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RESUMO

Estudou-se a histologia e a ultraestrutura do tentacu-
lo e da regiao anterior do pé de B. occidentalis, espécie de
planorbideo nao suscetivel ao S. mansoni. Os dois 6rgaos pos-
suem os mesmos elementos celulares variando apenas a predomi-
nancia de um e outro. A epiderme & composta por uma camada
Gnica de células prismaticas ciliadas, nao ciliadas e glandu-
lares globosas. As células nao ciliadas compoem quase a tota-
lidade da epiderme do tentdculo; sua superficie externa € re-
coberta por microvilos e numerosas mitocondrias e vesiculas de
aspecto lisossomal concentram-se na porcgao apical da célula.
As células ciliadas, caracteristicas do pé, diferenciam-se das
demais pela presenga de cilios, cujas raizes longas e estria-
das mantém-se em contato através de pés basais. 0 tentaculo
possui uma artéria central envolta por tecido conjuntivo denso
e fibras musculares lisas circulares e longitudinais. Na por-
gao sub-epidermal do tentaculo & caracteristica a presenga de
tecido conjuntivo frouxo, formado pelas projegoes citoplasma-
ticas de fibroblastos. O nimero de células secretdrias sub-
-epidermais e de cé€lulas sensoriais nervosas é reduzido. No
pé, encontra-se tecido conjuntivo denso, com grande namero de
células com pigmento que parecem estar repletas de granulos de
melanina. HA uma grande concentracao de células secretdrias sub-
-epidermais, freqflentemente dispostas em grupos, com reagoes
distintas ao P.A.S. As fibras musculares lisas sao de espes-
sura variada e nao possuem orientagao determinada.




I - INTRODUGAO

O estudo dos planorbideos, em particular do genero Biom-
phalaria, transmissor da esquistossomose, uma das parasitores
humanas mais importantes das regioes tropicais e sub-tropicais,
sempre despertou grande interesse pelo fato desses moluscos
participarem como hospedeiros intermediarios do ciclo wvital
dos trematodas.

Tais estudos, além de terem ampliado o conhecimento so-
bre a biologia, a ecologia e a morfologia desses caramujos, tem
demonstrado haver uma variacgao na suscetibilidade do caramujo
para o trematoda, tanto entre espécies quanto entre diferentes
populagoes da mesma espécie.

O miracidio penetra no caramujo através da epiderme e
existe uma maior preferencia pelo tentdculo e pela regiao an-
terior do pé do hospedeiro.

O objetivo do presente trabalho & fazer um estudo da
histologia e da ultraestrutura do tentédculo e do pé de caramu-

jos nao parasitados, utilizando-se Biomphalaria occidentalis co-

mo modelo experimental de uma espécie nao suscetivel ao Schis-

tosoma mansoni. O conhecimento da estrutura re da morfologia

desses Orgaos podera servir de base para pesquisas futuras quan-
to & suscetibilidade desses moluscos a penetracao e ao desen-

volvimento das fermas evolutivas de S. mansoni..




II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dentro da classe Gastropoda, 0s caramujos pertencentes

a familia Planorbidae tém sido os mais extensamente estudados,

em particular as espécies do género Biomphalaria, estas por se-

rem hospedeiras intermedidrias de Schistosoma mansoni (HURLBERT,

1981) .

No estudo da epidemiologia da esquistossomose, &€ de gran-
de importancia o conhecimento das possibilidades de transmis-
sao da doenca pelas diferentes espécies de molusco de cada re-
giao (COELHO, 1957). Sabe-se que o grau de suscetibilidade das

espécies descritas de Biomphalaria varia tanto entre espécies

diferentes, quanto entre diferentes populagcoes da mesma espé-
cie.
No Brasil, PARAENSE e CORREA descreveram a diferenca no

grau de suscetibilidade de varias espécies de Bicamphalaria, uti-

lizando duas cepas brasileiras de S. mansoni: A cepa BH, iso-
lada em 1959 na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, mos-
trou-se infectante para B. glabrata (1963), B. amazonica (1971)
e B. peregrina (1973); a cepa S8J, isolada em 1962 na cidade
de Sao José dos Campos, Sao Paulo, mostrou-se infectante para

B. tenagophila (1963) e B. peregrina originaria do  Equador

(1973). Em 1981, os mesmos autores fizeram um estudo compara-
tivo entre as duas cepas e concluiram que ambas podem ser con-

sideradas como variedades distintas de S mansoni. .



B. occidentalis, objeto de estudo do presente trabalho,

foi descrita por PARAENSE e CORREA em 1981. Até entao era fa-

cilmente confundida com B. tenagophila, hospedeira natural de

S. mansoni, devido aos caracteres da concha e maioria dos or-
gaos genitais. Em 1982, os mesmos autores iniciaram o estudo
sobre a suscetibilidade da nova espécie, a gqual mostrou-se re-
fratdria a infecgao pela cepa SJ de S. mansoni.

No estudo da incidéncia da infecgao observada nas di-
ferentes espécies ou populacoes de planorbideos, notou-se gue
existe uma dependéncia entre os fatores fisico-quimicos da agua,
como volume, velocidade, temperatura; pH, salinidade e turbi-
dez, e fatores bioldgicos como a densidade populacional das es-
pécies suscetiveis e interferéncia na capacidade de penetracao
do miracidio por outros organismos aquaticos (CHRISTENSEN, 1980).
Fatores genéticos também reqgulariam a suscetibilidade do cara-
mujo (MICHELSON e DUBOIS, 1978).

A penetracao do miracidio se faz através das partes ex-
postas do hospedeiro, um fenomeno estudado por LUTZ (1919),
BRUMPT (1940) e MALDONATO e MATIENZO (1947), gue assinalaram
a preferencia do miracidio pela antena. COELHO (1957) confir-
mou essas observagoes e demonstrou ainda a regiao do pé como
outro local de penetracao preferivel pelo miracidio. Experi-
mentos preliminares de MEULEMAN e ROBERT (apud Z2YLSTRA, 1972)
mostraram que a penetragao do miracidio de S.mansoni ocorre prin-
cipalmente em regioes de maior concentragao de células secre-
torias.

Sao poucos os estudos sobre a ultraestrutura  do género

Biomphalaria. MEULEMAN (1972), descreveu em microscopia ele-

tronica os aspectos da glandula digestiva de B. pfeifferi nor-



mal e infectada por 5. mansoni. Esse trabalho, além de des-
crever em detalhes o epitélio da glandula digestiva, forneceu
importantes informagoes sobre os elementos celulares que com-
poem o tecido conjuntivo. ZYLSTRA (1972 a, b, c) descreveu e
comparou o aspecto ultraestrutural da epiderme, das células se-
cretdrias sub-epidermais e das células sensoriais da cabega,

do pé e do manto de Lymneae stagnalis, B. pfeifferi e Helix po-

matia. Realizou ainda um estudo em microscopia eletronica so-

bre a capacidade de ingestao de particulas do meio externo pe-
las células epidermais de L. stagnalis.
As pesquisas realizadas em microscopia Optica do género

Biomphalaria dao maior énfase as alteragoes provocadas pelos

miracidios do S. mansoni e suas fases evolutivas nos diferentes
orgaos do molusco (COELHO, 1957; CHENG e BIER, 1971; MEULEMAN,
1972; PEQUITO e AZEVEDO, 1973; SCHUTTE, 1975; COMBES e MO-
NE, 1987). PARAENSE e DESLANDES (1955) descreveram a morfolo-
gia de B. glabrata, sendo que o estudo histoldgico ficou res-
trito aos 6rgaos genitais. PAN (1958) fez o primeiro estudo

histoldgico completo do género Biomphalaria, descrevendo o te-

gumento e os Orgaos de B. glabrata. Utilizando as técnicas de
coloragao histoldgica de rotina, o autor mostrou a epiderme for-
mada por uma camada Unica de células ciliadas e a existéncia
de apenas dois tipos de células secretdrias sub-epidermais. ZYLS-
TRA (1972) forneceu maiores detalhes sobre o assunto, ao fazer
o estudo histoldgicc e histoquimico de varias regioces da epi-
derme de L. stagnalis, B. pfeifferi e H. pomatia, para servir
de base ao estudo ultraestrutural desses gastropodos. Esse tra-
balho mostrou que a epiderme de B. pfeifferi & composta por cé-

lulas epiteliais ciliadas, nao ciliadas e células glandulares



globosas, havendo predominancia de um tipo sobre os demais con-
forme a regiao do molusco. PLESCH et al. (1975) estudaram a
anatomia e a histologia da musculatura de L. stagnalis. Além
de serem identificados seis sistemas musculares distintos, os
autores demonstraram, pela microscopia Optica, que as fibras
musculares lisas compoem a totalidade do corpo do molusco e a

maioria da musculatura visceral.



III - MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se espécimes de planorbideos Biomphalaria occi-

dentalis, com tamanho médio de 12 mm, capturados na cidade de
Guaira-PR. Os caramujos foram enviados ao laboratdrio devida-
mente embalados entre camadas de algodao e gaze umedecidos com
agua .

No laboratdrio os caramujos eram mantidos em aquarios
de vidro com capacidade média de 4 litros de agua de fonte na-
tural, e alimentados com alface desidratada. Quinzenalmente a
agua era trocada e se procedia a limpeza dos agquarios.

Para a colheita das amostras, Os caramujos eram pressio-
nados levemente entre duas laminas de vidro e imersos em uma
gota de agua destilada, onde, sob microscdopio estereoscopico,
os fragmentos da concha eram retirados com pinca. A seguir, as
regidoes de interesse eram colhidas para microscopia ©&ptica e
eletronica.

Para a microscopia Optica, seccicnou-se a regiao céfa-
lo-vodal de 12 caramujos, sendo seis fixades em formol a 10%
e seis em fixador de Bouin. Para que o material permanecesse
distendido e ndo contraisse fez-se uma pré-fixagao, colocando-
-0 sob lamina de vidro, sob a qual o fixador era injetado. ApOs
5 minutos, as amostras elam colocadas em frascos contendo 2ml
do fixador, onde permaneciam por 12 horas. As amostras foram

entao desidratadas em alcool, diafanizadas em benzol, inclui-



das em parafina histoldgica e seccionadas em cortes de 3 um de
espessura. As técnicas de coloracao utilizadas foram a Hema-
toxilina de Harris e Eosina (H.E.), TricOmico deMaLkmy,EhAaS”
Warthin-Starry, Weighert, Perl's, descoloracao por oxidacao pe-
la agua oxigenada.

Para a microscopia eletrdnica, os tentdculos e a porgao
anterior da regiao podal, prdoxima ao aparelho bucal, foram sec-
cionadas e imediatamente imersas em glutaraldeido.(B%) e tam-
pao fostato (0,15M) por 2 horas. As amostras foram entao la-
vadas em solugéo de lavagem (Nacl 0,6% + sacarose 2,3% em agua
destilada) por 3 vezes, poOs-fixadas ém tetroxido ae~65mio a 1%
em solugao de lavagem por 1 hora, desidratados em acetonaf em-
bebidos em resina Polylite e acetona e emblocados em cépsﬁlas
plasticas, contendo a resina pura.

Os cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrotomo LKB
nova, com espessura variando entre 600 & e 900 i, corados com
solugao de uranila por duas horas e citrato de chumbo por 15
minutos. Para observacao dos cortes utilizou-se microscépio ele-
tronico de transmissao Philips EM-300. Esta parte do experi-
mento foi conduzida no Centro de Microscopia Eletronica da Uni-

versidade Federal do Parana.



IV - RESULTADOS

A concha do planorbideo B. occidentalis apresenta a for-

ma circular, cujos lados sao moderadamente cOncavos (fig. 1 e 2).
O molusco possui um Gnico par de tentaculos situados na cabe-
ca, os guais mostram a forma coOnica, afilando-se no sentido da
extremidade (fig. 3). O pé localiza-se na regiao ventral do corpo e
possui uma superficie larga e achatada, pela qual o molusco se
locomove por deslizamento.

A microscopia optica e a microscopia eletronica revela-

ram que a estrutura do tentdculo e do pé de B. occidentalis exi-

bem os mesmos elementos celulares, variando apenas a predomi-
nancia de um ou outro.

No aspecto geral, o epitélio de revestimento & formado
por células epiteliais ciliadas, células epiteliais nao cilia-
das e células glandulares globosas. O tecido conjuntivo con=-
tém varios elementos celulares, podendo ser classificado como
frouxo ou denso, dependendo da proporcao dos componentes. No
tentdculo, o tecido conjuntivo frouxo & encontrado na regiao sub-
-epidermal e caracteriza-se pela presenca de grande quantidade
de fibroblastos, os quais formam uma rede, onde em corte lon-
gitudinal, observam-se espac¢os contendo hemolinfa. O tecido
conjuntivo denso é encontrado na regiao central do tentaculo
onde aparece envolvendo a artéria central e também no pé de B.

occidentalis, contendo numerosos fibroblastos, e c¢élulas com




pigmento. Nessa regiao existe também grande quantidade de fi-
bras musculares lisas, células secretdrias e células nervosas
sensoriais. A técnica de impregnagao argéntica revelou que o

tecido conjuntivo nao possui fibras argentafins.

4.1 TENTACULO

4.1.1 Células epiteliais nao ciliadas

Na microscopia 6ptica, observa-se que o tentaculo de B.

occidentalis & revestido externamente por uma camada unica de

células prismaticas com o nicleo localizado na regiao basal (fig.
4, 5). A cromatina & densa, as vezes formando grumos, e O nu-
cléolo, geralmente Gnico, & evidente. A superficie livre das
células apresenta o aspecto de borda estriada.

Na microscopia eletronica, quando o angulo de corte &
favoravel, torna-se possivel perceber, que todas as células epi-
teliais atingem a regiao da membrana basal, responsavel pela
uniao entre o epitélio e o conjuntivo subjacente (fig. 9, 10,
11). A superficie livre das células epiteliais caracteriza-se
por possuir microvilos de apéréncia regular (fig. 9), os quais
projetam-se do citoplasma apical e contem nGmero reduzido de
microfilamentos em seu interior (fig. 12). Uma substancia se-
melhante a muco envolve os microvilos, sobre os quais aparecem
particulas aderidas. Na regiao imediatamente adjacente aos mi-
crovilos aparece uma nitida trama terminal, onde a ocorreéencia
de organelas & praticamente nula, salientand;-se ali poucas ve-
siculas de tamanho e densidade variaveis. E facil perceber que

algumas estao em formacao na base dos microvilos, embora seja

dificil concluir que se trata de processos que refletem endo-
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citose ou exocitose (fig. 15). Essas vesiculas, contendo em
seu interior um material granulado, fazem-se presentes em di-
ferentes regides da célula. Na porcao apical da célula sob a
trama terminal, h& uma grande concentracao de mitocondrias, ge-
ralmente ovaladas e com poucas cristas (fig. 10, 11). Sua pre-
senca pode ser notada também nas demais regioes da célula, em-
bora em menor nimero. Organelas de diametro variavel e de bai-
xa eletrodensidade, contendo material levemente granulado em
seu interior, estao presentes em regioes abaixo da trama ter-
minal e ao lado das mitocondrias. Pelas caracteristicas mor-
foldgicas, pode-se supor que se trata de organelas de natureza
lisossomal (fig. 11). O complexo de Golgi (fig. 10) esta lo-
calizado na regiao supranuclear e a presenca de reticulo endo-
plasmatico rugoso é reduzida. Feixes de microfilamentos (fig.
10, 11) percorem a célula em seu eixo maior, concentrando-se ao
lado do nidcleo. As invaginagoes celulares sao pouco proemi-
nentes e a membrana basal (fig. 10) & bem visivel.

0 contato entre as celulas € feito através de interdi-
gitacoes bastante elaboradas (fig. 10, 11), principalmente no
terco superior da célula. Na parte apical nao foi possivel ob-
servar juncoes intimas, ja que as especializagoes ali presen-
tes exibem espacos intercelulares aumentados, cuja caracteris-
tica estrutural lembra jungoes de adesao (fig. 12, 15), segui-
das imediatamente por jungoes septadas, as quais se repetem a
intervalos regulares. Observam-se ainda vesiculas de tamanho
varidvel e baixa densidade eletrdnica, interpondo-se de quando
em quando, no trajeto do espago intercelular.

Grande numero de vactuolos aparecem dispostos preferen-

cialmente na regiao basal da célula (fig. 9). Possuem diame-
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tro grande, ocupandc por vezes, até um quarto da area total da
célula. Esses vactolos apresentam membrana propria e estao
dispostos intracelularmente, sendo que muitos deles atingem a
proximidade da membrana basal. O interior dos vaclolos apresen-
ta-se na maioria das vezes vazio, sendo que .em . alguns casos
pode-se perceber a presencga de material de eletrodensidade mui-
to baixa. Em algumas células nao ciliadas percebe-se, geral-
mente na regiao proxima ao envoltdrio nuclear, corpos densos
(fig 10, 11) de diametro reduzido, em torno dos quais ocorre
um halo claro e homogéneo. Mesmo em aumento maior nao foi pos-

sivel visualizar a constituicao dessas estruturas.

4.1.2 Células glandulares globosas

Pela microscopia Optica, observa-se que essas células
localizam-se sempre entre as células epidermais e no tentaculo
aparecem em numero reduzido. Como o proprio nome define, sua
forma € globosa, onde o nucleo pode apresentar—-se achatado ou
nao, e na maioria das vezes, mostra-se dzslocado para a regiao
basal da célula pelo produto de secrecac (fig. 5, 19).
4.1.3 Células epiteliais ciliadas

As células ciliadas intercalam-se as nao ciliadas e apre-
sentam-se em numero bastante reduzido no tentaculo. No que diz
respeito a estrutura geral, a microscopia eletronica revelaque
ambas sao particamente iguais, diferenciando-se apenas pela
presenca de cilios (fig. 13, 15). Estes existem em namero va-
ridvel e encontram-se sempre dispostos entre os microvilos.
Apresentam-se como‘estruturas alongadas, envoltas por um pro-

longamento da membrana celular e contém em seu interior nove
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pares de microtibulos, dispostos em circulo, ao redor de um
Gnico par central, os quais inserem-se no corpo basal, logo abai-
x0 da membrana celular. Uma raiz longa e estriada, emitida pe-
lo corpo basal, estende-se através do citoplasma e esta geral-
mente acompanhada de mitocondrias alongadas. - O corpo basal apre-
senta uma estrutura lateral, a qual parece manter contato com
0os corpos basais adjacentes (fig. 13, 15). O complexo de Gol-
gi dispoe-se ao redor do nGcleo e visualizam-se numerosas ve-
siculas contendo material eletrodenso, com caracteristicas de
lisossomos. Feixes de microfilamentos acompanham o eixo maior
da célula e sao menos evidentes que aqueles das células nao
ciliadas. Semelhante ao das uUltimas & também o contato inter-
celular (fig. 14, 15), e as invaginagoes celulares sao mais

pronunciadas, assim como a membrana basal.

4.1.4 Fibroblastos

A epiderme respousa sobre uma trama de tecido conjunti-
vo frouxo, formado por grande numero de fibroblastos (fig. 4,
7). Ao microscopio Optico essas células sao alongadas e suas
projegoes citoplasmiticas formam uma rede em direcao as célu-
las epidermais, dando origem a espagos onde se observa hemolin-
fa (fig. 6, 8). O nicleo dos fibroblastos acompanha o formato
da célula, cuja cromatina & clara e homogénea, e o nucléolo,

geralmente dnico, € bastante visivel.

4,1.5 Artéria central
Pela microscopia Optica nota-se gue O vaso apresenta-se
revestido internamente por células clibicas, as quais exibem um

niicleo central e geralmente esférico, com cromatina clara e
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nucléolo evidente (fig. 6, 7). As vezes nota-se que essas cé-
lulas fazem saliéncia ao longo da parede interna do vaso. DMNa
sua parte externa, a artéria central encontra-se envolta em to-

da a sua extensao por tecido conjuntivo denso.

4.1.6 Células com pigmento

Sua morfologia € variada e caracterizam-se pela presen-
ca de granulos de coloragao negra ou castanha, os quais preen-
chem o citoplasma de tal forma, que chegam a encobrir o nicleo,
geralmente excéntrico (fig. 5, 6, 7). Esses pigmentos sofreram
descoloracao quando submetidas a oxiéagéo por agua oxigenada.

A microscopia eletrOnica mostra que os granulos consis-
tem de vacltolos contendo material homogéneo, fortemente ele-
trodenso (fig. 16). Conforme o sentido do corte, pode-se ob-
servar granulos isolados, demonstrando que as células parecem
emitir prolongamentos citoplasmaticos. Essas células sao en-
contradas somente no tecido conjuntivo, nao sendo observadas

na camada epitelial.

4.1.7 Fibras musculares lisas

O tentdculo €& rico em fibras musculares lisas longitu-
dinais e circulares de espessura variada (fig. 6, 7). Pela téc-
nica de Mallory, as fibras musculares apresentam a regiao cen-
tral corada em amarelo e a periférica em azul. O nlicleo-alon-
gado é de dificil visualizacao e as vezes aparece envolto por
granulos negros. Através da microscopia eletronica, pode-se
observar que a célula muscular lisa apresenta em seu citoplas-
ma miofilamentos orientados paralelamente ao eixo maior da ce-

lula (fig. 10). As mitocondrias sao alongadas e o plasmalema
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apresenta grande numero de vesiculas de pinocitose, em varios

estagios de formagao.

4.1.8 Células nervosas sensoriais

A microscopia Optica essas células mostram-se pequenas,
fusiformes, com citoplasma basofilico e niacleo ovoide contendo
cromatina bastante densa (fig. 4). Essas células emitem pro-
longamentos que parecem estar em contato com as celulas epi-

teliais.

4.1.9 Células secretdOrias sub-epidermais

O tentaculo possui ainda um nimero reduzido de cé&lulas
secretdorias (fig. 4, 5, 8) localizadas imediatamente abaixo da
epiderme. Essas cé€lulas, geralmente caliciformes, possuem sua
porcao mais delgada entremeada com as células epiteliais. Des-
sa maneira, lancam seu produto de seéregéo para a superficie,

formando uma pelicula de muco.

4.2 PE
A microscopia eletronica os elementos celulares que com-

poem o pé de B. occidentalis possuem as mesmas caracteristicas

daqueles que constituem o tentaculo (fig. 21, 22, 23, 24, 25).
Pela microscopia optica, observa-se o epitélio de re-
vestimento composto, em quase sua totalidade, por células ci-
liadas, as quais intercalam-se com cé&lulas glandulares globo-
sas, bastante numerosas nessa regiao (fig. 17, 18).
Os espagos hemolinfaticos observados na regiao sub-epi-
dermal, apresentam-se reduzidos egznﬁmeroeaem tamanho (fig. 19).

No aspecto geral, as fibras musculares lisas, além de mos-
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trarem espessura variada, nao possuem uma orientacao determi-
nada (fig. 19). Na regiao imediatamente abaixo da epiderme, as
fibras musculares lisas apresentam-se mais delgadas e se dis-
poem de modo a formar uma rede.

As células secretdrias sub-epidermais sao numerosas, na
maioria das vezes apresentando-se em grupos e mostrando reagoes
distintas ao P.A.S. (fig. 17, 18, 20).

Observa-se ainda, que as células nervosas sensoriais sao
semelhantes as do tentdculo e encontram~se agrupadas em peque-
nos '"ganglios" (fig. 20).

As células com pigmento sao encontradas em grande nime-

ro em toda a regiao sub-epidermal (fig. 18, 19).



V - DISCUSSAO

O estudo histologico e ultraestrutural do tentaculo e

do pé de B. occidentalis foi o primeiro requisito para tentar

entender se a nao suscetibilidade dessa espécie ao S. mansoni
estaria relacionada aos elementos celulares gque compoem esses
6rgaos. A penetracao do miracidio de S. mansoni se faz atra-
vés das regioes expostas do hospedeiro. LUTZ (1919), BRUMPT
(1940) , MALDONATO e MATIENZO (1947) assinalaram a preferéncia
do miracidio pelo tentaculo. COELHO (1957), além de confirmar
essas observagoes, demonstrou a regiao do pé como outro local
de penetracao preferivel. MEULEMAN e ROBERT (apud ZYLSTRA, 1972c )
mostraram, em estudos preliminares, que a penetracao do mnmira-
cidio de S. mansoni em B. pfeifferi ocorre principalmente nas
regides com maior concentracao de células secretdrias, e ZYLS-
TRA (1972c) demonstrou que a regiao anterior do pé da B. pfeif-

feri é o local onde se concentra o maior numero de células se-

cretérias diferentes. Observagoes preliminares de infeccao de

B. occidentalis por $. mansoni, antes da execugao do presente

estudo, ja haviam demonstrado uma predilecao maior dos miraci-
dios pelo tentdculo e pela regiao anterior do pé do molusco.
Notou-se, também, que o miracidio apresentavaﬁ dificuldades em
vencer a barreira epitelial, o que o levava a esgotar sua vi-

talidade.

Demonstrou-se no presente trabalho que o tentaculo de
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B. occidentalis é revestido externamente por uma camada anica

de células epiteliais, com a superficie livre recoberta por mi-
crovilos. Essa particularidade, segundo ZYLSTRA (1972c), visa
aumentar a superficie da célula, fator importante para a ab-
sorcao de ifons e gas do meio externo. Uma importante caracte-
ristica observada nas células nao ciliadas foi a presenca de
microfilamentos, agrupados em feixes, que percorriam a célula
da regiao basal até a apical, geralmente se estendendo até o
interior dos microvilos. Os microfilamentos podem ter a pro-
priedade de contracao, alterando a estrutura dos microvilos, o
que auxilia processos como a endocitése (ZYLSTRA, 1972c¢). Por
influir na dinamica do movimento citoplasmatico, os microfila-
mentos permitem a movimentagao de vesiculas e de material no
interior da célula.

As numerosas mitocondrias na regiao apical da célula nao
ciliada seriam uma fonte de energia para o processo de trans-
porte ativo através da superficie externa da célula. As vesi-
culas do citoplasma, assim comc as vesiculas em formagao nas
bases dos microvilos, sugerem que as células epiteliais estao
envolvidas em processos que refletem endocitose ou exocitose,
apesar da dificuldade em se diferenciar um processo do outro.
ZYLSTRA (1972b) fez um estudo sobre a absorgao de particulas
de ferritina pelas c2lulas nao ciliadqs de L. stagnalis e mos-
trou que o processo ocorre atraves deigndocitose. O mesmo au-
tor descreveu ainda, que a camada de mdéb que recobre as célu-
las epiteliais favorace a conservagao de nutrientes e a cap-
tura de ions adsorvidos na pelicula.

As juncOes celulares da epiderme de B. occidentalis sao

semelhantes as existentes na epiderme (ZYLSTRA, 1972c) e na
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glandula digestiva (MEULEMAN, 1972) de B. pfeifferi. Jungoes
intimas na porgao apical da célula, como ocorre nos vertebra-
dos, nao foram obserﬁadas aqui. ZYLSTRA (1972c¢), denaminou co-
mo juncao de adesao as especializagoes que formam uma cinta ao
redor da regiao apical da célula. Os espacgos. intercelulares sao
interrompidos regularmente por jungoes septadas que, além de
servirem de conexao as células epiteliais, regulam a permeabi-
lidade e constituem um meio de comunicagao com as células vi-
zinhas.

As células ciliadas, no aspecto geral, sao extremamente
semelhantes as nao ciliadas, diferenciando-se apenas pela pre-
senca de cilios. Estes, na regiao anterior do pé geralmente pos-
suem raizes longas e uma estrutura lateral situada no corpo ba-
sal, denominada por ZYLSTRA (1972c) de pé basal. Essas estru-
tural fazem contato entre os corpos basais dos cilios adjacen-
tes, o que provavelmente leva a uma coordenacao dos movimentos
ciliares, importante na regiao anterior do pé, onde os cilios
sao especializados para a locomogao (GIBBONS, apud ZYLSTRA,
1972c).

ZYLSTRA (1972c¢) descreveu que a epiderme de L. stagna-
lis repousava sobre uma camada de tecido conjuntivo contendo fi-
bras colagenosas. MEULEMAN (1972) demonstrou que o tecido con-
juntivo da glandula digestiva de B. pfeifferi era composto por
fibras aparentemente constituidas por coldgeno e/ou reticulina.

No tecido conjuntivo de B. occidentalis, obsexrvou-se dque es-

truturas coraram-se como fibras colagenosas pelo tricromico de
Mallory, mas na microscopia eletrdnica nao aparecem estruturas
com caracteristica de colageno no tecido conjuntivo.

PAN (1958) descreveu os fibroblastos de B. glabrata co-
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mo células fusiformes, de nﬁcieo alongado ou oval, com envol-
torio nuclear delicado, um ou dois nucléolos e cromatina fina.
Por outro lado, MEULEMAN (1972), no estudo sobre a glandula di-
gestiva de B. pfeifferi, encontrou fibroblastos em nimero li-
mitado e descreveu essas células como achatadas, de nicleo alon-
gado e cromatina densa. Ambos os autores demonstraram dque as
células possuiam processos citoplasmaticos que contactavam for-
mando uma rede de tecido conjuntivo. O presente estudo mos-

trou que no tentaculo de B. occidentalis, os fibroblastos sao

células alongadas, de nlacleo grande e claro, com processos ci-
toplasmaticos, os quais dao origem a uma rede de tecido con-
juntivo frouxo na regiao sub-epidermal, formando grandes espa-
¢os hemolinfaticos. Esses espagos seriam importantes no pro-
cesso de extensao e retracao do tentdculo (PAN, 1958). Prova-
velmente, a extensao do 6rgao resultaria do preenchimento dos
espacos com a hemolinfa distribuida pela artéria central, e o
processo de retragao, por sua vez, aconteceria pela contracao
das fikbras musculares lisas longitudinais e circulares, abun-
dantes nessa regiao, o que levaria 3 expulsao da hemolinfa dos
espagos hemolinfaticos do tentaculo.

No pé de B. occidentalis, os fibroblastos formam, junto

com os demais componentes celulares, uma massa compacta de te-
cido. Os espagos hemolinfaticos sao pequenos e em nimero re-
duzido, provavelmente por nao participarem nos processos de re-
tracdo e extensao do 6rgao, que sao realizados pelas fibras mus-
culares lisas, bastante numerosas nessa regiao.

A artéria central do tentdculo de E. occidentalis apa-

rece revestida internamente por uma camada de células clbicas

e que fazem saliéncia ao longo da parede do vaso. Essas célu-
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las parecem estar hiperplasiadas e apresentam as mesmas carac-
teristicas dos hemdcitos encontrados na luz do vaso e espagos
hemolinfaticos. Nao se observaram células planas revestindo o
interior do vaso, como descreveu PAN (1958), o gqual mencionou
que a artéria central do tentaculo de B. glabrata apresentava-
-se revestida internamente por células planas, semelhantes a
fibroblastos e de dificil visualizagao. Essas células quando
estimuladas por um processo patoldogico, poderiam sofrer hiper-
plasia, destacar-se da parede do vaso e transformarem-se em cé-
lulas com propriedades fagocitarias.

Em B. occidentalis, as células com pigmento, que pare-

cem emitir prolongamentos citoplasmaticos repletos de granulos ,
sao vistas exclusivamente no tecido conjuntivo do tentdculo e
do pé. Esses granulos apresentam caracteristica de melanina,
ao reagirem positivamente a descoloracao por oxidagao pela agua
oxigenada. STEIN e MACKIN (1955), estudando as células con
pigmentos em ostras, demonstraram através de estudos histoqui- -
micos, que os pigmentos possuiam caracteristicas de lipofucsi-
na e associaram o aumento do numero de células com pigmento a
infecgoes por microorganismos. PAN (1958), demonstrou que as
células epiteliais que revestem o manto de B. glabrata, carac-
terizavam-se pela presenga de pigmento no citoplasma o qual po-
deria estar relacionado com a melanina dos animais superiores.
As células com pigmentos) localizadas no tecido conjuntivo de
B. glabrata, apresentavam reagoes similares &s das células epi-
teliais, quando submetidas as varias coloracgoes especificas. Su-
geriu, ainda, esse autor, que as células com pigmentos poderiam
derivar de fibroblastos, e gque o aumento de seu numero estaria

relacionado a infecgoes de origem microbiana. BACILA et al.
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(1961) demonstraram a existéncia da polifenoloxidase, enzima
que participa na sintese da melanina, em variedades de B. gla-
brata pigmentada e albina. A enzima & ativa em ambas as va-
riedades, e o albinismo poderia ser explicado por um errc me-
tabdlico que ocorreria durante a sintese dos substratos usados
na melanogénese. MEULEMAN (1972) obteve resultados positivos
tanto para melanina quanto para lipofucsina, em testes histo-
quimicos realizados com glandula digestiva de B. pfeifferi. Em
condi¢oes desfavoraveis os caramujos podériam apresentar desen-
volvimento marcante de células com pigmento. ZYLSTRA (1972c),
quando estudou a epiderme de L. stagﬁalis, demonstrou que ©s
granulos das células com pigmento possuiam um contelGdo protei-
co rico em cisteina. Observou também que o0s caramujos prove-
nientes de seu habitat natural possuiam pigmentacao mais in-
tensa que os caramujos criados em laboratdrio. ARAGAO e BACI-
LA (1976), em continuagao ao estudo da polifenoloxidase da va-
riedade pigmentada de B. glabrata, obtiveram a purificacao par-
cial da enzima e descreveram suas propriedades cinéticas.

A musculatura dos gastropodos mostra-se em geral bastan-
te complexa e é a responsavel pela manutengao e pela variagao
da forma do animal. A regiao podal do molusco & composta qua-
se que exclusivamente por fibras musculares lisas, de diferen-
tes espessuras, dispostas sem orientagao determinada. PLESCH
et al. (1975) estudaram‘a musculatura de L. stagnalis, e mos-
traram que as fibras musculares lisas possuiam a capacidade de
contrair-se extensa e lentamente, favorecendo os processos de
retracdao e expansao do corpo do molusco. BAECKER (1932) mos-
trou que os misculos dos pulmonados terrestres nao reagiam as

coloracoes especificas, como acontecia nos animais superiores.
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Em B. glabrata, PAN (1958) demonstrou que as fibras musculares
lisas eram circundadas por delicadas fibrilas, as qualis cora-
vam-se em azul pelo Mallory, mas nao reagiam com a impregnacgao
argentica. Ja PLESCH et al (1975), descreveram em L. stagna-
lis, que as fibras musculares lisas, quando individualizadas,
apareciam envoltas por uma fina rede de fibras reticulares, evi-

denciadas pela impregnagao argéntica. Em B. occidentalis, a

mesma técnica de coloragao demonstrou que as fibras musculares
lisas nao apresentam o envoltdrio de fibras reticulares. Pelo
tricromico de Mallory, as mesmas adquirem um tom azulado na pe-
riferia, enquanto a regiao central mostra-se amarelada. Raras
fibras coraram-se totalmente em amarelo. A principio pensou-
-se que estavam impregnadas pelo acido picrico do fixador de
Bouin. Observou-se entao, que o material fixado em formol a
10% apresentava as mesmas caracteristicas. E possivel que es-
sas fibras musculares lisas possuam algum componente em sua su-
perficie com afinidade pelo azul de anilina do corante de Mallo-
ry e que nao reage quando submetido & impregnacgao argéntica.
ZYLSTRA (1972a) fez um estudo sob microscopia oOptica e
eletronica de células nervosas sensoriais em L. stagnalis e B.
pfeifferi. Demonstrou a existéncia de seis tipos diferentes de
terminagoes nervosas livres, cuja distribuicao era restrita a
dreas determinadas do corpo do molusco, sendo distinguiveis pe-
lo numero de cilios preséntes e pela estrutura das raizes ci-

liares. No estudo de B. occidentalis utilizodu—-se somente a mi-

croscopia Optica para descrever-se as células nervosas senso-
riais.
As células glandulares globosas e células secretdrias

sub-epidermais de B. occidentalis apresentaram reagoes distin-
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tas ao P.A.S., o que demonstra a existéncia de varios tipos
de tais células no tentaculo e no pé do molusco. Estudos his-
toquimicos mais especializados que possam esclarecer as razoes

dessas diferencas sao necessarios.



VI - CONCLUSOES

1. Realizou-se o estudo histologico e wultraestrutural

do tentdculo e da regiao anterior do pé de B. occidentalis. A

epiderme & composta por células epiteliais ciliadas, nao cilia-
das e glandulares globosas. O tecido conjuntivo.é formado por
fibroblastos e células com pigmento. No tentaculo aparecem nu-
merosas fibras musculares lisas circulares e longitudinais, en-
quanto no pé essas fibras apresentam espessura variada e nao
possuem orientacao determinada. Ha diferentes tipos de célu-
las secretdrias sub-epidermais e as células sensoriais nervo-

sas podem apresentar-se isoladas ou em grupos.

2. As coloracgoes histoldgicas especificas nao comprova-
ram a existéncia de fibras reticulares envolvendo as fibras

musculares lisas do tentdculo e do pé de B. occidentalis.

3. Pela microscopia eletrdonica nao se confirmou a pre-
senca de fibras coldgenas no tecido conjuntivo do tentaculo e

do pé de B. occidentalis.

4, Pela técnica do P.A.S., verificou-se que ha varios
tipos de células secretérias sub-epidermais as quais podem ser

diferenciadas pelo seu produto de secregao.



SUMMARY

The normal histology and ultrastructure of the tentacle
and anterior region of the foot of Biomphalaria occidentalis
were studied. This species of planorbid is not susceptible to
the infection of Schistosoma mansoni. Both organs were shown
to have the same celular elements in variable proportions. The
epidermis, in general, is composed by a single layer of tall
columnar ciliated cells, non-ciliated cells and glandular goblet
cells. The epidermis of the tentacle is almost entirely composed
by non ciliated cells. These cells have their surface covered
by microvilli and have numerous mitochondria and lysossomal-like
vesicles in their apical regions. The ciliated cells, which
are more numerous in the foot differenciate from the others by
cilia whose roots are long and interconnected by basal feet.
The tentacle has a single central artery surrounded by dense
connective tissue and smooth muscle fibers disposed circular
and longitudinally. The subepidermal portions of the tentacle
characteristically has loose connective tissue, formed by the
cytoplasmic projections of fibroblasts. Dense connective tissue
is found in the foot and in the deep part of the tentacle. In
In these regions, there are numerous pigment cells, which appear
to be melanine laden. Subepidermal secretory cells and sensory
cells are present in small numbers. In the foot there is a
great concentration of subepidermal secretory cells, often in
groups which react differently to the PAS staining technic.
The smooth muscle fibers show variable thickness and do not
have any orientation.
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- B. occidentalis. Tentaculo. Células nao ci-

liadas (c); célula glandular globosa (g);
célula com pigmento (v); célula secretodria
sub-epidermal (s). PAS (imersao).
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dinal. Artéria central (a); célula con pig-
mento (p); fibra muscular longitudinal (£f1)
e circular (fc); espago hemolinfatico (e).
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Fig. 7 - B. occidentalis. Tentaculo. Artéria central

(a); fibroblasto (f); fibra muscular longi-
tudinal (£1); célula com pigmento (p); Mallory
(imersao) .

'ig. 8 - B. occidentalis. Tentaculo. Espaco hemolin-
Fatico ( e); celula secretdria sub-cpider-—
mal (s). PAS (imersao).




Fig. 9 - B. occidentalis. Tentaculo. Vista panora-
mica das celulas epiteliais com a super-
ficie recoberta por microvilos. Observar

a ?resenga de vacuolos intracelulares(se-
Eal .
L2.384 x.




B. occidentalis. Tentaculo. Nuacleo (N)

o ~e

microfilamentos (®»°); interdigitacces (i) ;
Solgi (G); mitocondrias (m); membrana ba-
sal (seta); fibra muscular lisa (fm); corpos
densos (d).

10.830 x.
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Fig.

1l

B. occidentalis. Tentdculo. Mitocondrias

(m); vesiculas lisossomais (1); interdi-
gitagoes (i); nicleo (n); nucléolo (nu);
microfilamento (»); vesicula micropino-

citica (seta); corpos densos (#); conjun-
tivo subjacente €@ ;
15.620 x.
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Fig. 12 - B. occidentalis. Tentaculo. Microvilos
(mv); microfilamentos (m»): jungao de ade-
sao ( j); juncao septada ().

111.720 x.
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B. occidentalis. Tentaculo. Célula com

pigmento. Granulos
(gr) .
19.150 x.

intracitoplasmaticos

41



42

L =

B. occidentalis. Regiao anterior do pé.
Células ciliadas (cc); célula secretdria
sub-epidermal (s); cilics (seta).

PAS (imersao).

B. occidentalis. Regiao anterior do bpé.
Células ciliadas (cc); células com pig-
mento (p); fibra muscular lisa (fm). Mal-
lory (imersao).
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Fig. 19 - B. occidentalis. Regiao anterior do pé.
Célula glandular globosa (g); fibra mus-
cular lisa (fm); espagos hemolinfaticos (e);
células com pigmentc (p); HE (imersao).

Fig. 20 - B. occidentalis. Regiao anterior do pé.
Células nervosas sensoriais (cs); celula
secretoria sub-epidermal (s). HE (imersao)




Fig. 21 - B. occidentalis . Regiao anterior do pé.
ta panoramica das células epiteliais
conjuntivo subjacente
12.384 x.

Vis-
e do
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Fig. 22 - B. occidentalis. Regiao anterior do pe.

NGcleo (N); Golgi (G); mitocOndria (m);
juncao de adesao (j); interdigitagoes (i);
vesiculas lisossomais (l1); corpo basal do
cilio (b); projecoes celulares (seta).
19.150 x.
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Fig. 23 - B. occidentalis. Regiao anterior do pé.
Célula ciliada. Corpo ciliar (c); corpo
basal (b); raiz ciliar (r); pé basal (se-
ta). Detalhe: Corte transversal de cilio -
18.189 x e 86.960 x.
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B. occidentalis.

Regiao anterior
ﬁrojegoes celulares @=) ; membrana basal
(mb) .

129.956 x.

do

pé.
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