porcéo final do tubo renal recortado para cima (Sac), coragdo composto por
atrio e ventriculo (Co), apds remocdo de membrana escura que obstruia a visdo do érgdo; F.
Zoom de 32x na regido de Sac e Co; G/H. Remogdo da GA expbe Sto (estbmago); I.
Estdmago composto por Pp (papo), Mo (moela) e Pi (Piloro). Escala em centimetros (quando
ndo especificada).

Figura 15: Ultraestrutura de células de cultura da glandula digestiva de B. tenagophila.
A. Célula apresentando vesiculas secretoras (vsD) eletro-densas, eletro-lucidas (vsL) e
rugosas (vsR) canaliculos (ch) no citoplasma celular. B. Célula com citoplasma eletro-denso e
rugoso repleto de canaliculos (ch) e auséncia de vesiculas. C. Ndcleo (n) grande e sem forma
definida, citoplasma com muitas vesiculas (vsD) e sem canaliculos. D. Nucleo (n) celular sem
forma definida e grandes vesiculas secretoras rugosas (vsR). E. Célula apresentando ndcleo
de formato irregular, muitas vesiculas de secre¢do (vsD e vsL) no citoplasma e a presenca de
um complexo vesicular (*) de formato singular. Ao longo do citoplasma, esta mesma estrutura
apareceu alongada sem formar vesiculas (setas). F. Detalhe de estrutura vesicular singular. G.
Célula com varios granulos (gr) no citoplasma, nucleo (n) central sem formato definido,
vesiculas (vsL). H. Exclusdo de granulos pela célula. I. Estrutura anexada a célula sem
comunicagdo com citoplasma. Barras medem 1 pum.

Figura 28: Ultraestrutura de células de cultura do piloro de B. tenagophila.

A. Célula com citoplasma de densidade moderada, presenca de vacuolos (va) e algumas
mitocondrias (mt) e estruturas ciliares em torno da célula. B. Célula de citoplasma pouco
eletrodenso, com mitocondrias e vesiculas, muitas cisternas, além de cilios em torno da célula.
C. Célula com citoplasma eletrodenso, muitas vesiculas e sem cilios no corte. D. Célula com
complexo (*) possivelmente fagocitario. E. Nucleo (n) de baixa eletrodensidade, citoplasma
com vesiculas e presenca de cilios do lado externo da célula. F. Célula com muitas vesiculas,
citoplasma eletrodenso com muitas cisternas e presenca de cilios externos a célula. G. Célula
com nucleo e citoplasma de baixa eletrodensidade, rico em organelas e cisternas, presenca de
cilios internamente e externamente a célula. H. Destaque dos cilios na parte externa da célula
e sua origem interna (ci). |. Destaque para a estrutura ciliar formado por microtibulo no
formato 9+2 (9 pares externos e um par interno). J. Cilios. Barras medem 1 um.

Figura 35: Ultraestrutura de células de cultura do TRpT de B. tenagophila.
Imagens mostrando cada um dos sete tipos celulares encontrados nas analises em MET da
cultura do TRpT (A — G). Detalhes de estruturas celulares (H — K). Possivel visualizar
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estruturas de cilios em cortes transversais, nas imagens (C/J/K), expondo estrutura no
formato “9 + 2” das cadeias de dineina. Corte longitudinal da estrutura da raiz dos cilios, na
porcdo intracelular (E). Ndcleos (n), vesiculas secretoras eletrodensas (vsD), vesiculas
rugosas (vsR), mitocondrias (mt), cisternas e cilios (ci). Barras medem 1 um.

Figura 37-1: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
priméaria do manto de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

A. Controle da cultura do manto sem sonda fluorescente, apresentando trés populacdes
separadas pela granulosidade, com fluorescéncia negativa no espectro de emissdo da sonda
Alexa Fluor 488. B. Cultura do manto marcada com ConA, apresentando perfil de quatro
subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas, ap6s marcac¢do. C. Cultura do manto
marcada com GSlI, apresentando perfil de quatro subpopulages distintas, uma positiva e trés
negativas, apds marcacao.

Figura 37-2: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria do manto de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populac@es identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

D. Cultura do manto marcada com IB,, apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas,
duas positivas e duas negativas, apds marcacdo. E. Cultura do manto marcada com HPA,
apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas, duas positivas e duas negativas, apos
marcacdo. F. Cultura do manto marcada com PHA-L, apresentando perfil de quatro
subpopulac@es distintas, duas positivas e duas negativas, ap0s marcacao.

Figura 37-3: Graficos das andlises de subpopula¢ées marcadas com lectinas para cultura
primaria do manto de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

G. Cultura do manto marcada com PNA, apresentando perfil de quatro subpopulagdes
distintas, duas positivas e duas negativas, apdés marcacdo. H. Cultura do manto marcada com
SBA, apresentando perfil de quatro subpopulacbes distintas, uma positiva e trés negativas,
ap6s marcacdo. I. Cultura do manto marcada com WGA, apresentando perfil de quatro
subpopulacdes distintas, todas positivas apos marcacao.

Figura 39-1: Graficos das anélises de subpopula¢bes marcadas com lectinas para cultura
primaria do ovotesti de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populacGes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.
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A. Controle da cultura do ovotesti sem sonda fluorescente, apresentando duas populagdes
separadas pela granulosidade, com fluorescéncia negativa no espectro de emissdo da sonda
Alexa Fluor 488. B. Cultura do ovotesti marcada com ConA, apresentando perfil de quatro
subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas, ap6s marcagdo. C. Cultura do
ovotesti marcada com GSII, apresentando perfil de quatro subpopulacBes distintas, duas
positivas e duas negativas, ap0s marcagao.

Figura 39-2: Graficos das analises de subpopula¢ées marcadas com lectinas para cultura
priméria do ovotesti de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

D. Cultura do ovotesti marcada com 1By, apresentando perfil de quatro subpopulagdes
distintas, uma positiva e trés negativas, apds marcacdo. E. Cultura do ovotesti marcada com
HPA, apresentando perfil de quatro subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas,
apos marcacao. F. Cultura do ovotesti marcada com PHA-L, apresentando perfil de quatro
subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas, apds marcacao.

Figura 39-3: Gréficos das analises de subpopulacdes marcadas com lectinas para cultura
priméria do ovotesti de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populac@es identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

G. Cultura do ovotesti marcada com PNA, apresentando perfil de quatro subpopulactes
distintas, 2 positivas e 2 negativas, ap6s marcacdo. H. Cultura do ovotesti marcada com SBA,
apresentando perfil de quatro subpopulaces distintas, 3 positivas e 1 negativa, apos
marcagdo. I|. Cultura do ovotesti marcada com WGA, apresentando perfil de trés
subpopulacdes distintas, uma positiva e duas negativas, ap6s marcacao.

Figura 41-1: Graficos das andlises de subpopula¢es marcadas com lectinas para cultura
primaria da porc¢édo sacular do tubo renal de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populac@es identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

A. Controle da cultura do manto sem sonda fluorescente, apresentando trés populagdes
separadas pela granulosidade, estabelecendo os padrdes negativos para o teste. B. Cultura do
TRpS marcada com ConA, apresentando perfil de quatro subpopulacdes distintas, duas
positivas e duas negativas, apés marcacdo. C. Cultura do TRpS marcada com GSII,
apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas, duas positivas e duas negativas, apos
marcagéo.

Figura 41-2: Graficos das anélises de subpopula¢fes marcadas com lectinas para cultura
primaria da porc¢éo sacular do tubo renal de B. tenagophila.
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Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

D. Cultura do TRpS marcada com IBg, apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas,
3 positivas e 1 negativa, ap6s marcacdo. E. Cultura do TRpS marcada com HPA,
apresentando perfil de quatro subpopulacdes distintas, trés positivas e uma negativa, apos
marcacdo. F. Cultura do TRpS marcada com PHA-L, apresentando perfil de quatro
subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas, ap0s marcacao.

Figura 41-3: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcéo sacular do tubo renal de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

G. Cultura do TRpS marcada com PNA, apresentando perfil de cinco subpopulacdes distintas,
duas positivas e trés negativas, ap6s marcacdo. H. Cultura do TRpS marcada com SBA,
apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas, duas positivas e duas negativas, apos
marcagdo. . Cultura do TRpS marcada com WGA, apresentando perfil de trés subpopulagdes
distintas, duas positivas e uma negativa, apds marcacao.

Figura 43-1: Graficos das andlises de subpopula¢ées marcadas com lectinas para cultura
primaria da porc¢ao tubular do tubo renal de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populac@es identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/células contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

A. Controle da cultura do TRpT sem sonda fluorescente, apresentando duas populacGes
separadas pela granulosidade, com fluorescéncia negativa no espectro de emisséo da sonda
Alexa Fluor 488. B. Cultura do TRpT marcada com ConA, apresentando perfil de trés
subpopulacdes distintas, todas positivas apds marcacdo. C. Cultura do TRpT marcada com
GSI|I, apresentando perfil de quatro subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativas,
ap0s marcacao.

Figura 43-2: Graficos das andlises de subpopula¢bes marcadas com lectinas para cultura
primaria da porcdo tubular do tubo renal de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

D. Cultura do TRpT marcada com 1B, apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas,
duas positivas e duas negativas, ap6s marcagdo. E. Cultura do TRpT marcada com HPA,
apresentando perfil de quatro subpopulagdes distintas, duas positivas e duas negativas, apos
marcacdo. F. Cultura do TRpT marcada com PHA-L, apresentando perfil de trés
subpopulagdes distintas, sendo uma positiva e duas negativas para a marcagao.
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Figura 43-3: Gréficos das analises de subpopula¢des marcadas com lectinas para cultura
priméria da porgdo tubular do tubo renal de B. tenagophila.

Coluna 1 — Population: populagdes identificadas e agrupadas; Coluna 2 — Events: nimero de
eventos/celulas contadas no experimento; Coluna 3 — Porcentagem; Coluna 4 — SSC-A Mean:
média de granulosidade; Coluna 5 — Alexa Fluor Mean: média de fluorescéncia.

G. Cultura do TRpT marcada com PNA, apresentando perfil de quatro subpopulacdes
distintas, duas positivas e duas negativas, apos marcacdo. H. Cultura do TRpT marcada com
SBA, apresentando perfil de quatro subpopulacdes distintas, duas positivas e duas negativa,
para a marcagdo. I. Cultura do TRpT marcada com WGA, apresentando perfil de trés
subpopulagdes distintas todas positivas.
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