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“Se em certa altura

Tivesse voltado para a esquerda em vez de para a direita;
Se em certo momento

Tivesse dito sim em vez de ndo, ou ndo em vez de sim;

Se em certa conversa

Tivesse tido as frases que s6 agora, no meio-sono...elaboro
Se tudo isso tivesse sido assim,

Seria outro hoje, e talvez o universo inteiro

Seria insensivelmente levado a ser outro também.”’

FERNADO PESSOA
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1. INTRODUCAO

Embora existam vérios estudos relacionados a comportamento dos
caramujos bionfalarios, ndo tem sido descritas variagbes no componente
imunocelular em fungdo do estresse de qualquer natureza ou, em particular, do
possivel estresse provocado por alterages do ciclo circadiano.

Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) é um molusco da classe
Gastropoda de habitat aquatico. Tem uma importante participacdo neste
ecossistema, pois, juntamente com as espécies B. glabrata e B. straminea, € um
dos hospedeiros intermediarios mais importantes da esquistossomose no Brasil.
Como alguns outros caramujos, B. tenagophila consegue sobreviver sob
condigbes adversas do meio devido a manifestacdo de certos comportamentos
especificos. Como exemplo, pode-se citar: retracdo da massa cefalopodal na
concha, saida da agua e entrada em buracos em resposta a dosagens subletais
de moluscicidas (PIERI & JURBERG, 1981; JURBERG, 1987). Entre os

comportamentos bem conhecidos dos caramujos destacam-se os deslocamentos



ativos:- deslizar e arrastar, os passivos: descida e subida subitas, boiar; e parar
que caracteriza-se pela auséncia destes comportamentos (JURBERG, 1995).

Entre os mecanismos homeostaticos implicados com a
autopreservagéo, os moluscos sao dotados de um eficiente sistema de defesa
com caracteristicas semelhantes as dos vertebrados. Nestes processos estao
envolvidos diversos fatores como células de defesa, reconhecimento de corpos
estranhos, resposta encapsuladora, fagocitose, reagdes citotoxicas assim como
fatores humorais. Na atividade de defesa contra organismos estranhos, podem
participar células da hemolinfa, hemdcitos, como também componentes humorais
com a liberagcéo de substancias citotoxicas (CHENG & YOSHINO, 1976; FOLEY
& CHENG, 1977). A atividade dos hemdcitos € influenciada por fatores quimicos
que podem estar presentes na hemolinfa, como por exemplo, substancias
estranhas. A composicdo do meio ambiente onde estas células se encontram,
também pode interferir na sua atividade. Entre os fatores do soro que
provavelmente influenciam o comportamento dessas células estdo as lecitinas
(RENWRANTZ & CHENG, 1977; SCHOENBERG & CHENG, 1980, VAN DER
KNAAP & LOKER, 1990). Tem sido evidenciada a participacéo de tais fatores
humorais através da indugéo de resisténcia adquirida. A transferéncia de soro de
moluscos refratarios a infecgdo por Schistosoma mansoni torna resistentes
moluscos susceptiveis (GRANATH & YOSHINO, 1984). Quanto a participacdo de
componentes celulares de defesa tem sido observado que amebdcitos de
moluscos susceptiveis tém menor capacidade de fagocitar em relagdo aos
resistentes. (FRYER & BAYNE, 1990).

As células sanguineas circulantes, denominadas amebodcitos ou

hemécitos, estdo presentes na hemolinfa e fluidos do corpo dos moluscos e



atuam como defensoras, sendo capazes de fagocitar e encapsular corpos
estranhos. S&o0 também importantes no processo do reparo da concha, quando
necessario, e o fazem através do transporte de célcio. Podem ainda liberar
substancias citotéxicas que atuam no processo de coagulacdo da hemolinfa,
onde desempenham o papel de “tampado”, caracteristica semelhante & do
fibrinogénio, em casos de ferimentos dos moluscos, impedindo, assim, o
extravasamento da hemolinfa (WAGGE, 1955; CHENG & BUTLER, 1979; BAYNE
et al., 1980; SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987).

Os amebécitos possuem movimentagao independente, o que facilita
a fagocitose de materiais estranhos (ABDUL-SALAM & MICHELSON, 1980 a,b).
Apesar de possuirem aspectos morfolégicos muito variados, devido a sua
capacidade de movimentacdo e emissdo de pseuddpodes, duas categorias de
células podem ser descritas, granuldcitos e hialinécitos (CHENG, 1975).

Os granulécitos sdo células que possuem granulos citoplasmaticos,
apresentam-se com maior numero de lisossomos quando comparado aos
hialindcitos, emitem pseuddpodes e fagocitam corpos estranhos. Por estas
caracteristicas, sa8o muito parecidos com os macréfagos humanos (CHENG
1975), e representam a maior subpopulagéo de células circulantes, perfazendo 85
a 90% do total. Os hialindcitos possuem um contorno circular ou ovalado, tém
grande nucleo em relagdo ao raio citoplasmatico com poucas estruturas
lisossomais, ndo emitem pseuddpodes, ndo possuem funcéo fagocitaria e sdo
encontrados na hemolinfa na proporgdo de 10 a 15%.

SMINIA et al. (1981) sugerem que os moluscos mais jovens seriam
mais susceptiveis a infeccdo por possuirem mais hialindcitos e

consequentemente teriam menos enzimas e menos capacidade fagocitica.



Os amebdcitos podem aumentar quantitativamente na hemolinfa
circulante através de varios estimulos, como uma injegao de bactérias, ou apds
penetracao de um trematdédeo (SULLIVAN et al., 1984).

De modo geral, os moluscos possuem uma resisténcia inata bem
desenvolvida devido aos amebacitos circulantes, aos componentes do plasma, as
presengas da concha e do muco.

Um outro aspecto relacionado ao sistema de defesa dos moluscos
diz respeito ao mecanismo chamado “burst respiratério” (liberagdo de metabdlitos
de oxigénio), o qual produz anion superoxido (O,), peréxido de hidrogénio (H20,),
oxigénio simples (O) e radicais hidroxila (OH). Os radicais gerados no “burst” séo
altamente reativos e potencialmente téxicos, podendo participar no processo de
inflamacdo (FRIDOWICH, 1978, NATHAN et al, 1980) e na destruigdo de
parasitas, (BABIOR, 1978; DIKKEBOOM et al., 1987, 1988; SMINIA & VAN DER
KNAAP, 1987). Um outro mecanismo citotoxico presente nos hembcitos é a
producéo de oxido nitrico (NO), um importante agente bactericida (OTTAVIANI et
al., 1993), com acdo semelhante a encontrada nos macréfagos de vertebrados
(HIBBS et al, 1987 a,b; 1988), onde esse sistema composto pelo NO
provavelmente promove uma aglutinagdo de bactérias ao redor dos macréfagos,
com subsequente fagocitose e morte (OTAVIANI et al.,1993).

A semelhanca de outros sistemas homeostéticos, o sistema de
defesa dos seres vivos, em geral, e dos moluscos, em particular, deve estar sujeito
a mecanismos reguladores de forma a adequar a resposta imune as necessidades
provocadas pelas diferentes situagdes de desequilibrio ou agresséo.

Nas ultimas décadas, estudos detalhados a respeito dos sistema

imunolégico e neuroendécrino vém evidenciando a existéncia de uma



comunicacéo bidirecional efetiva entre esses dois sistemas (RABIN et al.,, 1989,
ADER et al., 1990), demonstrando ainda que uma alteracéo no equilibrio de um
desses sistemas interfere na atividade do outro. Assim um desequilibrio emocional
ou até mesmo um estresse por tempo prolongado pode acarretar numa atividade
imunolégica hiperativa ou hipoativa, acarretando uma resposta adaptativa
inapropriada. Tal conceito tem sido construido a partir dos resultados de estudos
de varias condi¢cdes de estresse sobre o sistema imunoldgico e da presencga de
hormonios caracteristicos da resposta ao estresse em células do sistema
imunologico.

O estresse pode ser visto como a mais importante e complexa
reagdo organica para garantir a sobrevivéncia, em resposta a uma situagao
qualquer de quebra da homeostasia.

A grande quantidade de informagdes a respeito de estresse e
sistema imunolégico tem sido resultado de investigacbes envolvendo, quase que
exclusivamente, a classe dos mamiferos, sendo o camundongo o principal alvo de
investigacdo. A partir dos resultados obtidos desses roedores, principalmente, tem
sido construido o conhecimento a respeito do sistema neuroimunolégico para
todos os outros animais, incluindo os invertebrados.

Alguns estudos evidenciam caracteristicas comuns do sistema
neuroimunolégico que sdo compartilhadas na diversidade do reino animal. Por
exemplo, o efeito do fendmeno estresse é também observado nos invertebrados
(STEFANO & CATAPANE, 1977; STEFANO et al., 1978) e alguns moduladores do
sistema neuroendécrino e seus receptores especificos tém sido encontrados
nesses animais (STEFANO et al., 1989a; STEFANO et al., 1989b; OTTAVIANI &

FRANCESCHI, 1996). Estes estudos tém sugerido que n&o apenas o estresse



afeta o sistema imunolégico, mas também que existe uma linha evolutiva que
torna os mecanismos da resposta imunoldgica, frente ao estresse, bastante
semelhantes entre invertebrados e vertebrados.

Em particular, os moluscos apresentam um sistema neural e um
sistema endécrino relativamente complexos, porém, faltam 6rgdos como o
hipotalamo, a pituitiria e as adrenais, ou seja, faltam os principais 6rgdos
envolvidos na resposta ao estresse dos vertebrados (BATEMAN ef al., 1989).

Nos moluscos, as principais células do sistema imunolégico, s3o os
hemécitos circulantes ou amebécitos. Eles estdo presentes na hemolinfa e nos
fluidos corporais do molusco, sendo eles as células de defesa que encapsulam e
fagocitam patégenos estranhos. Eles contém moléculas semelhantes ao Horménio
Adreno-Cortico-Trépico (ACTH) e aminas biogénicas como adrenalina (A), nor-
adrenalina (NA), dopamina (DO); além de o6xido nitrico (NO), que tem acg&o
bactericida (OTTAVIANI ef al, 1993). Além disso, aparentemente ocorre uma
cascata de reacgbes semelhante ao observado em vertebrados. Assim, a
incubacéo de hemdcitos em meio contendo Horménio Liberador de Corticotrofina
(CRH) provoca a liberagao de ACTH que por sua vez estimula a liberagdo de
aminas biogénicas pelos hemécitos de moluscos (OTTAVIANI & FRANCESCHI,

1996).



1.1 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo determinar o possivel efeito do
estresse induzido por iluminagdo continua nos parémetros comportamentais
(alteragbes nos comportamentos de arrastar, deslizar e parar-boiar) e
imunolégicos (quantidade de hemocitos circulantes na hemolifa, quantidade de
Oxido nitrico presente na hemolinfa circulante e contagem de hemobcitos
circulantes nos intervalos de 12h, 24h, 36h e 48h de experimentos) de
Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835), um molusco de agua doce, importante

hospedeiro intermediario, na América do Sul, de Schistosoma mansoni.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. PARTE ETOLOGICA

Animais adultos, acima de 11 mm de diametro de concha
(PARAENSE, 1970), da espécie de molusco Biomphalaria tenagophila (Orbigny,
1835), foram obtidos do Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de
Uberlandia.

Inicialmente, foram utilizados 40 animais divididos em grupos
experimental (n = 20) e controle (n = 20). Cada grupo foi mantido em um aquario
de vidro (50 cm x 28 cm x 35 cm), contendo &gua sob as mesmas condicdes
fisico-quimicas e temperatura ambiente (25 °C) por trés dias de ambientagdo para
a situagdo experimental e 2 de observagdo. Antes do inicio do experimento,
procedeu-se o tratamento para eclosdo dos miracidios, que pudessem ter
infectado os caramujos, por exposicéo a luz e calor de 28 °C fornecido por uma
lampada incandescente de 60 W colocada a 40 cm de distancia, durante 30

minutos (STANDEN, 1951).

Durante os dois dias de observagdo, uma camera filmadora



Panasonic M 9000, com sensibilidade luminosa minima de 3 lux, registrava os
movimentos dos animais. As observacdes gravadas em fita cassete foram feitas
em sessOes de 20 minutos consecutivos, trés vezes ao dia, sendo as 8h, as 15h e
as 21h. Durante o dia (8 e 15 h) a luminosidade era de 200 lux e no periodo da
noite (21 h) era de aproximadamente 10 lux.

O grupo controle foi submetido a um ciclo claro-escuro natural, sendo
14 h claro (200 lux) e 10 h escuro (aproximadamente 10 lux). Os animais do grupo
experimental foram expostos a 48 h de iluminag&o continua (200 lux).

A andlise das filmagens foi feita utlizando-se a tabela
comportamental de Jurberg (1995). Os comportamentos foram quantificados
somando-se 0 numero total de cada expressédo comportamental ao longo de 120
minutos e os grupos foram comparados estatisticamente pelo teste x°. Foram

considerados significantes os valores de p < 0,05.

2.2. PARTE IMUNOLOGICA

2.2.1. Contagem dos hemdcitos circulantes

Um outro grupo de 93 animais adultos provindos do mesmo
Departamento e mantidos nas mesmas condi¢des supra citadas foi utilizado para o
estudo do numero de hemdcitos circulantes na hemolinfa. Foram utilizados 93
animais adultos da espécie Biomphalaria tenagophila, que foram inicialmente
divididos em grupo controle (n = 47) e grupo experimental (n = 46). Cada um
destes grupos foi subdividido em grupos de 12h (n=8),24 h(n=8), 36 h (n = 8)

e 48 h (n = 23 controle e n = 22 experimental). O grupo controle foi submetido a
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um ciclo claro-escuro natural, sendo 14 h claro (200 lux) e 10 h escuro
(aproximadamente 10 lux). Os animais do grupo experimental foram expostos a
12, 24, 36 e 48 h de iluminagéo continua (200 lux), dependendo do subgrupo a
que pertenciam, a partir do ciclo normal. Assim, 0 grupo 12 h, por exemplo, era
submetido a 10 h de escuro e 26 h (14 h + 12 h) de claro.

A hemolinfa foi obtida mediante pungdo céfalo-podal, com pipeta
Pasteur esterilizada (MICHELSON, 1966), transferida para um tubo de ensaio de
vidro e mixada. Apds a mistura das células sanguineas, um certo volume de
hemolinfa foi colocado em uma cémara de Neubauer para a contagem dos
hemdcitos. Foram contados os hemécitos de cada molusco em separado. Os
experimentos foram feitos em duplo cego e os dados analisados estatisticamente

pelo teste t de Student, aceitando-se significancia para p < 0,05.

2.2.2. Dosagem de éxido nitrico (NO) na hemolinfa circulante

Um outro lote contendo 60 animais adultos, da mesma espécie e sob
as mesmas condigdes fisico-quimicas, foi dividido em 3 grupos: controle (n =10) e
experimentais 12 h (n = 10), 24 h (n = 10), 36 h (n = 10) e 48 h (n = 10) e um grupo
de recuperagéo do ciclo circadiano (n = 10). O grupo controle foi submetido a um
ciclo claro-escuro natural, sendo 14 h claro (200 lux) e 10 h escuro
(aproximadamente 10 lux), as coletas de hemolinfa foram feitas logo apds o
término dos experimentos. Os animais do grupo experimental foram expostos a
12, 24, 36 e 48 h de iluminagdo continua (200 lux), dependendo do subgrupo a
que pertenciam; as coletas de hemolinfa foram feitas ap6s o termino do periodo a

que cada subgrupo pertencia. Ja os animais do grupo de recuperacdo do ciclo
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circadiano tiveram seu ciclo quebrado por 48 h de iluminag&o continua (200 lux) e
novamente restabelecido, onde as coletas da hemolinfa foram feitas 3 dias apos o
inicio do restabelecimento do ciclo circadiano normal. Esses animais serdo
referidos daqui para a frete como grupo recuperado.

A produgdo de NO (nitrito e nitrato) foi avaliada por teste
colorimétrico baseado na reacdo de Griess em cada um dos grupos supra citados.

Para a dosagem do 6xido nitrico extraiu-se a hemolinfa circulante
através de puncéo céfalo-podal, a hemolinfa foi colocada em um tubo de ensaio de
vidro e centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm, apos a centrifugacao foi feita a
extracdo de 150 ul do sobrenadante da hemolinfa. Deste volume, 50 pl do
sobrenadante foi colocado em uma placa de cultura de 96 pogos, com 50 ul do
reagente de Griess (NEED, N-(-1-Naphthyl)Ethyl-Ene-Diamine, + Sulfanilamida),
para cada amostra (animal) foi feita uma duplicata e tirada a média das duas, e
posterior leitura em um leitor de multiplacas (Titertek Multiscan Plus-Flow, USA)
com absorbancia de 570 ym.

Os experimentos foram feitos em duplo cego e os dados analisados

estatisticamente pelo teste t de Student, aceitando-se significancia para p < 0,05.
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3. RESULTADOS

Dos 197 animais utilizados neste estudo, todos mostraram resultado

negativo ao teste de infestagao por miracidios.

3.1. PARTE ETOLOGICA

De maneira geral, os animais submetidos a quebra do ciclo
circadiano apresentaram maior atividade motora. Com relagéo ao comportamento
de deslizar, o grupo experimental mostrou maior atividade (33 vezes) do que os
animais do grupo controle (18 vezes, p < 0,05, Tabela 1). Também em relagéo ao
comportamento de arrastar, os animais do grupo experimental expressaram maior
numero de vezes (n = 48) do que os animais do grupo controle (n = 27, p < 0,05,
Tabela 1). Coerentemente quanto aos resultados motores, os animais do grupo
controle apresentaram maior expresséo do comportamento parar-boiar (n = 120)

do que os animais do grupo experimental (n = 71, p < 0,001, Tabela 1).

3.2. PARTE IMUNOLOGICA



13

3.2.1. Contagem dos hemdcitos circulantes

Com relacéo & andlise da curva do numero de hemaocitos circulantes,
os animais que tiveram quebra do ciclo circadiano por 12 h consecutivas
apresentaram redug&o (p < 0,05) desse tipo de células (X = 1345 + 355
hemécitos/ul de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos
por 12 h em ciclo normal (X = 174,6 + 26,4 hemacitos/pl de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminag&o continua por 24 h consecutivas também
sofreram reducéo (p < 0,01) desse tipo de células (X = 113,6 + 36,3 hemécitos/ul
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 24 h em
ciclo normal (X = 172,9 + 31,4 hemocitos/ul de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminagéo continua por 36 h consecutivas também
sofreram redugéo (p < 0,001) desse tipo de células (X = 97,7 + 14,0 hemécitos/ul
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 36 h em
ciclo normal (X = 1737 = 450 hemdcitos/ul de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminag&o continua por 48 h consecutivas também
sofreram redugdo (p < 0,001) desse tipo de células (X = 77,6 + 20,0 hemocitos/ul
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 48 h em
ciclo normal (X = 175,9 + 42,8 hemdcitos/ul de hemolinfa). Nao houve diferenca

entre os subgrupos controle. Os resultados estéo mostrados nas figuras 1e2

3.2.2. Dosagem de 6xido nitrico (NO) na hemolinfa circulante
Com relacdo a andlise da dosagem de 6xido nitrico na hemolinfa
circulante, os animais que tiveram quebra do ciclo circadiano apresentaram

redugao (p < 0,001) na produgéo de 6xido nitrico quando comparados aos animais
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que foram mantidos em ciclo circadiano normal. Assim, enguanto o grupo controle
apresentou producéo de 235,9 + 8,0 uM de NO, os demais grupos apresentaram
as seguintes produgbes de NO: 12 h: 155,5 £ 11,8 uM; 24h: 144,7 £ 10,3 uM; 36 h:
133,8 + 5,6 uM; 48h: 72,6 + 16,7 uM. O grupo recuperado apresentou produgao de
NO igual a 230,4 + 17,5 uM, ndo sendo observada diferenga entre este grupo e o

grupo controle. Os resultados sdo mostrados na figura 3.
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Tabela 1 — Numero de episodios dos comportamentos deslizar, arrastar e parar-
boiar apresentados nos dois grupos, controle e experimental, nos moluscos,
Biomphalaria tenagophila, durante os 2 dias de experimento, determinados pela
tabela comportamental de JURBERG (1995).

*P < 0,05 e *P < 0,001 comparados com o controle (teste x2).

Comportamento Ciclo circadiano lluminagdo continua
Deslizar 18 33*
Arrastar 27 48*
Parar-boiar 120 ¢ &
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N° de hemécitos / microlitro de hemolinfa

Grupos

Figura 1 — Numero de hemécitos por pul de hemolinfa em animais mantidos em
condigdo de ciclo circadiano regular ou de iluminagéo continua, 48h. *P < 0,001
quando comparado com ciclo circadiano regular (teste t de Student). Coluna cinza,

ciclo circadiano regular; coluna azul, iluminagao continua.
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Figura 2 — Numero de hemocitos por ul de hemolinfa em animais mantidos em
condigdo de ciclo circadiano regular ou de iluminagéo continua. *P < 0,001 quando

comparado com ciclo circadiano regular (teste t de Student). Coluna azul, ciclo
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circadiano regular; coluna vermelha, iluminagéo continua.
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N° NO {x 10-6M) na hemolinfa

Grupos

Figura 3 — Produgéo de Oxido nitrico (uM) na hemolinfa de Biomphalaria
tenagophila, em animais mantidos em condico de ciclo circadiano regular ou de
iluminag&o continua. *P < 0,001 quando comparado com ciclo circadiano regular e
ciclo recuperado (teste t de Student). Coluna azul, ciclo circadiano regular; coluna

vermelha, iluminag&o continua; coluna cinza, ciclo circadiano recuperado.
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4. DISCUSSAO

O fato de nenhum dos animais constituintes deste estudo apresentar
resultado positivo no teste de infestagéo por miracidios era esperado, uma vez que
todos eles foram obtidos do Departamento de Biociéncias onde s&o mantidos em
criadouros ndo naturais, impossibilitados de qualquer contato com larvas do S.
mansoni. Esse aspecto é de suma importancia no ambito do presente trabalho,
pois o contato com miracidios poderia influenciar e modificar 0s resultados aqui
obtidos em condigdes do aparente estresse por iluminagdo continua (REIS et al.,
1995).

Este estudo contribui para reforgar o conceito de que o estresse pode afetar
a resposta imunolégica tanto em invertebrados como nos vertebrados (STEFANO
et al., 1990; OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996; ROBERTS, 1995). Tal alteracéo,
produzida pelo estresse, pode levar tanto ao aumento quanto a diminuigéo da
habilidade imunolégica, dependendo da intensidade, do tempo de estimulo e da
espécie; porém, em geral, provoca imunossupresséo. O estimulo estressante, em
moluscos, quando por tempo prolongado, pode ativar os mecanismos de defesa

do animal, que reagira de acordo com a circunstancia (STEFANO et al., 1990). No
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presente trabalho foram observados aspectos do sistema defensivo: resposta
comportamental (deslizar, arrastar e parar-boiar) e resposta imunoldgica:
quantidade de hemdcitos circulantes na hemolinfa e quantidade de oOxido nitrico
presente na hemolinfa em condigbes de iluminag&o continua nos gastrépodos da
espécie Biomphalaria tenagophila. Tal condig¢éo, quebra do ciclo circadiano, pode
funcionar para tais animais como uma situacéo de estresse. Em primatas e
roedores, a exposicéo 3 luz leva a alteragbes nos ciclos circadianos gue poderao
provocar variagdes neuro-enddcrinas que, por sua vez, interferem na
imunomodulagéo (ROBERTS, 1995). Um exemplo que retrata este aspecto é a
variagéo circadiana, em humanos, nos niveis de leucécitos. Embora o nimero total
dessas células seja relativamente constante ao longo do dia, o nimero de
granulocitos e de monécitos predomina no periodo de luz do dia e o de linfécitos,
durante a noite. Tal variagdo esta relacionada com o tipo de receptor adrenérgico
na superficie da membrana celular (SUZUKI et al., 1997). Estes dados levam-nos
a inferir que uma possivel quebra do ciclo circadiano poderia afetar o nimero de
células, tanto de ciclo diurno como as de ciclo noturno e, consequentemente,
alterar a resposta imune destes animais.

De acordo com a tabela 1, observa-se um aumento na expressao de
comportamentos motores ativos, tais como arrastar e deslizar, e uma diminuigéo
da expressdo dos comportamentos motores néo ativos, parar-boiar, em animais
com o ciclo circadiano quebrado quando comparados com os animais controle de
ciclo regular. A luz continua poderia estar ativando mudanga de circuitos neuronais
que transformariam um comportamento em outro. Em moluscos adultos, do
género Clione, e em larvas de anfibios, do género Xenopus, tem sido mostrado

que circuitos préprios, porém interligados, estdo relacionados a mudancas de
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comportamentos do tipo boiar para nadar rapidamente, sob interferéncia de
estimulos ambientais. No molusco Clione, tais circuitos, denominados geradores
de padrbes centrais, estdo localizados nos ganglios podais (ARSHAVSKY et al.,
1993).

Na figura 1 e na figura 2, observamos um decréscimo do numero de
hemdcitos dos animais que tiveram seu ciclo circadiano quebrado, sendo que
houve um decréscimo gradual de 12 h para 48 h, quando comparado com os
animais de ciclo regular, que tiveram o numero de hemdcitos invariavel.
Provavelmente, ocorreu uma inibicdo do sistema imunolégico pelo sistema neural
em condigdes de iluminacdo continua, onde um maior tempo de exposicdo a luz
acarretou um maior decréscimo no numero de hemacitos, como o observado na
figura 3. Uma possivel explicagdo para tal fato pode estar embasada no
metabolismo da serotonina e sua transformacdo em melatonina ou alguma
substancia semelhante. Sabe-se que, em mamiferos, a luz inibe a transformagéo
de serotonina em melatonina. Assim, a luz que incide sobre a retina estimula o
nucleo supraquiasmatico do hipotalamo e resulta em aumento dos niveis de
serotonina e reduc&o da melatonina. Esse neuro-modulador, a serotonina, inibe a
liberagdo de corticotrofina. Portanto, em presenga de luz havera ativacdo do
sistema de corticosteréides adrenais através do aumento da relagédo
serotonina/melatonina (ROBERTS, 1995). Embora os corticosterdides sejam
imunossupressores, sabe-se que a serotonina é capaz de ativar seletivamente a
proliferacdo de linfécitos T (RAO et al, 1990). Dessa forma, os hemdcitos
poderiam estar sujeitos a um esquema de regulacdo mais geral em que um
aumento de substancias similares aos corticosterdides levaria a uma inibicdo da

proliferacdo de tais células ou mesmo a sua migracdo para 6rgdos fora da
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hemolinfa. Apesar dos moluscos ndo possuirem o eixo hipotalamo-pituitéria-
adrenal, envolvido no processo supracitado, deve haver um sistema
funcionalmente semelhante a este, uma vez que muitos destes horménios s&o
encontrados em sua hemolinfa e receptores para tais substancias sdo encontrados
em seus hemécitos (OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996).

A analise da figura 3 mostra que os animais que tiveram seu ciclo
circadiano quebrado pela iluminagdo continua apresentaram um decréscimo na
expressdo de Oxido nitrico provavelmente pela migracdo dos hemécitos da
hemolinfa para outros 6rgéos do molusco, gerada pelo CRH ou pelo ACTH
(OTTAVIANI et al.,, 1990). Pode-se ainda inferir que a quebra no ciclo circadiano
poderia levar a uma modificacdo de algum circuito neural que inibiria,
indiretamente, através da interferéncia nos hemécitos ou em algum outro tipo
celular, a liberagdo de 6xido nitrico.

As andlises da tabela | e das figuras 1, 2 e 3, mostram que os animais que
tiveram o ciclo circadiano quebrado apresentaram maior mobilidade, menor
expressgo de hemdcitos, um decréscimo progressivo na curva do nimero de
hemocitos circulantes da hemolinfa, além de um decréscimo na expressao de
éxido nitrico da hemolinfa circulante. E possivel imaginar que um tipo de circuito
dedicado a cada um dos aspectos de regulagéo esteja envolvido a cada vez
(MORTON & CHIEL, 1994). Assim, a iluminacdo continua ativaria um circuito
motor ao mesmo tempo que desativaria um circuito relacionado ao eixo
neuroimunolégico. Ou ainda, que um neuromodulador estivesse envolvido nesses
circuitos, ligando um e desligando o outro. Por exemplo, sabe-se que a serotonina
ativa a produc&o de corticosterdides que sdo imunossupressores. No molusco

Clione, esta substancia esta envolvida na transformacéo de um comportamento de
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fuga modificando a natagéo lenta em natagao rapida (ARSHAVSKY et al., 1993).
Os nossos resultados permitem sugerir que 0 mesmo pode estar ocorrendo com
os moluscos objeto deste trabalho. Uma substancia que poderia ser a propria
serotonina ou algo semelhante a ela, que tenha o seu nivel aumentado pela luz,
poderia estar, ao mesmo tempo, induzindo uma diminuicdo do numero de
hemadcitos na hemolinfa e também inibindo a produgéo de éxido nitrico, seja por
uma inibigdo da enzima ou por uma competigdo pelo substrato que converte
arginina em NO (HIBBS et al., 1987a,b; 1988). Ainda, em relacéo & reducdo na
producdo de NO, pode-se imaginar que 0 mesmo estaria ocorrendo por uma via
indireta envolvendo o neurotransmissor glutamato e receptores de N-methyl-D-
aspartato (NMDA) sobre os quais o glutamato também atua. SNYDER & BREDT
(1992), utilizando preparacdes de cerebelo, observaram que quando se adicionava
NMDA ou glutamato a atividade NOSintase triplicava, consequentemente
aumentando os niveis de NO. Pode-se inferir que um possivel aumento no nivel
de serotonina, nos animais expostos a iluminagdo continua, poderia estar inibindo
um circuito glutamatérgico que, de uma forma semelhante aquela observada por

SNYDER & BREDT (1992), poderia inibir a produgao de éxido nitrico.
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5. CONCLUSOES

A iluminagdo continua representa, para o molusco Biomphalaria
tenagophila, um fator de estresse que interfere com o seu sistema imunoloégico.
Tal interferéncia aparece, neste estudo, pela redugéo do numero de hemocitos na
hemolinfa e pela redugcéo na expressao de Oxido nitrico na hemolinfa circulante.
Ocasionando nao apenas uma redugéo efetiva no nimero de células de defesa,
mas também uma diminuicdo na sua eficiéncia - reducéo da atividade citotoxica.

A iluminagdo continua interfere também com o aspecto
comportamental do animal, aqui manifesto pelo aumento na expressdo de
comportamentos ativos. Possivelmente existe um mecanismo comum,
representado por circuitos neurais, que participam no controle da expressdo

comportamental e da expressao do sistema imunologico.
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