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RESUMO

Embora os invertebrados sejam conhecidos pela grande facilidade de acimulo de poluentes
presentes em seu ambiente, e muitos serem utilizados como espécies sentinelas em estudos de
biomonitoramento, pouco ainda é conhecido sobre o impacto de toxicantes sobre o sistema
imune desses animais. Nesse sentido, os hemdcitos desempenham um papel fundamental:
estas células circulam livremente através da hemolinfa dos invertebrados e atuam no
reconhecimento de materiais estranhos ao organismo, mediando e efetuando reacGes de defesa
celular. Diferentes tipos morfoldgicos podem ser reconhecidos, mas ainda ha controvérsia
entre 0s pesquisadores sobre a exata classificacdo dos hemacitos, devido a diversidade de
técnicas para preservacdo e observacdo dessas células. A classificagdo mais aceita atualmente
agrupa os hemacitos em sete tipos principais: pro-hemacitos, plasmatécitos, granuldcitos,
esferuldcitos, adipohemacitos, oenocitdides e coaguldcitos. Por meio da utilizacdo de técnicas
histologica, histoquimica e ultra-estrutural, o presente trabalho objetivou caracterizar
morfofisiologicamente os hemdcitos circulantes na hemolinfa do diplopodo Rhinocricus
padbergi, bem como aqueles encontrados por entre as células da camada de corpo gorduroso
no intestino médio de animais expostos a substratos contendo diferentes amostras de lodo de
esgoto, residuo gerado nas Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETES). Este residuo tem sido
cogitado como um bom condicionador de solo em areas degradadas e como um potencial
fertilizante agricola, apesar do risco de estar contaminado com patdgenos e/ou metais
pesados. A partir das analises realizadas, foram identificados trés tipos morfoldgicos distintos
de hemdcitos circulantes na hemolinfa dessa espécie: pro-hemacitos, plasmatocitos e
granulécitos (subtipos | e 1l). Também foram observadas células com caracteristicas
intermediarias entre pro-hemacitos e plasmatdcitos e entre plasmatdcitos e granulécitos,
sugerindo uma provavel diferenciacdo celular na hemolinfa. Granulécitos e plasmatocitos
também puderam ser identificados no intestino médio dos animais expostos ao lodo, enquanto
pré-hemdacitos estiveram ausentes. Da mesma forma, acreditamos que haja uma diferenciacao
celular no intestino médio, uma vez que células com caracteristicas intermediarias entre
plasmatécitos e granuldcitos foram observadas. E possivel que células mais jovens tenham
migrado da hemolinfa para o tecido injuriado pelo lodo e ali completado o processo de
diferenciacéo.

Palavras-chave: diplopodo; imunidade de invertebrados; hemdcito; estresse ambiental; lodo

de esgoto.



ABSTRACT

Although invertebrates are known for ease accumulation of pollutants present in their
environment and several are used as sentinel species in biomonitoring studies, little is known
about the impact of toxicants on the immune system of these animals. In this sense,
hemocytes play an important role: these cells circulate freely through the hemolymph of
invertebrates and act in the recognition of foreign materials to the organism, mediating and
performing cellular defence reactions. Different morphological types are recognized, but there
is still controversy among the researchers about the exact classification of the hemocytes due
to the diversity of techniques for preservation and observation of these cells. Currently, the
most accepted classification groups the hemocytes into seven main types: pro-hemocytes,
plasmatocytes, granulocytes, spherulocytes, adipohemocytes, oenocytoids and coagulocytes.
By histological, histochemical and ultra-structural techniques, the present study aimed to
characterize morpho-physiologically the hemocytes circulating in the hemolymph of the
diplopod Rhinocricus padbergi, as well as those found among the cells of the fat body layer of
the midgut of animals exposed to substrates containing samples of sewage sludge, residue
generated in the Sewage Treatment Plants (STPs). This residue has been considered as a good
soil conditioner on degraded areas and as a potential agricultural fertilizer, despite the risk of
being contaminated with pathogens and/or heavy metals. From the analyses carried out, it was
identified three distinct morphological types of hemocytes circulating in the hemolymph of
this species: pro-hemocytes, plasmatocytes and granulocytes (subtypes I and II). It was also
observed cells with intermediate characteristics between pro-hemocytes and plasmatocytes,
suggesting a probable cellular differentiation in the hemolymph. Granulocytes and
plasmatocyte could also be identified in the midgut of the animals exposed to the sludge,
while pro-hemocytes were absent. Likewise, we believe that there is a cellular differentiation
in the midgut, since cells with intermediate characteristics between plasmatocytes and
granulocytes were observed. It is possible that younger cells have migrated from the
hemolymph into the tissue injured by the sludge and completed there the differentiation

process.

Key-words: diplopod; immunity of invertebrates; hemocyte; environmental stress; sewage

sludge.
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1. INTRODUCAO

Os diplopodos sdo artropodos terrestres caracteristicos por apresentarem dois pares de
pernas em cada segmento corporeo. S&o popularmente conhecidos como embuas, caramuijis,
gongbs, gongolds e piolhos-de-cobra, sendo este ultimo termo utilizado principalmente no
estado de Sdo Paulo. Na literatura cientifica sdo também denominados milipedes, devido ao
grande nimero de pernas que apresentam.

Estes animais ocupam o nivel tréfico de decompositores, participando ativamente no
processo de aeracdo e enriquecimento do solo. Séo tipicos de habitats umidos e com grande
disponibilidade de material organico, sendo geralmente encontrados nos lugares sombrios das
matas, vivendo sob folhas caidas, cascas e troncos apodrecidos. Alimentam-se de detritos,
matéria organica em decomposicao, frutas e pequena quantidade de minerais do substrato em
que sdo encontrados.

Assim, pelos seus habitos, os diplopodos tém sido apontados como bons indicadores
ambientais em analises de solo (HOPKIN et al., 1985), uma vez que, ao revolverem o
substrato, podem entrar em contato direto com potenciais contaminantes. No Departamento de
Biologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP, campus de Rio Claro/SP, foram feitas
propostas da utilizagdo da especie Rhinocricus padbergi como bioindicadora de solos
impactados, sendo realizados estudos envolvendo as andlises histoldgica, histoquimica e ultra-
estrutural do intestino médio de espécimens submetidos por diferentes periodos a substratos
contendo lodo de esgoto e landfarming de refinaria de petréleo (BOZZATTO;
FONTANETTI, 2007; 2008; NOGAROL et al., 2008; SOUSA; FONTANETTI, 2008;
GODOY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a, b; PEREZ;
FONTANETTI, 2010a; SOUZA; FONTANETTI, 2011).

Os resultados obtidos tém demonstrado que a utilizacdo da espécie R. padbergi em
analises ecotoxicoldgicas de solo € viavel. Dentre as respostas tissulares no intestino médio
dos animais expostos ao lodo, uma delas foi a identificacdo de aglomerados de hemacitos
entre as células da camada de corpo gorduroso, indicando provavel injuria tecidual com
processo inflamatdrio (GODOY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a,
b; PEREZ; FONTANETTI, 2010a). Também foi observado que alguns hemacitos reagiram
positivamente ao PAS (&cido periddico de Schiff) (deteccdo de polissacarideos neutros),
enquanto outros reagiram positivamente ao azul de bromofenol (deteccdo de proteinas)
(PEREZ; FONTANETTI, 2010a).



Os hemacitos sdo células circulantes na hemolinfa dos invertebrados, engajadas no
processo de defesa do organismo. Podem ser definidos como uma mistura de tipos celulares
com diferentes morfologias e funcbes biologicas, podendo tambem formar agregados
denominados 6rgdos hematopoiéticos, de diferentes complexidades (CORREIA, 2008;
FALLEIROS et al., 2003). As principais respostas mediadas por hemacitos sdo: fagocitose,
nodulacdo, encapsulacdo, citotoxicidade por meio da produgdo de reativos intermediérios de
oxigénio, formacao de tecido conectivo ao redor de material estranho ao organismo, secre¢édo
de enzimas e coagulacdo da hemolinfa apds a ruptura da cuticula e epiderme (JONES, 1962;
LAVINE; STRAND, 2002; FALLEIROS et al., 2003).

Diferentes tipos morfolégicos de hemdcitos podem ser identificados, mas sua
classificacdo pode ser muito variada, uma vez que estas células podem apresentar diversas
formas e exercer varias funcbes nas diferentes espécies estudadas, além de existirem muitos
métodos para sua preservacdo e observacdo (GUPTA, 1979). A classificagdo mais aceita
atualmente é aquela proposta por Gupta (1985) para hemdcitos de insetos, em que o autor
descreve sete tipos principais, de acordo com o0s aspectos morfologicos: pro-hemacitos,
plasmatdcitos, granuldcitos, esferulocitos, adipohemdcitos, oenocitoides e coaguldcitos.

De acordo com Pipe et al. (1999), o estudo dos componentes do sistema imune pode
fornecer uma medida do nivel de estresse dos organismos em decorréncia da contaminagao
ambiental. Neste sentido, uma das grandes preocupacdes da comunidade cientifica é a
destinacdo do residuo gerado apos o tratamento do esgoto realizado nas Estacbes de
Tratamento de Esgoto (ETESs). Este residuo, conhecido como lodo de esgoto, € rico em
matéria organica, podendo ser utilizado na recuperacdo de solos degradados e como
fertilizante agricola (CORAUCCI FILHO et al., 2003; BETTIOL; CAMARGO, 2006;
KITAMURA et al., 2008); porém, por conter provaveis contaminantes, principalmente metais
pesados, sua aplicacdo em solos deve ser tratada com muita cautela (BOEIRA et al., 2002;
SILVA et al., 2006; CAMARGO et al., 2008; MIELLI et al, 2009).

E importante conhecer a agdo que os constituintes do lodo podem ter na fauna
caracteristica do solo onde o mesmo sera aplicado. Neste contexto, apesar da importancia
ecologica, poucos estudos tém sido realizados para examinar as estratégias de sobrevivéncia e
destoxificacdo dos milipedes em funcdo dos metais presentes no ambiente (FONTANETTI et
al., 2006).

Diante do exposto, o presente trabalho visou caracterizar morfofisiologicamente os
diferentes tipos de hemdcitos circulantes na hemolinfa do diplopodo R. padbergi, bem como

aqueles presentes por entre as células da camada de corpo gorduroso no intestino médio dos



animais expostos a substratos contendo lodo de esgoto de diferentes origens. Além disso, 0
trabalho também buscou inferir as fungdes dos tipos caracterizados no processo de defesa

realizado pelo diplépodo em resposta a exposicéo ao lodo.
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2. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivos principais:

1. Caracterizar morfofisiologicamente os tipos de hemacitos que circulam livremente
na hemolinfa do diplépodo R. padbergi, por meio da técnica do esfregaco e da analise ultra-

estrutural;

2. Caracterizar morfologicamente os tipos de hemdcitos encontrados por entre as
células da camada de corpo gorduroso no intestino médio desta espécie, apds exposicdo dos
animais a substratos contendo lodo de esgoto de diferentes origens, por meio das técnicas

histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural;

3. Uma vez caracterizados, inferir as funcdes dos hemaocitos no processo de defesa

realizado pelos diplopodos expostos ao lodo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. AClasse Diplopoda e sua utilizagdo em estudos de bioindicagdo

Os miriapodos sdo artropodos terrestres que podem apresentar um ou dois pares de
pernas em cada segmento. S&o divididos em quatro classes: Chilopoda, Diplopoda, Pauropoda
e Symphyla, sendo que a classe Diplopoda caracteriza-se pela presenca de dois pares de
pernas por segmento.

Os diplépodos encontram-se entre 0s grupos de maior diversidade no meio terrestre.
Cerca de 12.000 espécies ja foram descritas no mundo todo, mas estima-se que exista em
torno de 80.000 espécies (HOFFMAN et al., 2002). Entre as 20 familias de diplépodos
brasileiros, as mais conhecidas sdo Leptodesmidae, Spirostreptidae e Rhinocricidae.

Sua distribuicdo é cosmopolita, podendo ser encontrados em todas as regibes
zoogeograficas, exceto na Antartida. S&o mais abundantes nos tropicos, sendo que a fauna
tropical é particularmente pouco conhecida (aproximadamente 1.100 espécies). Poucas
espécies sdo encontradas no litoral, deserto ou ambiente semi-aquatico (KIME;
GOLOVATCH, 2000). Os representantes mais conhecidos sdo os da América do Norte e
Europa.

Os diplopodos possuem o corpo alongado, cilindrico ou levemente achatado. O
tamanho do adulto pode variar entre 2 mm e 30 cm (HOFFMAN et al., 2002) e a coloragdo é
bastante variada, existindo tons de vermelho, marrom e amarelo; cores vivas sdo raras ou
constituem pequenos detalhes. O tegumento externo € a primeira linha de defesa, fornecendo
uma efetiva barreira fisico-quimica contra toxicantes ambientais. A grande maioria dos
representantes possui um exoesqueleto forte e resistente, devido a impregnagdo do tegumento
por sais de calcio. A presenca de poro repugnatério em determinados segmentos é
caracteristica da grande maioria das ordens, havendo raras excecdes. Esse poro corresponde a
abertura da glandula repugnatoria, produtora de secrecdo que contém basicamente cianeto e
iodo, com cheiro forte e desagradavel, repelindo predadores; o contelido e a quantidade desta
secrecdo sdo diretamente influenciados pelo tipo de vegetacédo, e, consequentemente, podem
estar relacionados a impactos causados no solo (NAKAMURA et al., 2005). Além da
eliminacdo de substancias com odor forte e do tegumento resistente, uma outra forma de
defesa € o enrolamento do corpo em espiral plana.

Aliado ao rigido exoesqueleto, o trato digestdrio contribui para o sistema de defesa
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inicial dos diplépodos, agindo como uma barreira fisioldgica a entrada de elementos estranhos
ao organismo. O trato digestorio consiste de um tubo reto, que se estende da boca até o anus,
dividido em trés regiGes principais: intestino anterior, médio e posterior. A maior parte da
digestdo e assimilacdo do alimento processa-se no intestino medio, o qual é uma importante
area de estocagem de minerais, como calcio, potassio, magnésio, cobre, ferro, silicio e zinco
(HUBERT, 1979). O epitélio intestinal age como uma barreira entre 0 meio interno do animal
e 0 alimento contido no limen (HOPKIN, 1990).

Quando particulas estranhas conseguem atravessar essas barreiras, alcancando a
circulagdo, tornam-se expostas a uma variedade de mecanismos humorais e celulares de
defesa do organismo. O sistema circulatério dos diplopodos é aberto; a hemolinfa esta contida
na cavidade geral do corpo (hemocele), e banha varios Orgdos internos, sendo que a
quantidade e composi¢do variam de acordo com a espécie e estado fisioloégico do animal.
Consiste de uma porcdo liquida (plasma sanguineo) e de numerosas células que circulam
livremente, os hemdcitos, os quais constituem a barreira final do sistema de defesa dos
artropodos (NEGREIRO et al., 2004; CORREIA et al., 2005).

Ecologicamente, os milipedes sdo reconhecidos como invertebrados sapréfagos e
detritivoros. Alimentam-se de detritos, matéria organica em decomposicdo, frutas e pequena
quantidade de minerais do solo. Porém, embora essa generalizacdo seja valida para a maioria
dos dipldpodos, ndo é incomum a existéncia de espécies carnivoras em certas ordens do grupo
(HOPKIN; READ, 1992).

Possuem habitos predominantemente noturnos, evitando a exposi¢éo ao sol e ao calor,
exceto em condicOes de alagamento do solo devido as chuvas de verdo ou quando migram
para lugares alternativos de sobrevivéncia. Geralmente sdo encontrados em ambientes
umidos, ricos em matéria organica, vivendo no interior das matas, sob folhas caidas, cascas e
troncos apodrecidos. Muitos habitam galerias deixadas por outros animais, como minhocas,
outros sdo cavernicolas, e ainda existem aqueles que podem ser considerados sinantropicos.
Os diplépodos com carater sinantrépico sdo 0s que vivem na dependéncia direta do homem,
vivendo em hortas, quintais, estufas, pomares, e até mesmo nas proprias casas, alimentando-se
de detritos do lixo domeéstico.

Como detritivoros, os milipedes tém um papel importante no ciclo de nutrientes do
solo, redistribuindo o material organico e liberando elementos quimicos como o nitrogénio
(DANGERFIELD; MILNER, 1996). Uma vez que a reciclagem dos nutrientes € um processo
fundamental para o dinamismo dos ecossistemas, 0s diplépodos sdo essenciais neste aspecto.

A colonizagdo do solo realizada por esses animais também fornece condicGes favoraveis ao



13

trabalho de decomposigdo de fungos e bactérias, promovendo a mineralizagdo. Além disso, 0s
produtos de excre¢do dos diplépodos (ambnia e &cido Urico), quando degradados, enriquecem
0 solo com nitratos (BOCCARDO; PENTEADO, 1997).

Pelos seus habitos, os diplopodos tém sido considerados bons indicadores ambientais
para andlises de solo, podendo ser utilizados como organismos-testes (HOPKIN et al., 1985).
Neste contexto, a histologia € uma ferramente bastante utilizada em estudos com
invertebrados, visando a identificacdo de diferentes danos causados por substancias nocivas
aos organismos, uma vez que, dependendo da intensidade do fator estressante e do tipo de
6rgdo afetado, as alteracdes celulares no organismo podem ser diversas (TRIEBSKORN et al.,
1999). Em diplépodos, alguns estudos com este enfoque foram realizados utilizando o tubo
digestdrio e o corpo gorduroso (HOPKIN et al., 1985; TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER,;
TRIEBSKORN, 1998; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a, b; GODOY; FONTANETTI,
2010; PEREZ; FONTANETTI, 2010a; SOUZA; FONTANETTI, 2011).

Devido ao contato direto com contaminantes presentes no solo, varios trabalhos tém
sido conduzidos em relacdo ao acumulo de metais em invertebrados terrestres (HOPKIN et
al., 1989; GRAFF et al., 1997; HEIKENS et al., 2001; VELTMAN et al., 2007). No caso de
diplépodos, eles tém sido utilizados com sucesso como indicadores da presenga de cadmio,
chumbo e zinco no solo (BEYER et al., 1985; READ; MARTIN, 1990; KOHLER; ALBERTI,
1992).

Na maioria dos representantes da fauna edafica, os metais sdo seletivamente
concentrados em um ou poucos 6rgdos, ou entdo em partes especificas de um tecido;
tipicamente, estes 6rgdos sdo partes do sistema digestorio (DALLINGER et al., 1992). Os
diplépodos podem ser muito influenciados pela deposicdo de toxicantes no ambiente,
metabolizando e/ou acumulando varios tipos de metais, principalmente no intestino médio e
no corpo gorduroso (KOHLER et al., 1995).

Em um trabalho conduzido por Triebskorn et al. (1991), os autores destacaram a
importancia dos estudos com microscopia eletrnica para elucidar injurias celulares causadas
por substancias danosas e a conveniéncia no uso de invertebrados em estudos de
biomonitoramento. Além da utilizacdo de organismos como camarao, planaria, lesma e inseto,
foi escolhida a espécie Cylindroiulus punctatus como representante da classe dos dipl6podos.
O milipede foi tratado com 4&gar e particulas de folhas contaminadas com chumbo em
concentragdo subletal por 30 dias; ap6s o tratamento, o intestino médio foi retirado e
processado para microscopia eletrénica de transmissdo. As analises revelaram varias

alteracOes ultra-estruturais nas células do tecido, como condensacdo do citoplasma das células
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epiteliais, dilatacdo dos espacos intercelulares no epitélio, desarranjo das mitocondrias e das
cisternas do reticulo endoplasmatico.

Enquanto algumas espécies de milipedes sofrem uma notavel redugdo no nimero de
seus representantes em areas muito contaminadas (HOPKIN et al., 1985), outras apresentam
diferentes mecanismos de destoxificacdo do organismo (KOHLER et al., 1995).

Neste contexto, de acordo com Hopkin e Read (1992), uma estratégia de
destoxificacdo muito observada em diplépodos é a formacéo de esferocristais em células do
sistema digestorio. Isto pode evitar que substancias toxicas, como metais, sejam distribuidas
por todo o corpo do animal, além de ser um mecanismo importante na manutencdo da
homeostase.

Segundo Triebskorn et al. (1991), os invertebrados podem apresentar diferentes
estratégias para reagir aos toxicantes presentes no ambiente, sendo que o tipo de defesa e de
resposta celular ird depender do tecido, da espécie e do toxico. Entretanto, apesar da
reconhecida importancia ecolOgica, essas estratégias ainda sdo pouco estudadas em
diplépodos (FONTANETTI et al., 2006).

3.2. A espécie Rhinocricus padbergi

A espécie R. padbergi possui ampla distribuicdo no estado de S&o Paulo, sendo
registrada também para o Rio de Janeiro; pertence a ordem Spirobolida e é considerada hoje
uma especie sinantropica.

Fantazzini et al. (1998) realizaram um estudo inicial com a espécie R. padbergi quanto
a anatomia do tubo digestorio, histologia e histoquimica do intestino anterior e glandulas
salivares. O intestino anterior se estende da boca a valvula esofagica, a qual pode ser definida
como um estreitamento do tubo digestorio que marca o fim do intestino anterior e 0 comeco
do intestino médio. Em associa¢do com essa regido encontra-se um par de glandulas salivares.
O intestino médio compreende desde a valvula esofagica até o inicio do intestino posterior,
marcado pelo piloro. O intestino posterior é caracterizado pela insercdo dos tubulos de
Malphigi e € a por¢do mais extensa do canal alimentar em R. padbergi.

Fantazzini et al. (2002), em um estudo posterior, analisaram a histologia e
histoquimica do intestino médio de R. padbergi, local onde ocorre a maior parte da digestéo.
Do ponto de vista histoldgico, o intestino médio apresenta muitas vilosidades e ¢ formado por
um epitélio pseudoestratificado com bordo em escova, seguido de camada muscular, camada

de corpo gorduroso, revestido por uma membrana externa. Logo abaixo da camada muscular
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estdo presentes células hepaticas, as quais aparecem esparsas, sem formar uma camada
continua. As células da camada de corpo gorduroso possuem morfologia irregular e
citoplasma heterogéneo, em que se observam granulos intracelulares de contetido variado; por
entre estas células podem ser observados hemdcitos, geralmente isolados.

Estudos recentes demonstram que a utilizagdo desta espécie em andlises
ecotoxicoldgicas de solo € viavel. No Departamento de Biologia da Universidade Estadual
Paulista - UNESP, campus de Rio Claro-SP, pesquisadores observaram alteracfes
morfoldgicas no intestino medio de individuos da espécie R. padbergi submetidos por
diferentes periodos a substratos contendo lodo de esgoto e landfarming de refinaria de
petroleo (BOZZATTO; FONTANETTI, 2007; 2008; NOGAROL et al., 2008; SOUSA;
FONTANETT]I, 2008; GODOQY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a,
b; PEREZ; FONTANETTI, 2010a; SOUZA; FONTANETTI, 2011). As seguintes respostas
tissulares foram observadas: aumento na quantidade de granulos citoplasmaticos nas células
da camada de corpo gorduroso; aumento na liberagdo de vesiculas de secrecdo do epitélio em
direcdo ao lumen intestinal; intensa vacuolizacdo citoplasmatica das ceélulas epiteliais;
aumento do processo de renovacdo epitelial; aumento no nimero de hemdcitos e aglomeracao
dos mesmaos entre as células da camada de corpo gorduroso.

O aumento na quantidade de granulos citoplasmaticos nas células da camada de corpo
gorduroso indica um provavel mecanismo de destoxificagcdo, uma vez que uma estratégia de
defesa descrita para invertebrados é a precipitacdo de metais como granulos intracelulares de
diferentes tipos (HOPKIN, 1990). E possivel que as vesiculas de secrecdo observadas
contribuam para a excre¢do de metais presentes no lodo e que a vacuolizagdo do citoplasma
das células do epitélio seja o inicio de um processo de morte celular (PEREZ; FONTANETTI,
2010a).

Com relagédo aos hemdcitos, o aumento na quantidade dos mesmos e a organizacéo em
aglomerados indica a ocorréncia de lesdo tecidual com provavel processo inflamatério
(PEREZ; FONTANETT]I, 2010a). De acordo com van de Braak (2002), os hemdcitos podem
migrar para o local de injdria no tecido por um processo de quimiotaxia que resulta em
inflamacao.

Entretanto, a funcdo dessas células no processo de defesa da espécie R. padbergi
devera ser melhor investigada; para isso, a descri¢do dos tipos morfologicos de hemaocitos

torna-se essencial.
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3.3. O Lodo de esgoto

O acelerado processo de urbanizacdo da populacdo brasileira nas ultimas deécadas
resultou na formacéo de cidades sem infra-estrutura para destinar adequadamente os residuos
gerados pelos centros urbanos. Os residuos domiciliares e industriais, ambos poluidores, sdo
produzidos diariamente e, muitas vezes, dispostos no ambiente sem qualquer critério
(CAMARGO et al., 2008).

Porém, em virtude da crescente pressdo da sociedade pela despolui¢do de rios e das
preocupantes previsdes de escassez de agua, certamente, num futuro ndo muito distante, o
tratamento de esgotos tornar-se-a uma pratica rotineira no Brasil; de fato, o0 nimero de ETEs
tem crescido no pais, e as ja existentes tém procurado expandir sua capacidade. Neste sentido,
a grande preocupacdo da comunidade cientifica tem sido a destinacao do residuo gerado apds
o tratamento do esgoto, isto é, o lodo de esgoto (BERTONCINI; MATTIAZZO, 1999;
TSUTIYA, 2001; CAMARGO et al., 2008; MIELLI et al., 2009).

Atualmente, as ETEs de varias cidades brasileiras vém enfrentando o problema da
destinacdo desse lodo. De acordo com Bettiol e Camargo (2006), as alternativas mais usuais
para o destino do lodo de esgoto seriam: disposicdo em aterro sanitario, reutilizacdo na
industria (producdo de agregado leve, fabricacdo de tijolos e cerdmica e producgdo de
cimento), incineracdo, conversdao em 6leo combustivel, disposi¢do oceénica, recuperacdo de
solos degradados e uso agricola.

No Brasil, existe uma preferéncia pela utilizacdo do lodo na agricultura (embora a
pratica seja ainda incipiente), uma vez que ha consideravel disponibilidade de terras e o0s
gastos seriam relativamente baixos. Contudo, apesar de ser um residuo rico em matéria
organica e nutrientes, o lodo pode conter também contaminantes como metais pesados,
compostos organicos toxicos e persistentes e agentes causadores de doencas (BETTIOL,;
CAMARGO, 2006; CAI et al., 2007). Geralmente, as concentragfes de metais encontradas
neste residuo sdo bem maiores que as existentes naturalmente no solo; a longo prazo,
sucessivas aplicacbes de lodo podem acarretar em um aumento significativo nas
concentragdes de metais no solo, ameacando a cadeia tréfica (NASCIMENTO et al., 2004).

Segundo Tsutiya (1999), os metais pesados contidos no lodo sdo originarios da
atividade industrial, sendo os principais metais o Cu, Ni, Cd, Zn, Pb e Cr. A exata composi¢ao
ird refletir diversas particularidades da populacéo local, como habitos alimentares, condigdes
de saneamento, grau de industrializacdo, método de tratamento do esgoto e sazonalidade. A

adocdo de produtos de limpeza, inseticidas e medicamentos cada vez mais sofisticados, por
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exemplo, causa uma variagdo muito grande nesta composicao.

De acordo com a procedéncia dos residuos, o lodo pode ser classificado em doméstico
ou industrial. Bettiol e Camargo (2006) afirmam que mesmo aqueles lodos de origem
exclusivamente doméstica geralmente contém concentracdes de metais maiores que aquelas
encontradas no solo, o que pode levar aos problemas de contaminagdo da cadeia alimentar e
lixiviagéo.

Algumas ETEs brasileiras realizam o tratamento do lodo de esgoto doméstico a fim de
torna-lo util a agricultura. De acordo com Melo et al. (2000), apds o lodo passar por processos
de higienizacdo, estabilizacdo e secagem, o termo “lodo de esgoto” deve ser substituido por
“biossolido”. De fato, a Water Environment Federation (WEF) recomenda que se reserve a
palavra “lodo” para o lodo de esgoto bruto (ndo submetido a nenhum processo de
estabilizacdo biologica) e “biossélido” para o lodo tratado (MALTA, 2001; QUINTANA,
2006).

H& uma previsdo de que a aplicagcdo do biossolido em solos agricolas no Brasil cresca
substancialmente nos proximos anos, uma vez que tende a aumentar o volume de esgoto
tratado no pais (TSUTIYA, 2001; MIELLI et al., 2009). Segundo Boeira et al. (2002), o
biossolido pode atuar como condicionador de solo, por sua elevada carga de matéria organica,
além de promover a reciclagem de nutrientes. Ele também tem um grande potencial como
fertilizante orgéanico, contendo alguns elementos essenciais as plantas, como nitrogénio,
fésforo, célcio, magnésio, enxofre e micronutrientes (MELO et al., 1994; KITAMURA et al.,
2008).

Do ponto de vista econémico, a substituicdo de fertilizantes quimicos pelo biossolido
geraria rendimentos equivalentes ou até maiores, reduzindo os custos, uma vez que haveria o
reaproveitamento integral dos nutrientes (VIEIRA; SILVA, 2004). Porém, isso deve ser
tratado com cautela, pois com relacdo ao teor de nutrientes, tais como nitrogénio, fésforo e
potassio, o lodo de esgoto é menos rico quando comparado ao fertilizante comercial
(KITAMURA, 2006).

O residuo também pode atuar de maneira positiva nas caracteristicas fisicas do solo,
atraves da formacédo de agregados de particulas. Assim, ocorre uma melhora na infiltracéo,
retencdo da agua e aeragdo, reduzindo a erosdo e melhorando a qualidade dos recursos
hidricos (FIEST et al., 1998).

Ja entre os problemas resultantes da sua utilizacdo para a adubacdo, estariam a
contaminacgéo do solo com metais (cAdmio, cobre, zinco, niquel, cromo e chumbo), a presenca

de organismos patogénicos (como bactérias, protozoarios e helmintos), a acidificacdo e
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salinizacdo do solo (BOEIRA et al., 2002; BETTIOL; CAMARGO, 2006; CAMARGO et al.,
2008).

A presenca de metais € uma das principais limitagdes ao uso do biossélido na
agricultura. Geralmente, as concentracGes de metais encontradas no residuo séo bem maiores
que as existentes naturalmente no solo (NASCIMENTO et al., 2004). A longo prazo, pode
haver um aumento significativo nas concentragdes de metais no solo, ameagando a cadeia
trofica.

Embora o solo possua grande capacidade de retencdo de metais, caso essa capacidade
seja ultrapassada, estes metais podem entrar na cadeia alimentar, promovendo danos aos
organismos, ou entdo podem ser lixiviados, colocando em risco a qualidade da agua
subterranea (ELLIOT et al., 1986).

De acordo com Silva et al. (2006), o acumulo de metais no solo devido ao uso
sucessivo de lodo de esgoto torna-se preocupante ao colocar em risco a seguranga ambiental,
a qual é necessaria para que o uso deste residuo possa ser viabilizado.

Em um estudo realizado por Camilotti et al. (2007), no qual se analisou 0 acimulo de
metais em cana-de-agUcar apos aplicacdo de lodo de esgoto, verificou-se que, apos trés
aplicagdes anuais sucessivas, houve baixos teores de cadmio, cromo, niquel e chumbo no solo
e nas diferentes partes das plantas, indicando que, neste caso, o lodo de esgoto néo apresentou
potencial de contaminacao.

Por outro lado, Silva et al. (2006) verificaram a dindmica de metais em latossolo
adubado com lodo de esgoto durante cultivos consecutivos de milho. Os resultados
demonstraram um incremento nos teores totais de cobre, niquel e zinco no solo; também foi
verificado um aumento na concentracdo de manganés nos graos de milho, mas os valores ndo
ultrapassaram o limite permitido.

Em um trabalho semelhante, Dynia et al. (2006) observaram que a lixiviacdo de nitrato
em latossolo cultivado com milho e sob aplicacdo sequencial de lodo de esgoto aumentava
com as doses e com 0 numero de aplicagoes.

Galdos et al. (2004) também analisaram a producdo de milho em solo tratado com
lodo de esgoto e verificaram que a aplicacdo do mesmo elevou os de niveis de cobre, niquel e
zinco no solo, aumentando também a concentracdo de zinco na planta.

Em um estudo recente, Mielli et al. (2009) avaliou a genotoxicidade de amostras de
lodos tratados, provenientes de quatro diferentes ETEs do estado de Sdo Paulo, através da
utilizacdo do teste de micronucleo em células germinativas de Tradescantia. Apos trés meses

de exposicdo aos lodos em diferentes concentragdes, foi verificado que trés amostras testadas
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tinham efeito genotdxico, embora ndo tenha sido clara uma resposta dose-dependente.

Sabe-se também que invertebrados encontrados em ambientes poluidos podem ser
mais suscetiveis a doencas. Young e Pearce (1975) observaram que populagdes de
caranguejos e lagostas de areas contaminadas com lodo de esgoto apresentavam maior
incidéncia de doencas na carapaca.

A incorporagdo do lodo de esgoto ao solo deve ser cuidadosamente planejada e
monitorada, para que o residuo ndo se transforme em um novo problema ecoldgico
(CAMARGO et al., 2008). O desconhecimento dos impactos do lodo sobre a fauna edafica
continua sendo um importante fator de risco na sua utilizacdo em atividades agricolas e na

recuperacgéo de solos degradados.

3.4. Defesa celular: hemacitos

Os hemacitos sdo células constituintes do sistema imune, presentes na hemolinfa dos
artropodos em geral, que possuem a habilidade de discriminar agentes estranhos ao
organismo.

Estas células atuam no reconhecimento do material, na fagocitose, nodulacdo e
encapsulacdo, reacdes citotoxicas por meio da producdo de reativos intermediarios de
oxigénio, coagulacdo da hemolinfa apds a ruptura da cuticula e epiderme e reparo de injarias
(LAVINE; STRAND, 2002; TZOU et al., 2002; FALLEIROS et al., 2003; CORREIA, 2008),
sendo também observadas aglomerac6es de hemdcitos ao redor do agente estressor, numa
espécie de “armadilha” (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). Elas também podem estar
envolvidas no armazenamento e distribuicdo de material nutritivo (RUSSO et al., 2001;
SILVA et al., 2002), na formacéo de tecido (van de BRAAK, 2002) e na excrecdo, fagocitando
certos materiais presentes no sangue, degradando-os e transportando-os através do corpo
(HOPKIN; READ, 1992). Em alguns artrépodos, os hemadcitos sdo responsaveis pela
producdo e estocagem de pigmentos respiratérios; contudo, depois da evolugdo de artrépodos
terrestres com traquéia, esses pigmentos e os hemocitos produtores dos mesmos foram
reduzidos (XYLANDER, 2009).

Os hemdcitos podem reconhecer moléculas estranhas diretamente, interagindo com
moléculas que invadem o organismo através de receptores presentes em sua superficie, ou
entdo indiretamente, reconhecendo receptores humorais que entraram em contato com o
invasor; apds o reconhecimento, sinais inter e intracelulares coordenam a resposta defensiva
(LAVINE; STRAND, 2002).
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A fagocitose consiste no engolfamento de uma particula alvo (material bidtico ou
abiotico) por uma célula individual; os tipos de hemdcitos responsaveis pela fagocitose
variam entre as espécies de invertebrados. J& a nodulagdo e a encapsulacdo séo realizadas
pelos hemdcitos quando o material estranho € muito grande para ser fagocitado (FARALDO;
LELLO, 2003; NEGREIRO et al., 2004). Ambas envolvem a aglomeracdo de hemdcitos ao
redor de um determinado alvo, sendo processos muito semelhantes quando observados ultra-
estruturalmente. A principal diferenca consiste no tipo de alvo: enquanto na nodulagéo varios
hemdcitos se ligam a uma agregacao de pequenos corpos, como bactérias, na encapsulacdo os
hemdcitos se aderem a corpos maiores, como parasitoides e nematodos (LAVINE; STRAND,
2002). Segundo Gregorio (1997), a encapsulacdo ocorre tanto com particulas inertes quanto
com materiais biologicos.

A degradacdo da particula estranha pelo hemdcito pode ocorrer de duas maneiras:
intracelularmente, em que, uma vez fagocitada, a particula é degradada por enzimas liticas
presentes no citoplasma do hemacito, ou extracelularmente, onde ocorre a degranulacdo dos
hemdcitos, liberando seu conteudo para o meio extracelular (COLES et al., 1995). Certos
receptores associados a membrana dos hemacitos ou solGveis na hemolinfa sdo capazes de
reconhecer e aglutinar diretamente a particula estranha, enquanto outros podem induzir a
ativacdo de cascatas proteoliticas (PATHAK, 1993).

Os hemdcitos produzem e estocam substancias que podem ser liberadas depois de uma
infecgdo, como substancias antibacterianas e elementos do sistema profenoloxidase (proPO),
um sistema de complexo enzimatico que destréi os organismos aprisionados por fagocitose
(XYLANDER, 2009). A profenoloxidase é a forma inativa da enzima fenoloxidase, presente
na hemolinfa da maioria dos insetos e considerada um importante mediador no sistema de
defesa do grupo, atuando na melanizacdo (CERENIUS; SODERHALL, 2004). Em um estudo
realizado por Silva (2002), o autor sugere que a fenoloxidase ativada adere a superficie de
patdgenos, aumentando a fixagdo dos hemdocitos em seu entorno e contribuindo para sua
rapida remocdo da hemolinfa através da formacdo de nddulos. Assim, o sistema proPO é
importante no reconhecimento do “néo-proprio”, fornecendo sinais moleculares que ativam
hemdcitos durante reacdes de defesa, o que leva a comparagdo do sistema proPO de
invertebrados ao sistema complemento de vertebrados (GREGORIO, 1997).

De acordo com Lavine e Strand (2002), nos ultimos anos, grandes progressos tém sido
feitos para identificar os peptideos antimicrobianos que tomam parte na defesa humoral do
organismo de invertebrados, mas pouco é conhecido sobre os mecanismos de defesa celulares.

Os autores comentam que isso decorre, em parte, da dificuldade de coleta dos hemdcitos
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devido ao tamanho reduzido dos animais. Além disso, os hemdcitos sdo células muito reativas
e sofrem consideraveis alteragdes quando removidos da hemocele (BAUCHAU, 1981). Neste
sentido, no decorrer dos ultimos anos, foram desenvolvidos diferentes meios de manter os
hemdcitos préoximos ao seu estado natural, principalmente através da utilizacdo de
anticoagulantes (BACHERE, 2000).

A microscopia de luz e a microscopia eletrénica tém sido amplamente empregadas
para caracterizar e classificar hemaocitos em diferentes grupos de artropodos. Contudo, a
terminologia dos hemaocitos ndo € uniforme; a diversidade de formas que estas células
aparecem nas diferentes espécies estudadas, as variadas fun¢es que assumem ao longo do
desenvolvimento, os variados métodos de preservacdo e observacao e as divergéncias quanto
aos critérios utilizados para distinguir os tipos morfolégicos tornam qualquer tentativa de
comparacdo muito dificil (GUPTA, 1979; van de BRAAK, 2002; NEGREIRO et al., 2004).
Desta forma, a classificagdo de hemacitos continua sendo bastante controversa atualmente,
sendo que, muitas vezes, pesquisadores acabam adotando seus préprios termos para
identificar tipos celulares ja descritos por outros autores.

Muitos estudos tém se voltado para a morfologia e fisiologia de hemdcitos de insetos,
enquanto informacdes similares sobre os hemdcitos de outros grupos de artropodos sao raras
e, geralmente, baseadas em descri¢des feitas para a Classe Insecta, em que se destacam 0s
trabalhos de reviséo realizados por Jones (1962) e Gupta (1985).

Jones (1962), ap6s uma extensa revisao da literatura, agrupou os hemaocitos de insetos
em nove tipos, de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas: pré-hemacitos,
plasmatdcitos, granuldcitos, esferulécitos, cistocitos, oenocitdides, adipohemdcitos, poddcitos
e células vermiformes.

Posteriormente, Gupta (1985), buscou homogeneizar a nomenclatura para hemdcitos
de insetos, a qual era bastante heterogénea até a epoca, caracterizando sete tipos principais de
hemdcitos, também de acordo com a morfologia: pr6-hemdcitos, plasmatdcitos, granuldcitos,
esferuldcitos, adipohemdcitos, oenocitdides e coaguldcitos. Esta classificagdo tem sido
adotada pela maioria dos autores na identificacdo dos hemaocitos de diferentes espécies.

Os pro-hemacitos exibem alto indice mitotico e sdo considerados células-tronco que
irdo se diferenciar em linhagens celulares especificas (MANDATO, 1998; FALLEIROS et al.,
2003). Sao células pequenas, arredondadas ou ovdides, com um grande nucleo localizado
centralmente e citoplasma restrito a uma estreita faixa ao redor do nucleo; os plasmatocitos
sdo polimorficos, varidvies em tamanho, com projecdes citoplasmaticas e podem ser

binucleadas; os granuldcitos possuem granulacfes que frequentemente mascaram a presenca
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do ndcleo; os esferuldcitos geralmente sdo maiores que os plasmatécitos e granuldcitos,
possuindo o citoplasma cheio de esférulas limitadas por membrana de tamanhos variaveis,
podendo encobrir 0 ndcleo; os adipohemacitos sdo arredondados, variaveis em tamanho, com
gotas lipidicas no citoplasma; porém, sua identificacdo € controversa, uma vez gque existe uma
hipbtese de que estas células seriam variantes de plasmatocitos ou granuldcitos com acumulo
de lipidio (BOMBONATO; GREGORIO, 1995; FALLEIROS, 1995; FARALDO, 2000;
NEGREIRO et al., 2004); os oenocitoides sdo células grandes, arredondadas, com nucleo
pequeno em relacdo ao volume citoplasmatico; e os coagulocitos possuem o citoplasma com
varios vacuolos de tamanhos diferentes e se desintegram facilmente in vitro (CARNEIRO;
DAEMON, 1997; 2001; CORREIA et al., 2005; CORREIA, 2008).

Negreiro et al. (2004) comentam que a funcdo dos granulocitos e plasmatdcitos esta
relacionada, principalmente, a fagocitose e formacdo da cépsula e nodulo, enquanto os
oenocitdides sdo as células produtoras da enzima fenoloxidase. Os esferuldcitos estariam
relacionados a renovacao tecidual, transporte de horménios, producdo de certas proteinas da
hemolinfa e nutricdo. Os coagulocitos seriam responsaveis pela liberacdo de substancias
desencadeadoras do processo de coagulacdo. Ja os pro-hemacitos, por serem considerados
células-tronco, ndo participariam diretamente dos processos de defesa (ANDRADE et al.,
2004).

Segundo Johansson et al. (2000), experimentos com populagées isoladas de hemdcitos
tém demonstrado que diferentes tipos celulares sdo responsaveis por diferentes funcbes na
imunidade, e que a cooperacdo e comunicacdo entre hemdcitos sdo necessarias em varias
reacOes de defesa. Por exemplo, durante uma infeccdo por microrganismos em crustaceos,
apOs o reconhecimento do invasor, hemdcitos semigranulares e granulares podem sofrer
degranulacdo, liberando o conteddo dos granulos; as substancias liberadas poderdo entdo
estimular a fagocitose por células ndo-granulares.

Em muitos insetos, o processo de encapsulacdo depende também de uma cooperacao
entre 0s hemacitos, porém ainda existem controvérsias se essa resposta é mediada por uma
populacdo morfologicamente uniforme de hemdcitos ou por uma interagdo entre diferentes
tipos morfoldgicos das células da hemolinfa (PECH; STRAND, 1996).

De acordo com Ribeiro e Brehélin (2006), o mesmo tipo celular pode exibir diferentes
funcbes e a mesma fungédo pode ser desempenhada por diferentes tipos celulares. Os autores
advogam que o estudo da funcdo pode ser usado na caracterizacdo de um tipo celular desde
que seja correlacionado com a ultra-estrutura, morfologia e contetdo bioquimico da celula.

Pech e Strand (1996) também alertam que funcbes imunes exercidas por um tipo
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morfoldgico de hemadcito em uma determinada espécie podem ser desempenhadas por um tipo
celular diferente em uma outra espécie.

Estudos sobre hemocitos de diplopodos sdo escassos; um dos primeiros trabalhos
realizado foi com o milipede Thyropygus poseidon (RAVINDRANATH, 1973), em que o
autor comparou os tipos de hemdcitos encontrados nesta espéecie com a classificacdo realizada
por Jones (1962) para os hemdcitos de insetos. Os resultados mostraram a classificagdo feita

para insetos também pode ser aplicada para os hemacitos de diplopodos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo morfologica dos hemacitos circulantes na hemolinfa

Para a coleta da hemolinfa, foram utilizados 15 individuos de R. padbergi, coletados
no campus da Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus de Rio Claro, SP. Uma
seringa contendo solucdo anticoagulante (Solucdo de Alsever) foi inserida na regiéo

imediatamente abaixo da cabeca do animal.

4.1.1. Esfregaco

Apés a coleta, cada gota de hemolinfa foi transferida para uma lamina limpa,
sendo entdo realizado o esfregaco e a secagem ao ar por 20 minutos, para melhor adesdo dos
hemdcitos a lamina. A fixacdo do material foi feita em metanol e a coloracdo com solucéo

Giemsa por 7 minutos.

4.1.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para a analise ultra-estrutural, a hemolinfa foi fixada em solucdo Karnovsky.
Foram feitas duas lavagens do material em tampao cacodilato de sodio 0.1M (pH = 7.2), 15
minutos cada, e pos-fixagdo em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, seguida de dois banhos
(15 minutos cada) no mesmo tampdao. A cada etapa do protocolo, o material foi centrifugado a
3000 rpm para a decantagdo dos hemacitos.

Dando seqiéncia, foi realizada a desidratacéo alcoolica (&lcool a 70, 90, 95, 100%), 10
minutos cada banho, seguida de embebicdo em resina Spurr diluida em alcool 1:1. O material
foi entdo incluido em resina Spurr pura e polimerizado em estufa a 70°C por 24 horas. Os
cortes foram feitos em ultramicrétomo, sendo colocados em telas para contrastagdo com
acetato de uranila e citrato de chumbo e observacdo em microscopio eletronico de transmissao
Phillips CM100.

4.2. Caracterizacdo dos hemacitos presentes por entre as células da camada de
corpo gorduroso no intestino medio dos animais expostos a substrato contendo lodo de

esgoto

Foram processados materiais ja coletados pela nossa equipe do Departamento de
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Biologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP, campus de Rio Claro, SP, obtidos por
exposicdo de espécimens em amostras de lodo de trés coletas realizadas pela CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) nas ETEs SG, AT-1 e AT-2, todas
localizadas no estado de S&o Paulo.

A ETE SG localiza-se na regido da vertente paulista do Rio Grande, com uma
populacdo de 685 mil pessoas e uma economia baseada, principalmente, em atividades
agropecuarias; o lodo gerado é caracteristicamente doméstico. As ETEs AT-1 e AT-2
pertencem a Bacia do Alto Tieté, com uma populacédo aproximada de 19 milhGes de pessoas,
baseando sua economia em atividades industriais; dessa forma, o lodo gerado em ambas as
ETEs apresenta componentes domésticos e industriais (DAEE - Departamento de Aguas e
Energia Elétrica do Estado de Séo Paulo, 2006).

Os animais foram expostos ao lodo puro e ao lodo misturado com terra (proveniente
do local de coleta dos animais), sendo colocadas 9 partes de terra para 1 parte de lodo. Os
tempos de exposicdo foram 3, 7 e 21 dias, apds os quais os animais foram anestesiados e
dissecados em solucdo fisiologica para a retirada do intestino médio; este foi seccionado em
trés partes, sendo uma fixada em paraformaldeido 4%, outra em Carnoy e a Ultima em

glutaraldeido 2.5%, para que diferentes técnicas pudessem ser aplicadas.

4.2.1. Histologia

O material foi desidratado em solugdes de etanol a 70, 80, 90 e 95%, durante
10 a 15 minutos cada banho, sendo entdo transferido para solucdo de resina de embebicéo
(JB-4 — Polaron Instruments/BIO RAD), durante 24 horas em geladeira. Foi entdo colocado
em moldes previamente preenchidos com resina contendo catalisador, sendo que, depois de
polimerizados, os blocos foram colocados em suportes de madeira para a microtomia. Os
blocos foram seccionados com auxilio de microtomo Leica, hidratados e recolhidos em

laminas. Depois de secas, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

4.2.2. Histoquimica

Os testes histoquimicos foram utilizados para detectar os seguintes elementos:

a. Proteinas Totais
- Técnica do azul de bromofenol (segundo PEARSE, 1985).
Fixacdo do material em paraformaldeido 4%; coloracao pela solucao de azul de

bromofenol a temperatura ambiente por 2 horas; lavagem das ld&minas contendo as sec¢Ges em
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agua e banho em &cido acético por 5 minutos.

b. Polissacarideos Neutros

- Técnica do PAS (acido periddico-Schiff) (segundo JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983).

Fixacdo em Carnoy; oxidacdo por 30 minutos em 4&cido periddico 1%,
exposicdo do reativo de Schiff por 1 hora, lavagem em &gua sulfurosa por 9 minutos e em

agua corrente por 30 minutos.

4.2.3. MET

O intestino médio dos animais foi fixado em glutaraldeido 2.5% em tampéo
cacodilato de sodio 0.1M (pH = 7.2). Dando seqliéncia ao protocolo, foram feitas duas
lavagens do material em tamp&o cacodilato de sédio, 15 minutos cada, e pds-fixacdo em
tetroxido de ésmio 1% por 2 horas, seguido de dois banhos (15 minutos cada) no mesmo
tampéo.

Em seguida, o material foi desidratado (acetona a 50%, 75%, 90%, 95%,
acetona pura), 10 minutos cada banho, e embebido em resina Epon-araldite diluida em
acetona 1:1 e com catalisador. O material foi entdo incluido em resina Epon pura e levado
para a estufa, permanecendo na mesma por 48 horas. Os cortes foram feitos em ultra-
micrétomo, sendo colocados em telas para contrastacdo com acetato de uranila e citrato de

chumbo e observacdo em microscépio eletronico de transmisséo Philips CM100.
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5. RESULTADOS

Durante a realizacdo desta dissertacdo foram produzidos trés artigos cientificos, dos

quais um foi publicado e os outros serdo enviados para revistas especializadas.

ARTIGO 1

Hemocitical responses to environmental stress in invertebrates: a review.
Danielli Giuliano Perez; Carmem Silvia Fontanetti

Environmental Monitoring and Assessment, 2010 (on lineg). DOI: 10.1007/s10661-010-1645-7

Padrdes da Revista

ARTIGO 2
Caracterizacdo dos tipos celulares encontrados na hemolinfa do diplopodo

Rhinocricus padbergi

Danielli Giuliano Perez; Antonio Teruyoshi Yabuki; Carmem Silvia Fontanetti

ARTIGO 3
Caracterizacdo dos hemdcitos presentes no intestino médio do diplopodo Rhinocricus

padbergi exposto a substrato contendo lodo de esgoto

Danielli Giuliano Perez; Monika lamonte; Carmem Silvia Fontanetti
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Artigo 1

HEMOCITICAL RESPONSES TO ENVIRONMENTAL STRESS IN
INVERTEBRATES: AREVIEW

RESPOSTAS HEMOCITICAS AO ESTRESSE AMBIENTAL EM INVERTEBRADOS:
UMA REVISAO
Danielli Giuliano Perez; Carmem Silvia Fontanetti
Environmental Monitoring and Assessment, 2010 (on line)
DOI: 10.1007/s10661-010-1645-7

Resumo: Embora os invertebrados sejam conhecidos pela grande facilidade de acumulo de
poluentes presentes em seu ambiente, e muitos serem utilizados como espécies sentinelas em
estudos de biomonitoramento, pouco ainda é conhecido sobre o impacto de toxicantes sobre o
sistema imune desses animais. Nesse sentido, os hemdcitos desempenham um papel
fundamental: estas células circulam livremente através da hemolinfa dos invertebrados e
atuam no reconhecimento de materiais estranhos ao organismo, mediando e efetuando as
reacOes de defesa celular, tais como fagocitose, nodulagdo e encapsulagdo. Diferentes tipos
morfolégicos podem ser reconhecidos, mas ainda ha controvérsia entre os pesquisadores
sobre a exata classificacdo dos hemacitos, devido a diversidade de técnicas para preservacédo e
observacao dessas células. No presente trabalho, uma revisdo sobre as principais respostas de
hemdcitos ao estresse do ambiente em diferentes organismos invertebrados é apresentada,
enfatizando a contaminacdo por metais pesados. Sao discutidos pardmetros como: alteracdo
no numero de ceélulas engajadas na reacdo de defesa, atividade fagocitica, respostas

lisossomais e producédo de espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: hemécitos, imunidade de invertebrados, defesa celular, estresse ambiental,

metais pesados.
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Abstract Although invertebrates are recognized
by the great facility to accumulate pollutants
present in their environment and many of them
are used as sentinel species in biomonitoring stud-
ies, little is known about the impact of toxicants
on the immune system of these animals. In this
regard, hemocytes play a fundamental role: these
cells circulate freely through the hemolymph of
invertebrates and act on the recognition of foreign
material to the organism, mediating and effecting
the cellular defense, such as phagocytosis, nodula-
tion, and encapsulation. Different morphological
types can be recognized but still there is con-
troversy among the researchers about the exact
classification of the hemocytes due to the diversity
of techniques for the preservation and observation
of these cells. In the present study, a review on the
main hemocyte responses to environmental stress
in different invertebrate organisms is presented,
emphasizing the contamination by heavy metals.
It is discussed parameters such as: alteration in the
number of cells involved in the defense reaction,
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phagocytic activity, lysosomal responses, and pro-
duction of reactive oxygen species.

Keywords Hemocytes - Immunity
of invertebrates - Cellular defense -
Environmental stress - Heavy metals

Immune system

It is of fundamental importance for any organism
the capacity to recognize the presence of for-
eign substances through its immunological system.
Two defense systems against infectious agents
have been selected during evolution: innate im-
mune system or natural immunity and adaptive
immune system or acquired immunity. The in-
nate system can be found in all multicellular
animals, while the acquired system is phyloge-
netically young, being only found in vertebrates
(Mandato 1998; van de Braak 2002).
Invertebrates have a complex and efficient in-
nate immune system, which can be subdivided
in humoral and cellular defense responses. The
humoral response is closely related to the syn-
thesis of antimicrobial peptides (Lowenberger
2001), production of reactive oxygen and nitro-
gen intermediates (Bogdan et al. 2000), besides
the activation of enzymatic cascade that regulates
coagulation and melanization of hemolymph, re-
lease of anti-stress proteins and of certain mole-
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cules whose probable function is the opsonization
and the iron sequestration (Muta and Iwanaga
1996; Gillespie et al. 1997; Jiravanichpaisal et al.
2006). Now, the cellular defense involves re-
sponses mediated by different morphological
types of hemocytes, cells that circulate freely in
the hemolymph (Correia 2008).

There are indications that the humoral and
cellular responses are well coordinated between
themselves. Probably, there is an overlap be-
tween them, since several humoral factors affect
the hemocytes function and these, in turn, are
an important source of many humoral molecules
(Erold-Erickson et al. 2000; Lavine and Strand
2002; Jiravanichpaisal et al. 2006).

Hemocytes have the ability to discriminate for-
eign agents to the organism, mediating the recog-
nition of the material; phagocytosis, nodulation,
and encapsulation; cytotoxic reactions; coagula-
tion of the hemolymph; and injury repair (Lavine
and Strand 2002; Tzou et al. 2002; Falleiros et al.
2003; Correia 2008), it is also observed agglom-
erations of hemocytes around the stressor agent
in a kind of “trap” (Jiravanichpaisal et al. 2006).
They are also involved in the storage and dis-
tribution of the nutritive material (Russo et al.
2001; Silva et al. 2002) and in the tissue formation
(van de Braak 2002).

The terminology of hemocytes is not uniform;
the diversity of shapes and functions that these
cells can perform in the different species studied,
the different methods of preservation and obser-
vation and the divergences regarding the criteria
used to distinguish the morphologic types make
any attempt of comparison very difficult (Gupta
1979; van de Braak 2002). Therefore, the hemo-
cytes classification remains quite controversial
nowadays, since, in many times, the researchers
end up adopting their own terms to identify cel-
lular types already described by other authors.

In a review made by Johansson et al. (2000),
it is described three morphological types of
circulating hemocytes in decapods: hyaline cells,
semi-granular cells, and granular cells. In the
freshwater shrimp the hyaline cells are small,
spherical, and may contain few granules and are
capable of phagocytosis. The semi-granular cells
have variable number of small eosinophil granules
and are responsible for the encapsulation, pre-
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senting limited phagocytic activity. The granular
cells do not act in the phagocytosis and are full
of eosinophil granules, which contain activators of
prophenoloxidase (Jiravanichpaisal et al. 20006).

Both semi-granular and granular cells may
undergo degranulation when in contact with mole-
cules that are not recognized by the immune sys-
tem, releasing their content to the extracellular
media. Both can be also cytotoxic and promote
the lysis of foreign cells (Jiravanichpaisal et al.
2006).

Several authors rely only on the absence or
presence of cytoplasmatic granules and on their
relative size to characterize and classify the mor-
phological types of hemocytes. This kind of clas-
sification is very common in species of crustacean,
such as in the study conducted by Barraco and
Amirante (1992), in which the hemocytes of the
species Squilla mantis were identified as hyaline
cells (few granules), small granule hemocytes and
large granule hemocytes.

Nowadays, the most widely accepted classifi-
cation is based on a review study conducted
by Gupta (1985), in which the author groups
the hemocytes of insects into seven main types:
pro-hemocytes, plasmatocytes, granulocytes,
spherulocytes, adipohemocytes, oenocytoids, and
coagulocytes.

Pro-hemocytes exhibit high mitotic index and
are considered stem cells that will differentiate
into specific cell lines (Mandato 1998; Falleiros
et al. 2003). They are small, round or ovoid cells
with a large nucleus located centrally and cyto-
plasm restricted to a narrow band around the
nucleus; plasmatocytes are polymorphic, variable
in size, with cytoplasmatic projections and may
be binucleated; granulocytes have granulations
that frequently mask the presence of the nucleus;
spherulocytes generally are larger than the plas-
matocytes and granulocytes, having the cytoplasm
full of spherules limited by membranes of varied
sizes that can cover the nucleus; adipohemocytes
are round, variable in size, with lipid drops in
the cytoplasm; however, its identification is con-
troversial since there is a hypothesis that these
cells would be variants of plasmatocytes or gran-
ulocytes with accumulation of lipid (Bombonato
and Gregério 1995; Falleiros 1995; Faraldo 2000;
Negreiro et al. 2004); oenocytoids are large cells,
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Table 1 Functions of the
hemocytes, according
Gupta (1985)

Hemocyte types (according
Gupta 1985)

Function in immunity References

classification Pro-hemocytes

Plasmatocytes

Granulocytes

Spherulocytes

Adipohemocytes
Oenocytoids

Coagulocytes

Stem cells Mandato (1998)
Lavine and Strand (2002)
Falleiros et al. (2003)
Negreiro et al. (2004)
Jiravanichpaisal et al. (2006)
Phagocytosis Russo et al. (2001)
Nodulation Lavine and Strand (2002)
Encapsulation Negreiro et al. (2004)

Andrade et al. (2004)
Jiravanichpaisal et al. (2006)
Pech and Strand (1996)
Gillespie et al. (2000)

Recognition of
foreign material

Phagocytosis Silva et al. (2002)
Nodulation Lavine and Strand (2002)
Encapsulation Negreiro et al. (2004)

Ribeiro and Brehélin (2006)
Ratcliffe et al. (1985)
Negreiro et al. (2004)

Tissue renewal
Transport of hormones

Production of proteins Correia (2008)
Nutrition

Unknown

Production of the Mandato (1998)

phenoloxidase enzyme Lavine and Strand (2002)
Jiravanichpaisal et al. (2006)
Negreiro et al. (2004)

Xylander (2009)

Coagulation process

round with a small nucleus in relation to the cyto-
plasmatic volume; and the coagulocytes have the
cytoplasm with various vacuoles of different sizes
and that disintegrate easily in vitro (Carneiro and
Daemon 1997, 2001; Correia et al. 2005; Correia
2008).

Negreiro et al. (2004) comment that the func-
tion of the granulocytes and plasmatocytes are
related, mainly, to the phagocytosis and forma-
tion of capsule and nodule, while the oenocytoids
are cells that produce the phenoloxidase enzyme.
The spherulocytes would be related with tissue
renewal, transport of hormones, production of
certain proteins of the hemolymph, and nutrition.
Coagulocytes would be responsible for the release
of substances that trigger the coagulation process.
Now, the pro-hemocytes, as they are considered
stem cells, would not participate directly of the
defense processes (Andrade et al. 2004).

However, according to Pech and Strand (1996),
immune functions performed by a morphological
type of hemocyte in a particular species may be

carried out by a different cellular type in another
species.

The Table 1 shows the different functions of
hemocytes in immunity response.

Hemocytes ‘““versus” stress
Total and relative number of cells

The success of a defense response depends on the
quantity of hemocytes and on the cellular types
involved in the process (Russo et al. 2001). In this
sense, monitoring the number of hemocytes as a
measure of stress and/or physiologic condition has
been suggested for some invertebrates (Truscott
and White 1990; Coles et al. 1995; Pipe et al. 1999;
Lorenzon et al. 2001; Mayrand et al. 2005; Correia
2008).

Heavy metals are considered pollutants in po-
tential since they are widely distributed in the
environment, be it by natural or anthropogenic
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sources and they have been pointed out as a
threat to the health and survival of several marine,
aquatic, and terrestrial animals (Lorenzon et al.
2001).

According to Robinson and Ryan (1988),
hemocytes can transport metals intracellularly
(within the cytoplasm or in lysosomal vesicles).
Hemocytes of bivalves are known to accumulate
high levels of heavy metals, mainly in lysosomes
(Matozzo et al. 2001); the most common response
observed in these animals exposed to different
heavy metals is the increase in the number of
hemocytes in circulation (Pipe and Coles 1995).

In a study conducted by Pipe et al. (1999),
in which the authors investigated the effects of
copper exposure on the immune system of the
marine mussel Mytilus edulis, cell count by a
hemocytometer showed an increase in the number
of circulating hemocytes as well as an alteration
in the proportion of different morphologic types;
while the percentage of eosinophilic cells suffered
a significant reduction, the quantity of basophilic
cells increased in higher concentrations of the
metal. Nevertheless, this increase in the quantity
of circulating hemocytes was not significative in
the highest concentrations of copper; the authors
discuss that this may be due to the high toxicity
of the metal, causing cell death, or due to migra-
tion of the hemocytes from circulation to tissues
injured by the exposition.

Fig. 1 a-c Histological sections of Mytella falcata gill
filaments. a Animals from less impacted site; b, ¢ animals
from more impacted site; b hemolymph vessel filled with
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In a similar study, using the same methodol-
ogy, Coles et al. (1995) had already investigated
the effects of cadmium exposure on the immune
system of M. edulis. The results also showed an
increase in the total number of circulating hemo-
cytes; on the other hand, the exposition to the
metal did not provoke significative changes in
the proportion of the different morphological cell
types.

Mayrand et al. (2005) conducted a study in
which it was analyzed the hemocyte responses of
M. edulis when it was transferred from an indus-
trialized place to a region without contamination
by industry. It was verified by counting the num-
ber of cells by a hemocytometer that the mussels
exposed for a long period to the conditions of
industrialization presented a higher quantity of
hemocytes when compared to native mussels of a
clean area, and that after the transference from a
contaminated place to another non-contaminated,
the number of hemocytes was reduced.

David et al. (2008) analyzed morphological al-
terations in gills of Mytella falcata from three
sites of a estuary with different contamination
levels. Among the alterations it was verified an
increase in the number of hemocytes in the
hemolymph vessels as well as invasion of the
hemocytes in the gill epithelium (Fig. 1). The au-
thors discuss that such tissue responses indicate
defense mechanisms and may be related to the

hemocytes; ¢ invasion of hemocytes into the epithelium
(arrow). Scale bars = 10 um (David et al. 2008)
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Fig. 2 a, b Histological sections of the midgut of R. pad-
bergi stained with hematoxylin and eosin. Group exposed
to sewage sludge. Note the agglomeration of hemocytes

reabsorption process of old or injured epithelial
cells.

Radford et al. (2000) studied the effects of
metal pollution in the behavior of the hemo-
cytes of the tunicate invertebrate Styela plicata.
They observed that the animals exposed to the
toxicants presented an increase in the circulating
hemocytes. Furthermore, the immunohistochem-
ical analyses of the pharynx showed differences
in the distribution of the cells in the tissue of the
exposed animals in relation to the non-exposed
animals, which was not observed in the control
group. The authors discuss that such cell accu-
mulation may indicate an inflammatory process
involved in the repair of the epithelial lesion.

in (a). e epithelium, fb fat body, & hemocyte, m/ muscular
layer. Magnification, x 1,200

Similar hemocitical responses were observed
through histological analysis in the diplopod
Rhinocricus padbergi exposed to substrate con-
taining sewage sludge. Some studies have shown
an increase in the number of hemocytes between
the fat body cells of midgut of exposed animals
as well as formation of several agglomerations of
these cells (Figs. 2 and 3), indicating a tissue injury
with inflammatory process (Perez and Fontanetti
2008; Godoy and Fontanetti 2009; Nogarol and
Fontanetti 2010).

Auffret and Oubella (1997) exposed oyster
of the species Crassostrea gigas to xenobiotics
identified in a polluted estuary. They observed
changes in the hemocytes aggregation behavior

Fig. 3 a, b Histological sections of R. padbergi midgut exposed to sewage sludge. e epithelium, fb fat body, & hemocyte, ml
muscular layer, arrow in (a) agglomeration of hemocytes. Magnification, a x100; b x1,000 (Godoy and Fontanetti 2009)
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according to the chemical used and advocated
that the aggregation activity of these cells may
be altered by the stress induced by environmental
contamination.

Increase or decrease in the total number of
blood cells are considered a common responses to
stressors present in the environment.

There are reports that the increase in the num-
ber of these cells in response to a determined type
of stress can be reversible (Oubella et al. 1993).
This suggests that such increase happens due to
stimulation of the hemocytes migration from the
tissues (Cajaraville et al. 1996), and not by cellular
proliferation, which may or may not result in alter-
ations in the proportion of the different morpho-
logical types, depending on the distribution of the
types of hemocytes in the organism tissues (Coles
et al. 1995; Pipe et al. 1999).

There are still divergences among the re-
searchers in relation to the existence or not of
the proliferation of circulating hemocytes. Prob-
ably, the variation in the number of hemocytes is
regulated by release of cells from the hematopoi-
etic tissue complemented by cellular migration
between the several tissues of the organism.
Hematopoiesis is the process by which the hemo-
cytes mature and enter in the circulation; they
are constantly produced to replace those that died
or that were metabolically damaged. However,
the rate that this process occurs can be altered
by the influence of several environmental factors
(Johansson et al. 2000; Jiravanichpaisal et al.
2006).

In a study carried out by Sorvari et al. (2007),
in which it was analyzed the effect of heavy metals
on the immune response of ant colonies of the
species Formica aquilonia, it was verified that
moderate levels of heavy metals led to an increase
in the encapsulation performed by the hemo-
cytes, while high doses suppressed the immune
system.

Pipe et al. (1999) alert that although the in-
crease in the number of hemocytes is a common
response to environmental stress it cannot be seen
as a rule. According to Pipe and Coles (1995), the
decrease in the total number of hemocytes under
stress conditions can be consequence of cellular
lysis, reduced recruitment or movement of the
cells from the circulation to the tissues.
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According to Lorenzon et al. (2001), exposure
to pollutants may cause an expressive diminish-
ing in the amount of circulating hemocytes in
the hemolymph. The authors exposed the shrimp
Palaemon elegans to different concentrations of
heavy metals diluted in saltwater and concluded
that the number of circulating hemocytes counted
in a hemocytometer significantly decreased in the
animals exposed to the different heavy metals
tested. They argue that the change in the quantity
of hemocytes will also depend on the exposure
time to the pollutant, the pollutant nature, its
concentration, and of the species chosen for the
study.

Victor (1993) investigated the behavior of the
hemocytes in the crab Paratelphusa hydrodro-
mous exposed to sub-lethal doses of cadmium.
The total count of cells in the hemocytome-
ter showed a drastic reduction in the number
of circulating hemocytes, while the differential
count demonstrated a variation in the percentage
of morphological types after the exposition; the
stress reduced the quantity of hyalinocytes and
eosinophilic granulocytes and increased the num-
ber of pro-hemocytes and intermediary granulo-
cytes, according to the classification adopted by
the author. In the referred study, the gills of the
exposed crabs were also analyzed histologically,
being verified the hemocytes aggregation around
the injured tissue and invasion of granulocytes in
the gill epithelium.

Similarly, specimens of the crab Cancer irrora-
tus, collected in a site of sewage discharge, also
presented hemocytes aggregation in the gills, in-
dicating a probable answer to the contamination
by heavy metals (Greig et al. 1982).

On the other hand, a study carried out by
Truscott and White (1990), in which the re-
searchers examined the effects of heavy metals
(copper, cadmium, and mercury) on the immune
system of the crab Carcinus maenas, concluded
that the hemocytes of the analyzed species are
tolerant to the stress by heavy metals, not being
observed significative changes in the number of
these cells in the exposed animals.

According to Olabarrieta et al. (2001), hemo-
cytes can accumulate toxicants present in the
environment, which confer a certain resistance
to stress by heavy metals. Ahearn et al. (2004)
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verified that ions of zinc are sequestered and cap-
tured by circulating hemocytes as a detoxification
process in the lobster Homarus americanus. In
oysters, the hemocytes accumulate copper and
zinc in vesicles limited by the membrane (Pirie
et al. 1984). However, when exposed to very high
concentrations of heavy metals, the hemocytes
may suffer deleterious effects, such as the loss of
the cytoskeleton integrity.

In general, all the organisms have mechanism
of cellular defense that can be involved in the
detoxification process of heavy metals, which
leads to a certain tolerance to the stress caused
by such elements (Hall 2002). Hemocytes of mol-
lusks are known to synthesize metallothioneins
after exposure to cadmium (Roesijadi et al. 1997).
Metallothioneins are intracellular proteins of low
molecular weight, responsible for maintaining the
homeostasis of essential metals and are found
in animals, higher plants, eukaryotic microorgan-
isms, and in several prokaryotes (Klaassen et al.
1999; Vasak 2005). The fact that they exert oxi-
dant activities suggests that one of their functions
is to protect the cell against the action of free rad-
icals (Andrews 2000). Metallothioneins are active
in the defense against harmful effects caused by
heavy metals, by binding to them by residues of
cysteine (Park et al. 2001; Coutinho and Barbosa
2007). Metallothioneins have a key role in the
detoxification of heavy metals when their intracel-
lular concentration exceeds that necessary for the
metabolic functions (Ahearn et al. 2004).

The increase or decrease in the total and/or
differential number of circulating hemocytes in
a certain organism may reflect several factors,
such as physiological stress, exposure to pollu-
tants, changes in the temperature and salinity, life
stage, nutrition level as well as the occurrence of
illnesses (Oliver and Fisher 1995; Lorenzon et al.
2001; van de Braak 2002).

Oliver and Fisher (1995) observed an increase
in the number of hemocytes counted in a hemo-
cytometer after they experimentally infected two
species of bivalves. The authors also verified that
the amount of hemocytes varied according to
the temperature and salinity in Crassostrea vir-
ginica. According to van de Braak (2002), the
increase in the temperature of the water may
elevate the number of circulating hemocytes in the

hemolymph due to a higher rate and force of heart
pumping, although this is not a rule, there are a
conjunction of factors.

Phagocytic activity

Heavy metals, as the other environmental tox-
icants, are capable of altering the phagocytic
activity of the hemocytes. Depending on the expo-
sure time, nature, and concentration of the heavy
metal, the phagocytosis carried out by the hemo-
cytes can be stimulated, inhibited or not suffer any
kind of modification (Coles et al. 1995).

In a study conducted by Olabarrieta et al.
(2001), using a suspension of neutral red-stained
zymosan, it was verified that hemocytes of the
mussel Mytilus galloprovincialis exposed in vitro
to cadmium presented a significant increase in
the phagocytic ability, showing that the metal can
enhance the capacity of cellular defense. Similarly,
Coles et al. (1995) and Pipe et al. (1999) observed
that hemocytes of bivalves exposed in vivo to
certain concentrations of heavy metals may have
their phagocytic activity stimulated.

However, Matozzo et al. (2001), studying the
effects of copper and cadmium on the hemocytes
of the mollusk Tapes philippinarum, verified a
significative decrease in the phagocytic activity of
the hemocytes of the animals exposed to copper,
while no inhibition was observed in those cells
exposed to cadmium. This shows that the hemocit-
ical response under stress conditions by heavy
metals will depend on the nature and concentra-
tion of the metal. The phagocytosis index was
expressed as the percentage of cells containing in-
gested yeast particles (Saccharomyces cerevisiae).

Aulffret et al. (2002) also observed a severe de-
crease in the phagocytosis of hemocytes of oyster
of the species Ostrea edulis exposed to cadmium
and copper in relation to a control group.

Reduction in the phagocytic activity may be
due to changes in the cell cytoskeleton provoked
by the heavy metal; the hemocyte under stress lose
the ability to adhere to the substrate and interact
with foreign particles (Matozzo et al. 2001).

Sauvé et al. (2002) analyzed the phagocytic
activity of hemocytes in several species of bivalves
exposed to different metals (silver, cadmium,
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mercury, and zinc). The results showed a species-
specific hemocitical response; the sensitivity to
metals varied according to the species, although
the organisms were similar and belonging to the
same taxonomic group. In some species, low con-
centrations of mercury, zinc, and cadmium stim-
ulated the phagocytosis; however, in high doses,
all the tested metals induced an inhibition. They
used flow cytometry to quantify the phagocytosis
of fluorescent microspheres by hemocytes.

Indeed, some studies have demonstrated that
the hemocytes activity may be stimulated in low
concentrations of contaminants and inhibited in
high concentrations (Fisher et al. 1990; Pipe et al.
1999).

Lysosomal responses and production of reactive
oxygen species

Besides alterations in the quantity of cells mo-
bilized for cellular defense and phagocytic ac-
tivity, the environmental stress may affect other
parameters related to the hemocytes behavior.
Giamberini and Pihan (1997) assessed the lyso-
somal responses of the hemocytes of the mussel
Dreissena polymorpha experimentally exposed to
high concentrations of zinc and lead. The results
showed an increase in the number and/or size of
the lysosomes in the hemocytes of the exposed
animals, although it has not been a response de-
pendent on the dose or the exposure time.
Snyman et al. (2000) investigated the use of
lysosomal responses of hemocytes of the common
garden snail Helix aspersa as bioindicator of stress
resulted from the exposition to a fungicide copper
based. The authors analyzed the retention time
of neutral red, since the efflux of the lysosomal
content to the cytosol can be measured by the re-
tention time of such substance. According to this
method, the dye is sequestered for the lysosomal
compartment when living cells are pre-incubated
with neutral red. The assessment of the dye leak-
age to the cytosol by microscope can characterize
damages in the lysosome membranes and the time
that the dye takes to reach the cytosol is related
to the damage degree of the membranes. The
evaluation of lysosome membrane permeability
by retention of neutral red is a practical and very
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used method, since lysosomes are the target of
many pollutants (Lowe and Pipe 1994; Viarengo
et al. 2007; Freire et al. 2008).

They verified that the retention time of neutral
red decreased progressively with the increase in
the fungicide concentration, concluding that both
the concentration and the exposure time to the
toxicant may influence the lysosomal responses of
the hemocytes.

Lysosomes are known for their involvement
in the accumulation and detoxification of or-
ganic and/or metallic xenobiotics (Giamberini
and Pihan 1997). According to Pipe (1992) and
Winston et al. (1996), the lysosomal compartment
is an important place of generation of reactive
oxygen species (ROS) inside the hemocyte. ROS
production constitutes one of the functions of the
hemocytes in the organism defense and may be
stimulated by the presence of toxicants in the or-
ganism, mainly in moderate concentrations; high
concentrations of chemicals may lead to suppres-
sion in the production. The hemocytes protect
themselves against the oxidative stress by enzy-
matic antioxidants (superoxide dismutase, cata-
lase, and glutathione peroxidase); the activity of
such enzymes may also be affected by contami-
nants, causing oxidative damages to the cell (Pipe
and Coles 1995).

Fisher et al. (2000) analyzed the defense of
oyster of the species C. virginica, collected in
different sites with varied contamination levels.
They observed that oyster from sites with higher
concentrations of xenobiotics, especially specific
metals, exhibited higher generation of superox-
ide by hemocytes, besides the high density and
mobility of these cells. The authors discuss that
the increase in the parameters of internal de-
fense in contamination conditions may reflect the
detoxification process carried out by hemocytes.

In another study carried out with the species C.
virginica, in which the animals were exposed to
cadmium, Roesijadi et al. (1997) verified that high
concentrations of the heavy metal suppressed the
production of ROS by hemocytes, suggesting that
cadmium is immunotoxic to this species.

Moreover, where it is verified a reduction in the
phagocytic activity of the hemocytes due to stress,
the metabolic process triggered by it may also be
affected; one of this process is the production of
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ROS, which may suffer suppression (Auffret et al.
2002).

Final considerations

The study of the components of the immune sys-
tem may provide a measure of the health state of
an organism and of the stress level resulted from
environmental contamination (Pipe et al. 1999).
According to Wong et al. (1992), the effects of
exposition to contaminants may be assessed by
cellular and functional parameters of the immune
system of sentinel species. In this sense, little
has been studied about the impact of different
toxicants on the immune system of invertebrates,
although they are known for easily accumulate
pollutants.
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Resumo

Né&o hé informacdes disponiveis na literatura sobre os tipos celulares circulantes na hemolinfa
do diplopodo Rhinocricus padbergi, espécie que vem sendo utilizada com éxito como
bioindicadora de solos impactados, e que tem apresentado como resposta ao estresse uma
alteracdo no numero de hemdcitos encontrados nos tecidos injuriados. Para que seja
esclarecida a funcdo dessas células no processo de defesa do diplopodo, a caracterizacao
morfologica dos diferentes tipos celulares torna-se essencial. Assim, o presente trabalho
objetivou caracterizar morfofisiologicamente os hemdcitos circulantes na hemolinfa da
espécie R. padbergi, por meio da técnica do esfregaco e da analise ultra-estrutural, seguindo a
nomenclatura proposta por Gupta (1985) para a classificacdo. A partir das analises realizadas,
foram identificados trés tipos morfologicos de hemdcitos circulantes na hemolinfa dessa
espécie: pro-hemacitos, plasmatocitos e granuldcitos (subtipos I e 1), sendo os granuldcitos
as células mais abundantes. Também foram observadas células com caracteristicas
intermediarias entre pro-hemacitos e plasmatdcitos e entre plasmatdcitos e granulécitos,

sugerindo uma provavel diferenciacdo celular na hemolinfa desta espécie.

Palavras-chave: milipede; hemdcito; morfologia celular; ultra-estrutura.
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1. Introducéo

Os diplépodos fazem parte da macrofauna do solo e sdo animais importantes para a
aeracdo, humificacdo e enriquecimento do mesmo. S&o tipicos de habitats umidos e com
grande disponibilidade de material organico, sendo geralmente encontrados nos lugares
sombrios das matas, vivendo sob folhas caidas, cascas e troncos apodrecidos. Alimentam-se
de detritos, matéria organica em decomposicdo, frutas e pequena quantidade de minerais do
substrato em que sdo encontrados. Pelos seus habitos, tém sido apontados como bons
indicadores ambientais em analises de solo (HOPKIN et al.,, 1985), uma vez que, ao
revolverem o substrato, podem entrar em contato direto com potenciais contaminantes.

O aumento do numero de hemacitos, células circulantes na hemolinfa e engajadas no
processo de defesa do organismo, tem sido uma resposta comumente observada no intestino
médio de dipldépodos expostos a condicbes de estresse em laboratério (GODOY;
FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a, b; PEREZ; FONTANETTI,
2010a; SOUZA; FONTANETTI, 2011); de fato, dados na literatura indicam que o aumento do
numero total de hemacitos e a formacdo de aglomerados dessas células em diferentes tecidos
do organismo é uma das principais respostas ao estresse ambiental em muitos invertebrados
utilizados como espécies sentinelas, como demonstrado por Perez e Fontanetti (2010b) em
uma revisdo recente. Assim, 0 monitoramento do nimero de hemdcitos como uma medida de
estresse tem sido sugerido para alguns invertebrados (TRUSCOTT; WHITE, 1990; COLES et
al., 1995; PIPE et al., 1999; LORENZON et al., 2001; MAYRAND et al., 2005; CORREIA,
2008).

Porém, de acordo com Russo et al. (2001), o sucesso de uma resposta de defesa
depende ndo somente do nimero de hemdcitos, mas também dos tipos celulares envolvidos
no processo. Neste sentido, a terminologia dos hemaocitos ndo é uniforme e sua classificacéo
ainda gera muitas controvérsias, sendo que, muitas vezes, pesquisadores acabam adotando
seus proprios termos para identificar tipos celulares ja descritos por outros autores, tornando
confusa a identificacdo das células e dificultando qualquer tentativa de comparacéo entre as
espécies.

A classificagdo mais aceita entre os pesquisadores é aquela proposta por Gupta (1985)
para hemacitos de insetos, em que o autor descreve sete tipos principais, de acordo com 0s
aspectos morfoldgicos:  pro-hemacitos, plasmatocitos, granulécitos,  esferuldcitos,
adipohemacitos, oenocitdides e coagulécitos.

Com relacgdo a caracterizagdo e classificacdo de hemdcitos de diplopodos, os estudos
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sdo raros, destacando-se apenas o trabalho de Ravindranath (1973), conduzido com a espécie
Thyropygus poseidon e, mais recentemente, os de Xylander e Nevermann (2006) e Xylander
(2009), onde os autores caracterizaram o0s tipos celulares de Rhapidostreptus virgator e
Chicobolus sp.

Devido aos estudos recentes com a espécie R. padbergi como bioindicadora de solos
impactados, em que uma alteragdo no numero de hemdcitos foi evidenciada em varios
trabalhos, é importante investigar a funcdo dessas células no processo de defesa dos animais;
para isso, a descricdo dos tipos morfologicos de hemdcitos nesta espécie torna-se essencial.
Assim, o presente trabalho objetivou caracterizar morfofisiologicamente os hemdcitos
circulantes na hemolinfa do diplépodo R. padbergi, por meio da técnica do esfregaco e da

analise ultra-estrutural.

2. Material e Métodos

Para a coleta da hemolinfa, foram utilizados 15 individuos de R. padbergi, coletados
no campus da Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus de Rio Claro, SP. Uma
seringa contendo solucdo anticoagulante (Solucdo de Alsever) foi inserida na regido

imediatamente abaixo da cabega do animal.

2.1. Esfregaco

Ap0s a coleta, cada gota de hemolinfa foi transferida para uma lamina limpa, sendo
entdo realizado o esfregaco e a secagem ao ar por 20 minutos, para melhor adesdo dos
hemacitos a lamina. A fixagdo do material foi feita em metanol e a coloragdo com solugédo

Giemsa por 7 minutos.

2.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para a analise ultra-estrutural, a hemolinfa foi fixada em solu¢do Karnovsky. Apos
lavagem em tampdo cacodilato de sédio 0.1M (pH = 7.2), o material foi pos-fixado em
tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, desidratado em alcool (70%, 90%, 95% e 100%) e
embebido em mistura de resina Spurr. Secc¢Bes finas obtidas por ultra-micrétomo foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo para analise e documentacdo com
microscopio eletronico de transmissdo Philips CM100. A cada etapa do protocolo, 0 material

foi centrifugado a 3000 rpm para a decantacdo dos hemacitos.
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3. Resultados

A partir das analises morfoldgicas realizadas sob microscopia de luz e microscopia
eletronica de transmissdo, foram identificados os seguintes tipos de hemaocitos na hemolinfa
do diplépodo R. padbergi, sendo aqui adotada a classificagdo e nomenclatura proposta por
Gupta (1985):

- Pro-Hemacitos:

Estas células sdo menores que os demais tipos morfoldgicos, arredondadas, ndcleo
esférico e central, ocupando quase todo o volume celular; o citoplasma é homogéneo e restrito
a uma pequena faixa ao redor do nucleo (Figs. 1A, B).

Os pré-hemdcitos foram visualizados poucas vezes no esfregaco da hemolinfa,
corando-se fracamente pela solugcdo Giemsa. Ndo foram detectados através da microscopia

eletronica de transmisséo.

- Granulocitos:

Os granulécitos foram o tipo morfolégico mais abundante na hemolinfa do diplépodo
R. padbergi.

Foram observadas células de tamanhos e formas varidveis, mais comumente
arredondadas ou ovais. O citoplasma apresentou projecdes citoplasmaticas e alguns vacuolos
elétron-lGcidos, nucleo central ou excéntrico, redondo ou alongado, muitas vezes mascarado
pela presenca de numerosos granulos citoplasmaticos elétron-densos, principal caracteristica
destas células.

Quanto ao tamanho dos granulos, foram observados no esfregaco granulécitos com
granulos finos (Fig. 1C) e granulécitos com granulos bem mais grosseiros (Fig. 1D).

\erificou-se também a existéncia de dois subtipos morfologicos de granuldcitos, o0s
quais serdo aqui denominados como granuldcito | e granulécito II.

O granulécito | apresenta o citoplasma quase que inteiramente preenchido com
granulos, os quais geralmente encobrem a presenca do nucleo. O citoplasma apresenta-se
mais basofilo (Fig. 1E).

O granuldcito 1l aparentemente apresenta menor quantidade de granulos, os quais
aparecem mais espalhados no citoplasma, fazendo com que o nucleo permaneca bem
evidente; ja o citoplasma desta célula € mais acidofilo quando comparado ao granulécito |
(Fig. 1F).
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Sob microscopia de luz, devido a grande quantidade de granulos e citoplasma basofilo,
o granuldcito | apresenta um aspecto mais escuro. Ja no granuldcito 11, os granulos dispersos
no citoplasma acidofilo séo mais evidentes (Fig. 1G).

Os dois subtipos de granulécitos foram também detectados sob microscopia eletronica
de transmissao (Fig. 3A). A analise ultra-estrutural dessas células revelou que o granuldcito |
(Fig. 3B) possui o citoplasma mais elétron-denso, enquanto o granulécito 1l (Fig. 3C)
geralmente apresenta maior nimero de vactolos no citoplasma, sendo este menos elétron-

denso.

- Plasmatocitos:

No esfregago, foram observadas células polimdrficas com projecdes citoplasmaticas,
variaveis em tamanho, nucleo central, redondo ou ovalado. Podem ser agranulares ou conter
poucos granulos no citoplasma (seta na Fig. 1H; Figs. 2A, B). Sob microscopia de luz, os
plasmatdcitos agranulares se diferenciam dos pro-hemdcitos por serem aparentemente
maiores e por apresentarem maior quantidade de citoplasma ao redor do nucleo (Fig. 2C).

Na andlise ultra-estrutural, frequentemente foram vistos plasmatdcitos repletos de
vacuolos elétron-ltcidos (Fig. 4A).

Foram bastante observadas também células com caracteristicas intermediarias entre
pré-hemdcitos e plasmatdécitos (Figs. 2D, E) e entre plasmatdcitos e granuldcitos (Figs. 2F, G

e 4B), indicando provavel diferenciacdo celular na hemolinfa.

4. Discussao

Os hemocitos constituem a barreira final do sistema de defesa dos artropodos
(NEGREIRO et al., 2004; CORREIA et al., 2005) e diferentes tipos morfologicos podem ser
identificados.

Muitos estudos tém se voltado para a morfologia e fisiologia de hemdcitos de insetos,
enquanto informacdes similares sobre os hemaocitos de outros grupos de artropodos séo raras
e, geralmente, baseadas em descricdes feitas para a Classe Insecta, em que se destacam 0s
trabalhos de reviséo realizados por Jones (1962) e Gupta (1985).

Em miridpodos, os hemdcitos mais numerosos sdo os granuldcitos, também
conhecidos como hemdcitos granulares, seguidos pelos plasmatocitos (XYLANDER,;
NEVERMANN, 2006; XYLANDER, 2009). As analises do presente estudo confirmam que o

mesmo ocorre para o diplopodo R. padbergi, uma vez que o tipo morfoldgico
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predominantemente observado na hemolinfa dessa espécie foram hemdcitos granuldcitos,
sendo também verificada, em frequéncia menor, a presenca de plasmatdcitos.

Em relacdo aos tipos morfologicos encontrados, nossos dados se assemelham aos de
Xylander e Nevermann (2006), em um estudo sobre os hemdcitos dos diplépodos
Rhapidostreptus virgator e Chicobolus sp., em que se verificou a presenca de pré-hemacitos
(aproximadamente 5% do total de hemdcitos em ambas as espécies), plasmatocitos (27% e
39%, respectivamente) e granuldcitos (68% e 56%, respectivamente), ndo sendo identificados
esferuldcitos, adipohemacitos e oenocitoides.

Em uma revisdo recente feita por Xylander (2009), em que o autor compila 0s
resultados encontrados por seu grupo de pesquisa sobre hemdcitos de miriapodos, sdo
lancadas as seguintes hipdteses: em Myriapoda, os esferulocitos seriam um tipo celular
restrito aos quilépodos; os adipohemacitos representariam um artefato durante a obtencao da
hemolinfa, sendo células originarias do corpo gorduroso subepidérmico; e 0s oenocitdides,
ndo observados durante as investigaces, seriam restritos a um curto periodo anterior ao
crescimento do animal, ndo podendo ser verificados em espécimens maduros, geralmente
utilizados para os estudos.

Em um trabalho de revisao sobre hemadcitos de insetos, conduzido por Lavine e Strand
(2002), os autores comentam que granulécitos e plasmatdcitos geralmente compreendem mais
de 50% da populacéo de hemacitos. Tais células sdo reconhecidas como as mais eficientes nos
principais mecanismos de defesa, como fagocitose, encapsulacdo e nodulacdo (PECH,;
STRAND, 1996; GILLESPIE et al., 2000; LAVINE; STRAND, 2002; PEREZ
FONTANETTI, 2010b). Falleiros e Gregorio (1995) enfatizam que plasmatécitos e
granulécitos sdo as células com maior capacidade fagocitica, utilizando enzimas lisossomais
para destruir o invasor.

Os agentes invasores que sdo aprisionados por fagocitose sdo destruidos por um
sistema denominado sistema profenoloxidase (proPO), o qual constitui uma complexa cascata
de enzimas que converte a pro-enzima profenoloxidade na enzima fenoloxidase, tendo um
papel importante na sintese de melanina (GREGORIO, 1997; NEGREIRO et al., 2004). O
sistema proPO ¢ responsavel pela polimerizacdo e deposicdo de melanina sobre a particula
estranha durante a reacdo de defesa. A melanina depositada constitui uma camada que impede
a liberacdo de material toxico para a hemolinfa ao redor, além de proibir a tomada de
nutrientes por um possivel parasita (XYLANDER, 1992).

Krishnan e Ravindranath (1973) relataram que o sistema proPO em cinco espécies de

milipedes ocorre principalmente em granuldcitos. Em uma revisao feita por Negreiro et al.
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(2004), os autores comentam que a fenoloxidase faz parte de uma cascata enzimatica ativada
pelos granuldcitos através da exocitose de fatores sinais, 0 que acarreta na sintese de proteinas
que aumentam a adesividade dos plasmatocitos ao invasor, além de intensificar a exocitose de
outros granulécitos.

De acordo com Pech e Strand (1996), os granuldcitos e plasmatdcitos atuam em
conjunto na encapsulagédo de corpos estranhos, sendo incapazes de realizar esse processo
independentemente. Os autores investigaram 0 processo de formacdo da cépsula por
hemdacitos no inseto Pseudoplusia includens e concluiram que a encapsulacdo envolve trés
etapas: primeiramente, os granuldcitos aderem ao corpo estranho, formando uma camada
Unica de células; em seguida, pode ser observada a adesdo de mdultiplas camadas de
plasmatdcitos e, por fim, uma subpopulacdo de granuldcitos forma uma monocamada na
periferia da capsula. Além disso, foi verificado que os plasmatocitos ndo aderem ao alvo sem
que os granulécitos tenham iniciado o processo. Dessa forma, os autores concluiram que 0s
hemacitos granuldcitos sdo requeridos para iniciar, mediar e terminar a encapsulacao.
Segundo Gillespie et al. (1997), a liberacdo do conteudo granular dos granulécitos é
responsavel por atrair os plasmatocitos para formar a capsula.

No presente estudo, foram observadas no esfregaco da hemolinfa células com
caracteristicas intermediarias entre pré-hemdcitos e plasmatocitos, e entre plasmatdcitos e
granulocitos. Observacdes de células com morfologia intermediéria entre tipos de hemacitos
tém sido comuns na literatura (RATCLIFFE et al., 1985; GUPTA, 1985; GREGORIO, 1997;
SILVA et al., 2002; FALLEIROS et al.,, 2003; XYLANDER, 2009), porém, permanecem
ainda muitas controvérsias a respeito dos estagios de diferenciacdo entre os tipos de
hemacitos.

A maioria das células envolvidas na resposta imune sdo derivadas do tecido
hematopoiético, onde ocorre a hematopoiese, processo pelo qual os hemaocitos amadurecem e
entram na circulacdo. A formacéo de células maduras envolve a proliferacdo e diferenciacéo
de células hematopoiéticas indiferenciadas, sendo que os hemdcitos mortos ou danificados
sdo constantemente substituidos pelas novas células sintetizadas; a frequéncia com que este
processo ocorre ird depender da influéncia de fatores ambientais (JOHANSSON et al., 2000;
JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

O mecanismo que envolve a liberagdo das células formadas no tecido hematopoiético
para a circulacdo permanece incompreendido para a maioria dos invertebrados, embora este
tecido tem sido bem estudado morfologicamente em crustaceos (JIRAVANICHPAISAL et al.,

2006). Especificamente em diplépodos, carecem estudos sobre o tema.
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Segundo Ratcliffe et al. (1985), a diferenciagdo de hemdcitos em insetos ndo esta
limitada aos Orgdos derivados do tecido hematopoiético, podendo ocorrer também na
circulacéo.

Falleiros et al. (2003) observaram células com caracteristicas intermediarias entre pro-
hemdcitos e plasmatdcitos e entre plasmatocitos e granuldcitos na hemolinfa do lepidoptero
Diatraea saccharalis. Além disso, verificaram um decréscimo simultdneo no namero de proé-
hemdcitos e plasmatdcitos com o aumento de plasmatocitos e granulocitos, respectivamente.
Dados semelhantes aparecem nos trabalhos de Ratcliffe et al. (1985), Gupta (1979, 1985) e
Xylander (2009).

Gupta (1985), em ampla revisdo bibliografica, elaborou um esquema geral, no qual 0s
pré-hemdacitos originariam os plasmatocitos, e estes, os granuldcitos. Os granulocitos, por sua
vez, dariam origem aos esferuldcitos.

Na presente analise, ndo é possivel afirmar que os pro-hemacitos e os plasmatécitos se
diferenciaram em plasmatocitos e granuldcitos, respectivamente; para isso, diferentes
metodologias seriam necessarias. Porém, sugere-se que existam diferentes estagios de
diferenciacéo celular na hemolinfa do diplépodo R. padbergi. Da mesma forma, com relacéo
aos dois tipos morfologicos de granuldcitos identificados, ndo se pode concluir se
representam diferentes estagios de maturagdo do mesmo tipo de hemdcito ou se correspondem
a populaces distintas. Para que tais questdes sejam esclarecidas, estudos adicionais sobre 0s

hemdacitos dessa espécie tornam-se necessarios.

5. Conclusao

Trés tipos morfologicos de hemdcitos puderam ser claramente identificados na
hemolinfa do diplépodo R. padbergi: pro-hemocitos, granuldcitos e plasmatocitos. Os
granulécitos foram as células predominantes e puderam ser distinguidos dois subtipos
morfoldgicos destas células. Também foram observadas células com morfologia intermediaria
entre pré-hemdcitos e plasmatocitos, e entre plasmatécitos e granuldcitos, sugerindo uma

possivel diferenciacéo celular na hemolinfa desta especie.
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Legendas

Figura 1 A — H. Hemdcitos circulantes na hemolinfa do diplépodo R. padbergi, obtidos pela
técnica do esfregaco e corados com solugdo Giemsa. A, B. Pro-hemdcitos; C. Granuldcito
com granulos finos; D. Granulécito com granulos grosseiros; E. Granuldcito I; F. Granul6cito
IlI; G. Granulécito | (GR 1) e granuldcito Il (GR 11); H. Granuldcito | (GR 1) e plasmatécito
(seta).

Figura 2 A — G. Hemdcitos circulantes na hemolinfa do diplépodo R. padbergi, obtidos pela
técnica do esfregaco e corados com solucdo Giemsa. A, B, C. Plasmatdcitos; D, E. Células
com caracteristicas intermediarias entre pré-hemdcito e plasmatocito; F, G. Células com

caracteristicas intermediarias entre plasmatocito e granulocito.

Figura 3 A - C. Micrografias eletrdnicas de hemdcitos circulantes na hemolinfa do diplépodo
R. padbergi. A. Granulocito | (GR 1) e granuldcito 11 (GRII); B. Granulécito I; C. Granulocito
.

g = granulo; n = nucleo; v = vacuolo.

Figura 4 A - B. Micrografias eletrénicas de hemacitos circulantes na hemolinfa do diplépodo
R. padbergi. A. Plasmatdcito. B. Célula com caracteristicas intermediarias entre plasmatocito
e granulocito.

g = granulo; n = nucleo; v = vacuolo.
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Resumo

A utilizacdo do lodo de esgoto na recuperacdo de solos degradados e como fertilizante
agricola tem gerado inimeras discussdes no meio cientifico, devido ao risco de contaminacao
do ambiente por este residuo. Estudos recentes apontam o diplépodo Rhinocricus padbergi
como organismo-teste eficiente na avaliacdo do potencial toxico de lodo de esgoto. A anélise
histologica do intestino médio tém sido usada como um bom biomarcador, e uma das
respostas observadas é a aglomeracdo de hemacitos no tecido, como um provavel mecanismo
de defesa do organismo. Por meio das técnicas histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural,
este trabalho teve como objetivo caracterizar morfologicamente os hemacitos presentes no
intestino médio de individuos da espécie R. padbergi expostos a substratos contendo lodo de
esgoto, bem como inferir a fungdo dos tipos celulares no processo de defesa. Através das
analises, foram identificados dois tipos morfoldgicos de hemdcitos: granuldcitos (subtipos | e
I) e plasmatdcitos, sendo os granulécitos as células mais abundantes. Também puderam ser
observadas células com caracteristicas intermediarias entre plasmatocitos e granuldcitos,
indicando uma provavel diferenciacdo celular no tecido. Sugerimos a atuagdo em conjunto

desses dois tipos celulares no processo de defesa em resposta ao lodo.

Palavras-chave: milipede; hemdcito; histologia; ultra-estrutura; lodo de esgoto.
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1. Introducéo

Diante da constante liberagcdo de substancias potencialmente danosas no ambiente, faz-
se necessario conhecer sua acdo sobre os organismos ali presentes. Neste sentido, uma das
grandes preocupagdes da comunidade cientifica é a destinacdo do residuo gerado apds o
tratamento do esgoto nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES), isto €, o lodo de esgoto.
Devido ao alto teor de matéria organica e de nutrientes no lodo, tem sido muito cogitada sua
utilizacdo como fertilizante na agricultura e como condicionador de solos; entretanto, o lodo
pode também conter contaminantes como metais pesados, compostos organicos toxicos e
persistentes e agentes causadores de doencas, 0 que pde em discussdo 0 uso agricola deste
residuo (BOEIRA et al., 2002; CORAUCCI FILHO et al., 2003; BETTIOL; CAMARGO,
2006; CAI et al., 2007; KITAMURA et al., 2008; CAMARGO et al., 2008; MIELLI et al,
2009).

De acordo com a procedéncia, o lodo pode ser classificado em doméstico ou
industrial. Bettiol e Camargo (2006) afirmam que mesmo aqueles lodos de origem
exclusivamente doméstica geralmente contém concentracdes de metais maiores que aquelas
encontradas no solo, o que pode levar aos problemas de contaminagdo da cadeia alimentar e
lixiviagéo.

Diante disto, torna-se importante investigar a agdo que os constituintes do lodo podem
ter na fauna caracteristica do solo onde o mesmo sera aplicado. Pelos seus habitos, os
diplépodos tém sido apontados como bons indicadores ambientais em analises de solo
(HOPKIN et al., 1985), uma vez que estes animais ocupam o nivel tréfico de decompositores,
revolvendo particulas minerais e organicas do substrato e entrando em contato direto com
possiveis contaminantes. No Departamento de Biologia da Universidade Estadual Paulista -
UNESP, campus de Rio Claro-SP, foram feitas propostas da utilizagdo da espécie R. padbergi
como bioindicadora de solos impactados, sendo realizados estudos envolvendo as analises
histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural do intestino médio de espécimens submetidos por
diferentes periodos a substratos contendo lodo de esgoto e landfarming de refinaria de
petréleo (GODOY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a, b; PEREZ;
FONTANETTI, 2010a; SOUZA; FONTANETTI, 2011).

Os resultados obtidos nestes trabalhos tém demonstrado que a utilizagdo da espécie R.
padbergi em analises ecotoxicologicas de solo é vidvel, e uma das respostas constantemente
observadas é o aumento do numero de hemacitos e a formacdo de aglomerados dos mesmos

por entre as células da camada de corpo gorduroso do intestino médio, principal local de
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digestdo e absorcdo de nutrientes.

Os hemacitos sdo células circulantes na hemolinfa dos invertebrados, envolvidas no
processo de defesa do organismo. Sob certas condicdes de estresse, podem migrar para 0S
diferentes tecidos injuriados (CAJARAVILLE et al., 1996). Estas celulas atuam no
reconhecimento do material, na fagocitose, nodulagéo e encapsulagéo, reacdes citotoxicas por
meio da producgdo de reativos intermediarios de oxigénio, coagulagdo da hemolinfa e reparo
de injarias (LAVINE; STRAND, 2002; TZOU et al., 2002; FALLEIROS et al., 2003;
CORREIA, 2008), sendo também observadas aglomeracdes de hemacitos ao redor do agente
estressor, numa espécie de “armadilha” (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

Diferentes tipos morfologicos de hemdcitos podem ser identificados. A classificacéo
mais aceita entre os pesquisadores € a proposta por Gupta (1985), que agrupa estas células em
sete tipos principais:  pré-hemdcitos, granuldcitos, plasmatocitos, esferuldcitos,
adipohemocitos, oenocitdides e coaguldcitos. Segundo Johansson et al. (2000), diferentes
tipos celulares séo responsaveis por diferentes funces na imunidade.

Assim, empregando-se as técnicas histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural, o
presente trabalho pretendeu caracterizar os hemacitos encontrados por entre as células da
camada de corpo gorduroso do intestino médio de individuos de R. padbergi expostos a
substratos contendo lodo de esgoto. Buscou-se tambeém inferir as fun¢Bes dos tipo celulares

identificados no processo de defesa em resposta a exposicao ao lodo.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Individuos adultos de R. padbergi foram manualmente coletados no campus da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus de Rio Claro, SP, trazidos ao laboratorio e
mantidos em aquarios de vidro contendo o mesmo substrato do local de captura, considerando
as condicBes ambientais em que sdo encontrados na natureza, como fotoperiodo, umidade
relativa do ar e temperatura. O periodo de aclimatacdo em laboratorio foi de 15 dias.

Apds este periodo, os diplopodos foram expostos a substratos contendo diferentes
amostras de lodo de esgoto, oriundas de coletas realizadas em trés ETEs localizadas no
estado de Séo Paulo (SG, AT-1 e AT-2) (Fig. 1).

A ETE SG localiza-se na regido da vertente paulista do Rio Grande, com uma
populacdo de 685 mil pessoas e uma economia baseada, principalmente, em atividades

agropecuarias; o lodo gerado é caracteristicamente doméstico. As ETEs AT-1 e AT-2
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pertencem a Bacia do Alto Tieté, com uma populacdo aproximada de 19 milhdes de pessoas,
baseando sua economia em atividades industriais; dessa forma, o lodo gerado em ambas as
ETEs apresenta componentes domésticos e industriais (DAEE - Departamento de Aguas e
Energia Elétrica do Estado de Séo Paulo, 2006).

2.2. Bioensaios
Sete bioensaios foram montados imediatamente apos a coleta:
1. O primeiro continha solo proveniente do local de coleta dos animais, sendo
este o grupo controle;

2. O segundo continha lodo puro da ETE SG;

w

O terceiro continha lodo da ETE SG a 10% (lodo misturado com o solo
controle, sendo 9 partes de solo para 1 parte de lodo);

4. O quarto continha lodo puro da ETE AT-1;

5. O quinto continha lodo da ETE AT-1 a 10%;

6. O sexto continha lodo puro da ETE AT-2;

7. O sétimo continha lodo da ETE AT-2 a 10%.

Em cada bioensaio foram colocados 15 individuos. Para as analises, o material foi

coletado ap6s 3 e 7 dias de exposi¢do, como resposta aguda, e 21 dias de exposi¢do, como

resposta subcrénica.

2.3. Histologia e histoquimica

Apo6s o periodo de exposicdo, os animais foram anestesiados e dissecados para
remocao do intestino médio, o qual foi processado conforme rotina para analise histoldgica e
corado com hematoxilina e eosina. Para a analise histoquimica, o material foi corado com
azul de bromofenol para detec¢éo de proteinas (de acordo com PEARSE, 1985) e submetido a
técnica de PAS (&cido periddico-Schiff) para polissacarideos neutros (segundo JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

2.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

O intestino médio dos animais foi fixado em glutaraldeido 2.5% em tampao cacodilato
de sddio 0.1M (pH = 7.2). Apds lavagem no mesmo tampdo, o material foi pds-fixado em
tetroxido de dsmio 1% por 2 horas, desidratado em acetona (50%, 75%, 90%, 95% e pura) e
embebido em mistura de resina Epon-araldite por 12h a 4°C. Seccdes finas obtidas em

ultramicrétomo foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo para analise e
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documentagdo com microscopio eletrénico de transmissdo Philips CM100.

3. Resultados

O intestino médio de R. padbergi é constituido por um epitélio pseudoestratificado,
seguido de uma camada muscular, uma camada de corpo gorduroso e revestido por uma
membrana externa. No grupo controle, hemdcitos isolados foram observados por entre as
células da camada de corpo gorduroso (Fig. 2A); ja nos grupos expostos ao lodo de esgoto,
além de hemdcitos isolados (Fig. 3A), foram verificados também varios aglomerados destes
(seta na Fig. 2B; Fig. 3B), principalmente nos individuos expostos ao lodo oriundo da ETE
SG, em que um maior numero de aglomerados foi detectado quando comparado as amostras
das ETEs AT-1 e AT-2. Ainda assim, foram observados aglomerados de hemaocitos nos
materiais de todas as ETEs, independente do tempo de exposicéo.

A partir das analises morfoldgicas realizadas sob microscopia de luz e microscopia
eletronica de transmissdo, foram identificados, tanto no grupo controle quanto no grupo
exposto ao lodo, os seguintes tipos de hemocitos no intestino medio do diplépodo R.

padbergi, sendo aqui adotada a classificacdo e nomenclatura proposta por Gupta (1985):

- Granuldcitos:

Os granulocitos foram o tipo celular predominantemente observado, tanto no grupo
controle quanto nos grupos expostos aos substratos contendo lodo de esgoto.

Tais células caracterizam-se pela presenca de numerosos granulos citoplasmaticos
(Figs. 2C-E, 3A-C, 4C, 5D), que chegam, muitas vezes, a encobrir o nicleo; este, por sua vez,
pode apresentar-se central ou excéntrico, redondo ou alongado. Possuem tamanhos e formas
variaveis, podendo ser verificadas projecdes citoplasmaticas e alguns vacuolos; observa-se em
seu citoplasma mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso. Quanto ao tamanho dos
granulos, podem ser observados granuldcitos com granulos finos e granulécitos com granulos
bem mais grosseiros (Fig. 4C).

Verificou-se tambeém a existéncia de dois subtipos morfologicos de granuldcitos, 0s
quais serdo aqui denominados como granulécito I e granuldcito Il. O granuldcito | apresenta
citoplasma mais basofilo sob microscopia de luz (Fig. 2C, D) e mais elétron-denso sob

microscopia de transmissao (Fig. 3C) quando comparado ao granuldcito I1.
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- Plasmatocitos:

Estas células foram observadas com menor frequéncia em relagdo aos granuldcitos.
Sdo polimorficas, variaveis em tamanho, ndcleo central ou excéntrico, redondo ou alongado.
Geralmente, em relagdo aos granulécitos, possuem mais projecOes citoplasmaticas, as
mitocbndrias sdo mais numerosas e o reticulo endoplasmatico rugoso é mais desenvolvido;
podem ser agranulares ou conter poucos granulos (Figs. 2C-E, 3B, 4A, 5B).

Foram também bastante observados hemdcitos com caracteristicas intermediarias entre
plasmatdcitos e granuldcitos (Fig. 4B, 5C), indicando uma provavel diferenciacéo celular no
tecido (Fig. 5A-D). Plasmatdcitos jovens, repletos de mitocondrias, puderam ser identificados
(Fig. 5A), ao lado de células provavelmente mais diferenciadas, com alguns granulos, muitas
projecdes citoplasmaticas, varias mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso,
caracterizando um plasmatocito tipico (Fig. 5B). Células apresentando um pouco mais de
granulos no citoplasma, intermediarias entre plasmatocito e granuldcito foram frequentes
(Fig. 5C), juntamente com os hemacitos tipicamente granuldcitos (Fig. 5D).

A anélise histoquimica demonstrou a natureza proteica dos granulos dos hemacitos
granuldcitos, os quais foram corados pelo azul de bromofenol (Fig. 2E). Parte dos hemacitos
reagiram positivamente ao PAS, indicando a presenca de carboidratos no citoplasma dos

mesmos (Fig. 2F).

4. Discussao

O sucesso de uma resposta de defesa nos diferentes grupos de invertebrados depende
ndo somente do numero de hemdcitos, mas também dos tipos celulares envolvidos no
processo (RUSSO et al., 2001). Neste sentido, a microscopia de luz e a microscopia eletrénica
tém sido amplamente empregadas para caracterizar e classificar hemdcitos em diferentes
grupos de artropodos.

No presente trabalho, foram identificados dois tipos morfolégicos de hemacitos no
intestino médio do diplopodo R. padbergi, apds exposicdo a substrato contendo lodo de
esgoto: granuldcitos e plasmatécitos. Recentemente, conduzimos um estudo prévio visando
caracterizar os hemdcitos circulantes na hemolinfa desta mesma espécie (PEREZ et al., ndo
publicado), e os mesmos tipos celulares puderam ser observados em ambos 0s materiais, isto
¢, tanto na hemolinfa quanto no intestino médio foram vistos numerosos granuldcitos (tipos |
e 1) e plasmat6citos em menor frequéncia. Um tipo morfoldgico encontrado na hemolinfa e

ndo detectado no intestino médio foi o pr6-hemacito, considerado por muitos pesquisadores



64

como uma célula-tronco, que ird se diferenciar em linhagens especificas de hemacitos
(LAVINE; STRAND, 2002; FALLEIROS et al., 2003; NEGREIRO et al., 2004;
JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

Na literatura, granulécitos e plasmatocitos sdo citados como os principais tipos de
hemdcitos envolvidos nos mecanismos de defesa (CORREIA et al., 2005) e, segundo Lavine e
Strand (2002), geralmente abrangem mais de 50% da populagdo total de hemdcitos. E
possivel que estas células migrem da hemolinfa para os tecidos injuriados em resposta a
algum contaminante ambiental, formando aglomeragfes. Como 0s pro-hemocitos sdo
considerados células-tronco, ndo participantes dos processos de defesa, provavelmente
permanegam exclusivamente na hemolinfa, ndo tendo sido, portanto, detectados no intestino
médio dos animais expostos ao lodo de esgoto. De fato, os hemdcitos sdo capazes de
responder positivamente a estimulos quimiotacticos, movendo-se da hemolinfa para os
tecidos e vice-versa, em direcdo ao agente invasor, o qual sera posteriormente eliminado
(IMALI, 1994; CAJARAVILLE et al., 1996).

O tipo morfoldgico predominantemente observado no intestino médio da espécie
aqui estudada, tanto no grupo controle quanto no grupo exposto ao lodo de esgoto, foi o
granulécito. De acordo com a literatura, este tipo celular € o principal responsavel por
reconhecer particulas estranhas ao organismo e fagocita-las. Muitos autores afirmam que o
granulécito é uma das primeiras células a entrar em contato com o corpo invasor, iniciando a
formacéo da capsula ou nédulo (PECH; STRAND, 1996; GILLESPIE et al., 2000; SILVA et
al., 2002; NEGREIRO et al., 2004; RIBEIRO; BREHELIN, 2006; PEREZ; FONTANETTI,
2010b). Isto pode explicar a grande quantidade de granulécitos encontrados em nosso
material, principalmente no intestino médio dos animais expostos ao lodo. E possivel que os
granulécitos também fagam o transporte de metais pesados oriundos do residuo para locais de
excrecdo do organismo, como dito por Ahearn et al. (2004).

Em um estudo realizado por Imai (1994), em que foi feita a contagem total e
diferencial de hemdcitos em trés espécies de moluscos do género Biomphalaria, foi
constatado que os granulocitos séo o tipo morfologico mais abundante na hemolinfa das trés
espécies estudadas. A autora comenta que € possivel que seja necessario uma maior
quantidade de celulas granulociticas para a eliminacdo de substancias inorgénicas da
circulagdo, como metais.

De acordo com Seiler e Morse (1988), bivalves existentes em regides poluidas

apresentam maior nimero de granuldcitos na hemolinfa. Os autores descreveram a presenca
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de numerosos granulos lisossémicos no citoplasma de granulécitos, ricos em fosfatase acida,
responsaveis pela quebra de substancias inorganicas, como metais.

Outra célula encontrada nos materiais analisados, em frequéncia menor, foram os
plasmatdcitos, cujas funcbes se relacionam intimamente aquelas descritas para 0S
granulocitos, isto é, fagocitose, nodulacdo e encapsulacdo (RUSSO et al., 2001; LAVINE;
STRAND, 2002; NEGREIRO et al., 2004; JIRAVANICHPAISAL et al., 2006; PEREZ;
FONTANETTI, 2010b). Em uma reviséo de literatura feita por Ribeiro e Brehélin (2006), os
autores compararam a estrutura e funcdo de hemacitos circulantes em diferentes espéecies de
insetos, atentando para os lepiddpteros e para o género Drosophila. Segundo eles, enquanto a
principal funcdo dos granulécitos é a fagocitose, os plasmatocitos formam a maior parte das
capsulas ao redor de corpos estranhos muito grandes para serem fagocitados, ou nodulos ao
redor de massas de bactérias ou material melanizado necrético.

Vérios autores descrevem uma interacdo entre granuldcitos e plasmatécitos no
desencadeamento da resposta de defesa do organismo (PECH; STRAND, 1996; GILLESPIE
et al., 1997; GREGORIO, 1997; LAVINE; STRAND, 2002; RIBEIRO; BREHELIN, 2006).
Faraldo e Lello (2003) observaram reacdes de defesa celular em larvas do diptero Dermatobia
hominis contra materiais bioldgicos e ndo-bioldgicos; foi verificado que hemacitos
granulécitos foram as células fagociticas e que eles interagiram com plasmatocitos para isolar
0 material estranho ao organismo, através da formacéo de nddulos e capsulas.

De fato, a maioria dos pesquisadores concorda que granuldcitos e plasmatocitos sao
interdependentes no processo de encapsulacdo. Os granulocitos iniciariam 0 processo,
entrando em contato com o invasor e liberando o contetudo granular; tal exocitose atrairia 0s
plasmatdcitos para formar a cépsula. Contudo, também ha relatos de capsulas formadas
somente por hemacitos granulares (BREHELIN et al., 1975).

Nossos dados corroboram a idéia de que ambas as celulas efetuem a resposta
defensiva em conjunto. Em todos os materiais analisados (controle e grupo exposto), os dois
tipos celulares foram identificados e a observacdo de aglomerados de hemdcitos
provavelmente evidencia a atracdo dessas células por quimiotaxia a partir do material
estranho. O fato de haver um maior numero de granuldcitos em relacdo aos plasmatocitos
pode ser devido & funcdo dos mesmos de estabelecer o primeiro contato com o toxicante;
outra possibilidade é que estas células sejam as principais responsaveis pela fagocitose no
diplépodo, ja que em alguns invertebrados tal fungéo é atribuida, principalmente, a este tipo
morfologico (FARALDO; LELLO, 2003). De acordo com Xylander, os granuldcitos sao

realmente as células hemociticas mais abundantes nos miriapodos (XYLANDER, 2009).
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A analise histoquimica revelou a presenca de polissacarideos neutros no citoplasma
dos hemdcitos de R. padbergi e a natureza protéica dos granulos. Hose et al. (1987), ao
estudarem as caracteristicas citoquimicas dos hemocitos do decapodo Sicyonia ingentis,
observaram que os depdsitos citoplasmaticos de hemdcitos agranulares e de um subtipo de
hemocitos de grénulos pequenos eram compostos de glicoproteinas, dadas as reacoes
positivas ao PAS, carmim e azul de bromofenol. Da mesma forma, os granulos foram fixados
pelas respectivas técnicas, indicando novamente a presenca de glicoproteinas.

Além de granulécitos e plasmatocitos, frequentemente foram observadas células com
caracteristicas intermediarias entre plasmatécitos e granuldcitos, verificando-se também a
presenca de plasmatdcitos jovens. Isto indica uma provavel diferenciagdo celular no tecido,
onde os plasmatocitos dariam origem aos granulécitos.

De acordo com Gupta (1979; 1985), os pro-hemacitos originam os plasmatécitos, e
estes, por sua vez, os granuldcitos. Esses ultimos seriam células pluripotentes, que dariam
origem aos demais tipos celulares. Falleiros et al. (2003) analisaram ultra-estruturalmente os
hemdcitos da lagarta da broca-da-cana-de-agUcar, Diatracea saccharalis, e constataram a
presenca de celulas com caracteristicas intermediarias entre pro-hemdcitos e plasmatocitos, e
entre plasmatécitos e granuldcitos, corroborando os achados de Gupta (1979; 1985) e
sugerindo uma possivel diferenciacdo desses tipos celulares na circulagdo. Em um trabalho
sobre caracterizagdo de hemacitos em espécies de diplopodos, Xylander (2009) comenta que é
possivel que os granulécitos sejam o produto de transformacdo de plasmatocitos, devido a
observacao de formas intermediarias entre esses tipos celulares.

Contudo, muitos autores discordam quanto a origem dos varios tipos de hemdcitos e
ainda ndo ha uma resposta definitiva se essas células representam variantes morfoldgicas de
um unico tipo celular ou se constituem formas distintas e imutaveis (YAMASHITA,
IWABUCHI, 2001). No presente trabalho, também néo é possivel afirmar que plasmatdcitos,
granulocitos | e granuldcitos 11 representam diferentes estagios de maturacdo. Entretanto,
sugerimos que haja um processo de diferenciacdo celular no intestino médio de R. padbergi,
devido as recorrentes observacoes de células com caracteristicas intermediarias entre os tipos

morfologicos.

5. Concluséao

Dois tipos morfologicos de hemdcitos puderam ser reconhecidos no intestino médio

do diplopodo R. padbergi apds exposicdo a substrato contendo lodo de esgoto: granuldcitos
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(tipo celular predominante, subtipos | e IlI) e plasmatécitos, além de células com
caracteristicas intermediarias entre eles. A partir dos resultados, acreditamos que o0s dois tipos
celulares atuem em conjunto no processo de defesa em resposta ao lodo, evidenciado pela
observacao de aglomeracdes dessas células no tecido, independente da ETE e do tempo de
exposicao. Sugerimos também a ocorréncia de diferencia¢do celular no intestino médio, em
que plasmatdcitos originam granulécitos. Além disso, é possivel que haja uma migracdo de
células da hemolinfa para o intestino médio, principal local danificado por contaminantes

presentes no lodo.
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Legendas

Figura 1. Localizacdo das ETEs em que foram coletadas os lodos de esgoto. Mapa das Unidades
Hidrograficas de Gerenciamento de Recursos Hidricos do Estado de S&o Paulo (Fonte: SigRH -
Sistema de InformacBes para o Gerenciamento de Recursos Hidricos do Estado de S&o Paulo,

Secretaria do Meio Ambiente — disponivel em http://www.sigrh.sp.gov.br). Desenho modificado.

Figura 2A — F. Secc0es histologicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi, corado com
hematoxilina e eosina (A-D), azul de bromofenol (E) e submetido a técnica de PAS (F). A. Grupo
controle; B, C, D e F. Grupo exposto ao lodo puro da ETE SG por 21 dias; E. Grupo exposto ao lodo a
10% da ETE AT-1 por 3 dias.

cg = camada de corpo gorduroso; cm = camada muscular; e = epitélio; h = hemdcito; me = membrana
externa; Cl = célula intermediaria entre plasmatdcito e granuldcito; GR = granulécito; GRI =

granulécito I; GRII = granuldcito 11; PL = plasmatécito; seta em (B) = aglomerado de hemocitos.

Figura 3A — C. Micrografias eletronicas da camada de corpo gorduroso do intestino médio do
diplépodo R. padbergi exposto ao lodo a 10% da ETE SG por 3 dias (A) e 21 dias (C) e ao lodo puro
da ETE SG por 7 dias (B). A. Hemdcito granul6cito ao lado de uma célula da camada de corpo
gorduroso; B. Aglomerado de hemdcitos; C. Granuldcitos | e 11.

cl = célula da camada de corpo gorduroso com o citoplasma condensado; g = granulo; n = nucleo; GR
= granuldcito; GRI = granuldécito I; GRII = granulécito II; PL = plasmatocito.

Figura 4A — C. Micrografias eletrénicas da camada de corpo gorduroso do intestino médio do
diplépodo R. padbergi exposto ao lodo puro da ETE AT-1 por 7 dias (A) e 21 dias (B) e ao lodo puro
da ETE AT-2 por 3 dias (C). A. Plasmatocito; B. Celula com caracteristicas intermediarias entre
plasmatdcito e granulécito; C. Granulécitos.

g = granulo; n = nacleo; m = mitocondria; rer = reticulo endoplasmatico rugoso.

Figura 5A — D. Micrografias eletronicas da camada de corpo gorduroso do intestino médio do
diplépodo R. padbergi exposto por 7 dias aos lodos puros das ETEs SG (A, D) e AT-1 (B, C). A.
Plasmatécito jovem; B. Plasmatécito tipico; C. Célula com caracteristicas intermediarias entre
plasmatocito e granulécito; D. Granuldcito tipico.

cl = célula da camada de corpo gorduroso; g = granulo; n = ndcleo; v = vactolo; m = mitocondria;

setas = projecdes citoplasmaticas.
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6. DISCUSSAO GERAL

Para uma melhor compreenséo dos mecanismos de defesa hemocitica em diplopodos e
para que estudos comparativos entre diferentes espécies do grupo sejam feitas, é importante
que haja uma classificacdo morfoldgica dos hemacitos bem definida e padronizada.

Quando se estuda as células circulantes da hemolinfa ndo ha uma técnica unica que
permite a exata determinacdo do tipo de hemdcito, mas sim uma combinacdo de diferentes
métodos. Isto leva a necessidade de conhecer os limites de cada método empregado. Como as
caracteristicas estruturais sdo facilmente observaveis e menos sujeitas a conflitos em relacéo
aos outros critérios de classificagcdo, Ribeiro e Brehélin (2006) propdem que as células sejam
primeiramente caracterizadas por sua ultra-estrutura, sob microscopia eletronica de
transmisséo, sendo entdo observadas em microscopia de luz e, por fim, estudadas do ponto de
vista comportamental. Van de Braak (2002) enfatiza que a microscopia eletronica pode ser o
primeiro grande passo para se obter uma classificagcdo mais uniforme dos hemacitos.

No presente estudo, tanto na hemolinfa quanto no intestino médio do diplépodo R.
padbergi, foram identificados, por meio da ultra-estrutura e da histologia, hemacitos
granulécitos e plasmatécitos. Estes dois tipos celulares tém sido considerados, por muitos
autores, os principais tipos de hemacitos envolvidos nas respostas de defesa em diferentes
organismos, efetuando a fagocitose, encapsulacdo e nodulagio (FALLEIROS; GREGORIO,
1995; PECH; STRAND, 1996; GILLESPIE et al., 2000; LAVINE; STRAND, 2002; PEREZ;
FONTANETTI, 2010b). Na grande maioria dos estudos que adotam a classificagcdo de Gupta
(1985) para os hemdcitos, granuldcitos e plasmatdcitos séo as celulas mais frequentemente
observadas em diferentes grupos de invertebrados.

O fato de terem sido observados granuldcitos e plasmatdcitos em todos os materiais,
ou seja, hemolinfa e intestino médio, tanto do grupo controle quanto do grupo exposto ao
lodo, pode indicar a necessidade de uma resposta imune eficiente por parte do diplépodo, ja
que este animal pertence a fauna edafica, revolvendo varias camadas do solo e entrando em
contato com diferentes contaminantes presentes no mesmo. Além disso, provavelmente, estes
tipos celulares atuam em conjunto na resposta defensiva, como proposto em varios trabalhos
com hemdcitos em invertebrados (PECH; STRAND, 1996; GILLESPIE et al.,, 1997,
GREGORIO, 1997; LAVINE; STRAND, 2002; RIBEIRO; BREHELIN, 2006).

Em miridpodos, os hemdcitos mais numerosos sdo os granuldcitos, seguidos pelos
plasmatdcitos (XYLANDER; NEVERMANN, 2006; XYLANDER, 2009). No milipede R.
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padbergi também foi observado um maior numero de granuldcitos, sendo o tipo morfolégico
mais abundante na hemolinfa e no intestino médio dos animais.

Além de granuldcitos e plasmatocitos, também foram identificados pro-hemacitos
circulantes na hemolinfa da espécie em estudo. Segundo Jones (1962), estes trés tipos
morfoldgicos geralmente sdo reconhecidos como tipos basicos de hemacitos.

Contudo, os pré-hemdcitos ndo puderam ser observadas por entre as células da
camada de corpo gorduroso do intestino medio do diplopodo. De acordo com Andrade et al.
(2004), os pré-hemdcitos podem ser numerosos, raros ou ausentes, dependendo do estagio de
desenvolvimento e do estado fisiolégico do animal no momento da observacdo. Além disso,
devido aos pré-hemdcitos serem considerados células-tronco, ndo participando efetivamente
dos processos de defesa, acreditamos que tais células podem néo ter migrado para o local de
injaria, permanecendo na hemolinfa do animal. Diferentemente, granulécitos e plasmatécitos,
diretamente envolvidos com a resposta defensiva, podem ter migrado da hemolinfa para o
intestino meédio dos animais expostos ao lodo, formando vérias aglomeracGes de células no
tecido, provavelmente injuriado por contaminantes presentes no residuo.

De fato, segundo Cajaraville et al. (1996), sob certas condicbes de estresse, 0sS
hemdcitos circulantes podem migrar para os diferentes tecidos do organismo. Eles sdo
capazes de responder positivamente a estimulos quimiotacticos, movendo-se da hemolinfa
para os tecidos e vice-versa, em direcdo ao agente invasor, que sera posteriormente eliminado
(IMALI, 1994). A adesdo dos hemacitos a um tecido injuriado faz com que a quantidade destas
células na circulacéo varie consideravelmente (MARUSSIG, 1980).

Outra importante observacdo no presente trabalho foi a presenca de células com
caracteristicas intermediarias entre pré-hemdcito e plasmatécito e entre plasmatécito e
granulécito. Apesar de ndo ser possivel afirmar que houve uma diferenciacdo celular, pois,
para isso seriam necessarias diferentes metodologias aqui ndo empregadas, acreditamos que
tal diferenciagéo realmente possa ocorrer.

Observacgdes de células com morfologia intermediéria entre tipos de hemacitos tém
sido comuns na literatura (RATCLIFFE et al., 1985; GUPTA, 1985; GREGORIO, 1997;
SILVA et al., 2002; FALLEIROS et al.,, 2003; XYLANDER, 2009), porém, permanecem
ainda muitas controvérsias a respeito dos estagios de diferenciacdo entre os tipos de
hemacitos.

Yamashita e lwabuchi (2001) confirmaram a pluripotencialidade dos pr6-hemacitos ao
estudarem a espécie Bombyx mori, o bicho-da-seda. Eles demonstraram que em culturas

dessas células, aproximadamente 43% dos pré-hemdcitos diferenciam-se em plasmatocitos,
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granulécitos e esferulécitos.

Falleiros et al. (2003) observaram células com caracteristicas intermediarias entre pro-
hemdcitos e plasmatdcitos e entre plasmatdcitos e granulécitos no lepidoptero Diatraea
saccharalis. Além disso, verificaram um decréscimo simultaneo no nimero de pro-hemacitos
e plasmatécitos com o aumento de plasmatocitos e granuldcitos, respectivamente. Dados
semelhantes aparecem nos trabalhos de Ratcliffe et al. (1985), Gupta (1979, 1985) e Gregodrio
(1997).

Gupta (1985) advoga que os pro-hemocitos originam os plasmatdcitos, e estes, 0S
granulécitos. Os granulécitos, por sua vez, dariam origem aos esferuldcitos. O autor comenta
em um estudo anterior (GUPTA, 1979) que a transformacdo de um determinado tipo celular
em outro pode ocorrer de acordo com a exigéncia fisioldgica do artrépodo.

Entretanto, em um trabalho conduzido por Yamashita e Iwabushi (2001), proé-
hemdcitos do inseto Bombyx mori foram cultivados in vitro. Foi observado que 60% das
células que ndo estavam em divisdo se diferenciaram em plasmatécitos ou granuldcitos, sendo
que alguns granulécitos, por sua vez, se diferenciaram em esferuldcitos. Dos pro-hemacitos
em divisdo mitotica, 59,2% das células filhas se diferenciaram em outros tipos de hemacitos
(plasmatocitos, granulécitos, esferuldcitos), enquanto o restante gerou novos pré-hemacitos,
demonstrando a pluripoténcia destas células. Os autores sugerem que plasmatécitos e
esferuldcitos podem ser células totalmente diferenciadas, enquanto granulécitos podem
constituir um estagio intermediario de esferulocitos.

Especificamente em diplopodos, Xylander (2009) sugere que plasmatocitos se
diferenciem em granulécitos, dada a observacao de células com caracteristicas intermediarias
entre eles, na hemolinfa dos milipedes Chicobolus ssp. e Rhapidostreptus virgator. Por outro
lado, Ravindranath (1973), ao estudar os hemocitos do milipede Thyropygus poseidon,
acredita que os tipos morfologicos identificados na hemolinfa representem linhagens celulares
distintas e ndo a transformacdo de um tipo celular em outro, contrariando os achados de
Xylander e do presente estudo.

De acordo com Pipe et al. (1999), o estudo dos componentes do sistema imune pode
fornecer uma medida do nivel de estresse dos organismos em decorréncia da contaminacao
ambiental. Neste sentido, a caracterizagdo dos tipos morfologicos de hemdcitos e o
entendimento das respectivas fungfes no processo de defesa pode ser uma ferramenta

auxiliadora em estudos de biomonitoramento com espécies sentinelas de invertebrados.
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7. CONCLUSAO

A partir das andlises realizadas no presente estudo, concluimos que:

- Trés tipos morfoldgicos de hemdcitos puderam ser identificados na hemolinfa do
diplépodo R. padbergi: pré-hemdcitos, granuldcitos e plasmatocitos. Os
granulécitos foram as células predominantes, podendo ser distinguidos dois
subtipos celulares, aqui denominados como granulécito | e granulocito 11,

- Dois tipos morfologicos de hemdcitos puderam ser identificados por entre as
células da camada de corpo gorduroso do intestino médio dos diplépodos (grupo
controle e grupo exposto ao lodo): granuldcitos e plasmatocitos. Os granulécitos
foram as células mais abundantes, sendo também evidenciados granulécitos | e
granuldcitos I,

- Sugere-se que granuldcitos e plasmatocitos tenham migrado da hemolinfa para o
intestino médio em resposta a exposi¢cdo ao lodo, formando aglomeracbes de
células no tecido dos animais expostos, independente da ETE e do tempo de
exposicdo. Como o0s pré-hemocitos sdo considerados células-tronco, néo
participantes dos processos de defesa, podem ter permanecido na hemolinfa, néo
sendo detectados no intestino médio;

- Provavelmente, ocorre uma diferenciacdo celular na hemolinfa e no intestino
médio do diplépodo em estudo, evidenciada pela presenca de células com
caracteristicas intermediarias entre pré-hemdcitos e plasmatdcitos e entre
plasmatdcitos e granulécitos.

- Sugere-se também que granuldcitos e plasmatocitos atuem em conjunto no
processo de defesa em resposta ao lodo de esgoto, sendo atraidos ao local de

injaria por quimiotaxia.
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