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INTRODUCAO



O sistema digestivo dos insetos apresenta uma notavel
diversidade morfologica e funcional, que advém do fato de que esses
animais habitam nosso planeta desde o periodo Devoniano e que, sob a
acdo continua da evolugdo, vieram sofrendo pressdes seletivas de
adaptagao ao ambiente, desde que surgiram ha 400 milhdes de anos.
Levando em consideragao que 3/4 das espécies animais conhecidas sdo
insetos (ROSS et al., 1982), a adaptagdo de tantas espécies ao ambiente
levou-as a aproveitarem, como alimento, uma gama imensa de produtos
que pudessem ser digeridos. Assim, quase todo material orgénico que
encontramos hoje na natureza pode ser utilizado como alimento pelos
insetos (WIGGLESWORTH, 1972). Isso cria uma vasta opgdo de dietas,
que podem ser analisadas do ponto de vista das suas caracteristicas
mecanicas (se sdlidas ou liquidas), ou da composicdo nutricional (se s&o
de origem animal ou vegetal) (RIBEIRO et al., 1990).

A adaptagao a cada tipo de dieta levou a selegdo de pecas bucais
que foram se especializando para melhor se adequarem a funcdo, o que
resultou em um grande nimero de especializacdes envolvidas no
processo de captagdo do alimento. Por conseguinte, a grande diversidade
alimentar fez com que o sistema digestivo desenvolvesse peculiaridades
morfoldgicas e funcionais adaptadas a uma melhor digestdo e assimilagao
do tipo de alimento ingerido.

Do ponto de vista anatdémico, o sistema digestivo dos insetos é
dividido em 3 regides principais: o intestino anterior ou estomodeo, o
intestino medio, ventriculo ou meséntero, e o intestino posterior ou
proctédeo (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1985; TERRA, 1990). O
intestino anterior comega na boca, e inclui a cavidade bucal, a faringe, o
esdfago, o proventriculo e o papo. O papo é um 6érgdo de estocagem em
muitos insetos e também serve como um local para digestdo em outros.
O intestino anterior & revestido por cuticula e, em alguns insetos, é
reduzido, limitando-se a um tubo estreito. O proventriculo é um érg&o

triturador em alguns insetos e, na maioria, forma uma valvula,



d

controlando a passagem do alimento para o intestino médio. O intestino
meédio (ventriculo) € a regido do tubo digestivo onde ocorrem os
principais eventos da digestao e a absorcao de nutrientes. Inclui um tubo
simples, do qual podem se originar sacos em fundo cego, denominados
cecos gastricos. Na maioria dos insetos, o intestino médio apresenta uma
membrana acelular (membrana peritrofica), que separa o conteudo
luminal em dois compartimentos, o espago endoperitréfico (no interior da
membrana) e o espago ectoperitrofico (entre a membrana e o epitélio).
Na regido do esfincter (piloro), que separa o intestino médio do intestino
posterior, inserem-se os tubulos de Malpighi que sdo 6rgdos de excrecdo.
O intestino posterior inclui o ileo, colo e reto, este ultimo envolvido na
absor¢gdo de agua e ions, terminando no anus. O intestino posterior é
revestido por cuticula e, ao menos em alguns insetos, limita-se a um
tubo estreito, enquanto que em outros, estd modificado em uma cadmara
de fermentagao ou panga, que abriga microrganismos envolvidos na
digestao de celulose.

O epitélio do intestino médio é sempre simples e é constituido por
um tipo principal de célula, usualmente denominada célula colunar.
Células regenerativas, pouco diferenciadas e comprometidas com a
reposicao do epitélio, e células enddcrinas, sdo, também freqiientemente
observadas (CHAPMAN, 1985; TERRA, 1990). A célula colunar responde
pelos eventos mais significativos do processo digestivo em insetos,
estando envolvida na absorgdo de nutrientes e agua, na secrecdo de agua
e enzimas digestivas e na digestdo final, através de enzimas ligadas a
membrana das microvilosidades.

Os principais eventos do processo digestivo ocorrem em trés fases
distintas: a digestdo inicial, a intermediaria e a final. A fase inicial da
digestao consiste em diminuir o peso molecular das moléculas de
alimento, através da agd@o de hidrolases poliméricas, tais como amilase,
celulase, hemicelulase e tripsina. A digestdo intermediaria é a hidrélise,

por hidrolases oligomeéricas (exemplificadas pelas aminopeptidases), de



moléculas oligoméricas de alimento, para dimeros e/ou pequenos
oligbmeros, os quais sdo reduzidos, durante a digestdo final, para
mon6meros, por hidrolases diméricas (RIBEIRO, et al., 1990: TERRA,
1990; SCHUMAKER et al., 1993).

A primeira tentativa de relacionar os compartimentos do intestino
meédio com cada uma das trés fases da digestdo, foi feita em larvas de
Rhynchosciara americana  (Diptera: Nematocera). Determinacdes
enzimdticas feitas em células do intestino médio e no espaco
endoperitroéfico e ectoperitréfico de larva de R. americana, levou 3
proposicao de que a digestdo inicial ocorra no espaco endoperitrofico,
enquanto que a digestdo intermedidria e a final ocorram,
respectivamente, no espago ectoperitrofico e ao nivel das células do
intestino médio (FERREIRA et al., 1981). Analises morfo-bioquimicas
levaram os autores a concluir que as células da regido posterior do
ventriculo secretam agua, enquanto as dos cecos, absorvem. Isso cria
uma corrente postero-anterior de dgua, no espaco ectoperitréfico. Assim,
o alimento que chega ao intestino médio, via espaco endoperitrofico, é
hidrolisado por enzimas digestivas enquanto é levado em direcdo a regio
central. Quando a redugdo de seu peso molecular permite, o alimento
passa através da membrana peritréfica, entrando no espago
ectoperitrofico. Ao ser levado de volta a regido anterior, passa pela
digestao intermediaria e final, sendo absorvido pelas células que
revestem o ceco. As enzimas liberadas durante a absorcdo, voltam para o
espago endoperitrofico, iniciando novo ciclo digestivo. Isso leva a uma
economia de enzimas, ja que as mesmas podem ser reutilizadas varias
vezes. Esse modelo de circulagdo endo-ectoperitréfica de enzimas
digestivas foi confirmado em insetos de outras ordens, com diferentes
habitos alimentares e naqueles que ndo possuem cecos. Neste ultimo
caso, o epitélio da regido anterior do intestino médio responde pela
absorgao (ver revisbes em: TERRA, 1988; RIBEIRO et al., 1990: TERRA,
1990).



Outro modelo de digestdo em insetos ocorre em espécies das
ordens Hemiptera e Thysanoptera, as quais nao possuem membrana
peritréfica (SILVA et al., 1996; TERRA, 2001). Nesses animais, as
microvilosidades da face apical das células do intestino médio s3o
recobertas por uma sequnda membrana lipo-protéica (LANE & HARRISON,
1979), denominada membrana perimicrovilar. Esta membrana recobre as
microvilosidades a uma distancia constante e, na extremidade das
microvilosidades, a membrana perimicrovilar se projeta para a luz do IM,
onde forma um compartimento fechado, denominado espaco
perimicrovilar (SILVA et al., 1996; TERRA, 1996).

O detalhamento dos modelos propostos para a digestdao entre os
insetos necessita de subsidios que incluam, principalmente, o estudo
fisico-quimico das enzimas envolvidas na digestao, sua distribuicdo
espacial no sistema digestivo e o estudo dos processos secretores que
ocorrem na célula. A fisiologia da digestdo nos insetos é pouco conhecida,
principalmente porque raros sdo os trabalhos que determinam a
distribuicdo das enzimas digestivas nos varios compartimentos dos seus
tubos digestivos, assim como poucos sdo os estudos que procuram
relacionar a fisiologia com a morfologia (CHAPMAN, 1985; APPLEBAUM,
1985; RIBEIRO et al., 1990; TERRA, 1990; TERRA & FERREIRA, 1994;
RIBEIRO et al., 1996). Sem esses dados n3o ficam esclarecidos os passos
pelos quais o alimento é hidrolisado nos diversos sitios do canal alimentar
e, finalmente, absorvido.

Dentro desse contexto, um estudo detalhado de representantes da
ordem Phthiraptera, filogeneticamente préoxima dos Hemiptera e
praticamente desconhecida do ponto de vista morfo-fisioldgico, teria um
grande interesse para o conhecimento das tendéncias evolutivas
existentes nos insetos.
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A ordem Phthiraptera é constituida por insetos ectoparasitas de
aves e mamiferos, conhecidas popularmente como piolhos. Estdo
distribuidos em quatro sub-ordens: Amblycera, Ischnocera,
Rhyncophthirina e Anoplura (LYAL, 1985; SMITH, 2001).

As sub-ordens Amblycera e Ischnocera sdo constituidas por cerca
de 3.000 espécies conhecidas (PAGE, 1994; SMITH, 2001). Na literatura
mais antiga, ainda encontramos referéncias a estas duas sub-ordens
como pertencentes a ordem Malophaga, mas desde que LYAL (1985)
apontou objecdes a essa classificacdo, uma nova posicdo cladistica tem
sido aceita, incorporando-as a ordem Phthiraptera. Os insetos dessas
duas sub-ordens tém, em comum, o fato de suas pecas bucais serem
adaptadas para mastigar. Devido a essa carateristica, os insetos dessas
sub-ordens s&do designados piolhos mastigadores. Da mesma forma,
varios livros fazem referéncia a eles como “piolhos de aves”. Isso deve-se
ao fato de que os primeiros piolhos mastigadores foram estudados em
aves. Mas por sua imprecisdo, o termo "piolhos de aves" estd em desuso
(CHENG, 1986), ja que vdrias espécies que gradualmente foram sendo
descobertas tém como hospedeiros, os mamiferos. Atualmente sabemos
que sdo encontrados parasitando quase todos o0s animais, desde os
maiores mamiferos até os menores passaros e, demonstrando grande
capacidade adaptativa, tém como hospedeiros, também, animais
marinhos, como focas e ledes marinhos. Conforme a espécie observada,
esses piolhos se alimentam de células ou penas da epiderme do
hospedeiro. '

A sub-ordem Rhyncophthirina compreende uma Gnica espécie, que
parasita elefantes e porcos selvagens da Africa. E um pequeno piolho que
possui mandibulas na extremidade de um longo focinho semelhante a
uma probdscide.



A sub-ordem Anoplura é representada por mais ou menos 500
espécies de piolhos (PAGE et al., 1995), cujo aparelho bucal é do tipo
perfurante, alimentando-se do sangue sugado apds puncdo. Sdo por isso
denominados "piolhos sugadores". Todos tém como hospedeiros, os
mamiferos.

Dentre todas as espécies de Anoplura, a mais conhecida e
estudada € a Pediculus humanus, por razdes claramente ligadas a saude
publica. Esse parasita habita a cabega e o corpo do homem e, por muito
tempo, acreditou-se que se tratava de 2 espécies diferentes. Mas,
atualmente, um crescente nimero de pesquisadores consideram que se
trata de apenas uma (CHENG, 1986). Sdo transmissores de vdarias
doengas como tifo (NIANG et al., 1999; RAOULT et al., 1999), febre da
trincheira  (DRANCOURT, 1999; RYDKINA et al., 1999), endocardite
bacilar angiomatosa (JOURDAIN et al., 1998; BROUQUI et al., 1999),
febre recorrente (DRANCOURT, 1999: RAQULT et al., 1999), e tularemia
(CHENG, 1986). Outra espécie de Anoplura que também tem como
hospedeiro a espécie humana, é o Phthirus pubis, que habita a area

genital e perianal.

O objeto de estudo do presente trabalho é uma espécie da ordem
Phthiraptera, sub-ordem Anoplura, familia Haematopinidae, género
Haematopinus, espécie Haematopinus suis (LYAL, 1985; DURDEN &
MUSSER, 1994; PAGE, 1994; PAGE & PRICE, 1995). Este inseto é um
ectoparasita do porco doméstico, alimentando-se varias vezes ao dia,
através de perfuracdes na pele do hospedeiro e conseqiliente succdo de
seu sangue (OCHANDA et al., 1996). N3o possui olhos, mas tem
preferéncia por locais no hospedeiro que n3o estejam sujeitos a luz
intensa e cuja temperatura oscile ao redor dos 30°C. Esse parasita,
vulgarmente denominado "piolho do porco”, apresenta, nos machos, um
comprimento de cerca de 4 mm e nas fémeas, 6 mm. Sua cabeca
apresenta um aspecto pontiagudo na regido anterior, sendo dotada de
uma pecga bucal perfurante constituida por 3 estiletes. Um deles é 0co,

recebendo na extremidade posterior, a saliva produzida pela glandula



salivar e a conduzindo até o local onde serd inoculada no hospedeiro.
Assim como a cabega, o térax ndo apresenta diferencas morfoldgicas
entre machos e fémeas. Dali partem trés pares de pernas que terminam
em pingas aptas a se prenderem aos pélos do hospedeiro. Apds o toérax, o
corpo do animal expande-se para formar o abdémen, que se apresenta
achatado dorso-ventralmente. No sentido antero-posterior, possui um

formato arredondado nos machos e mais alongado nas fémeas.

O H. suis, além de parasitar o porco, onde atua como um vetor de
transmissao de febre suina, também se alimenta de sangue humano, se
as condigdes assim o permitirem (CHENG, 1986). E um animal, portanto,

capaz de parasitar mais de um hospedeiro.

O estudo do H. suis tem especial relevancia, pelo fato desse
ectoparasita ter, como hospedeiro, um animal de reconhecida importancia
agropecuaria, onde atua como fator irritante (ROBERTS, 1965; DAVIS &
WILLIAMS, 1986; LEVOT, 2000). Isso repercute em deficiéncia no ganho
de peso e diminuicdo na producdo de leite, prejudicando o crescimento
das novas geracdes do rebanho suino. Portanto, o H. suis tem uma
indiscutivel conotacdo econémica. A importancia em se trabalhar com
essa espécie se estende a 4&rea sanitaria, pois esse inseto é
reconhecidamente um transmissor da febre suina. Tem sido controlado
pelos meédios e grandes criadores de suinos, através da utilizacdo de
inseticidas, mas ainda é grande a sua presenca em pequenas

)

propriedades rurais.

Considerando a auséncia de estudos sobre a morfoiogia funcional
do tubo digestivo do H. suis na literatura, o presente trabalho busca
fornecer informagdes que possam ser utilizadas na melhoria do
conhecimento acerca da morfo-fisiologia digestiva dessa espécie e sua
insercdao no panorama evolutivo dos insetos. Esse conhecimento podera
contribuir para o controle biolégico do parasita, através, por exemplo, do
uso de inibidores especificos de enzimas digestivas.



9

Dentro deste contexto, os objetivos que nos propomos atingir sao:

» Estudar, detalhadamente, o sistema digestivo do H. suis do ponto
de vista anatdmico, histolégico e da sua ultra-estrutura, procurando
identificar possiveis diferengas morfoldgicas ao longo do epitélio
digestivo e verificar a presenca de membrana peritrofica ou
perimicrovilar.

» Identificar as principais enzimas digestivas atuantes no processo da
digestao.

e A luz das informacgbes levantadas acerca da organizacdo da digestao
eém um representante dos Phthiraptera, grupo praticamente
inexplorado neste aspecto, contribuir para o estabelecimento de um
esquema evolutivo abrangente para o processo digestivo dos
insetos, objetivo maior do grupo de pesquisa onde se insere este
trabalho.



MATERIAL E METODOS



I - MATERIAL

Foram estudados exemplares machos, adultos de Haematopinus
suis (Linnaeus, 1758) (Phthiraptera, Haematopinidae) (Fig. 1-A, B)
coletados em porcos adultos, criados na pocilga da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da USP, campus de Pirassununga, SP.

II - METODOS

2.1 - ANATOMIA E HISTOLOGIA
2.1.1 - Fixagao

Ainda no local da coleta, no campus de Pirassununga, metade dos
lotes de animais foram imediatamente fixados, apds remogao de parte da
regido muscular lateral do abdémen, para permitir a rapida penetragao
dos fixadores. O restante dos lotes de animais foi mantido vivo, e em

jejum, por um periodo de 8 horas, e s6 entdo fixado no laboratério.

Com a finalidade de determinar qual solugao fixadora traria os
melhores resultados na preservacdo das estruturas teciduais, foram

testadas as seguintes solugoes:



a - Solucdo fixadora sequndo Zamboni:

Para obtermos a solucdo fixadora segundo ZAMBONI (STEFANINI
et al., 1967), foi preparado, inicialmente, o tampdo fosfato Sorensen
(TPS) a 0,2M. Para isso, foi feita uma solugdao que denominamos solugao
A, diluindo 15,6¢g de NaH:P042H,0O em 500ml de agua destilada. Em
seguida, preparamos a solugdo B, diluindo 14,2g de NA,HPO, em 500ml
de agua destilada. Apds, misturamos 140ml da solugao A com 360ml da
solugdo B, o que resultou em 500ml da solucdo final do tampao a 0,2M,
pH 7,2. Preparamos, a seguir, uma solugao de paraformaldeido a 4% em
adgua destilada, a qual misturamos em partes iguais com TPS a 0,2M.
Disso resultou uma solucdo de paraformaldeido a 2% em TPS 0,1M. Para
a solugdo fixadora final, misturamos 850ml da solugao de
paraformaldeido a 2%, com 150ml de uma solugdo saturada de acido

picrico.

b - Solucao fixadora sequndo Junqueira:

Para o preparo da solugdo fixadora segundo JUNQUEIRA et al.
(1989), misturamos em 450ml| de dgua destilada, 4,5g de NaCl e 20g de
paraformaldeido. Adicionamos entdo, 50ml de solugao tampéo' fosfato
(PBS) 0,1M e corrigimos o pH para 7,0. O PBS foi obtido misturando 90ml
de solucdo de 13,6g de KH,PO, em 100ml de agua destilada, em uma
solucdo de 89,59 de NaH,P0412H,0 em 250ml de agua destilada. O pH foi
corrigido para 7,0.



¢ - Solucao fixadora sequndo Bouin:

A solucao fixadora segundo Bouin (BECAK & PAULETE, 1976), foi
obtida, através da mistura de 75ml de solugdo saturada de acido picrico,

com 25m! de formalina e 5ml de acido acético.

Foram utilizados 120 animais, distribuidos em lotes de 20 para

cada grupo, conforme especificado abaixo. Repetimos o experimento 30
dias apds, a titulo de confirmagdo de dados, tendo sido utilizado um total
de 240 animais. O tempo de fixacdo foi de 6 horas a 4°C para aqueles
fixados com a solugdo de Junqueira e Zamboni e 6 horas em temperatura
ambiente, para os fixados com a solugdo de Bouin. O material fixado com
a solucdo de Zamboni, foi lavado em PBS. Apds, todo o material foi
colocado, devidamente identificado, em alcool 70%. Dessa maneira,
obtivemos 0s seguintes grupos de animais fixados:

1° grupo: animais em jejum e fixados coin Zamboni

2° grupo: animais alimentados e fixados com Zamboni.

3° grupo: animais em jejum, fixados segundo Junqueira.

4° grupo: alimentados, fixados segundo Junqueira.

5° grupo: em jejum, fixados com liquido de Bouin.

6° grupo: alimentados, fixados com liquido de Bouin.

2.1.2 - Selecédo do instrumental de dissecgdo

A disseccdo do tubo digestivo de um animal com as reduzidas
dimensoes do H. suis, foi um trabalho que consumiu meses de tentativas
e aprimoramento de técnicas. Inicialmente, optamos pelo uso de
instrumental cirdrgico utilizado em oftalmologia, que, apos muitos
insucessos, nos forgou
a criacdo de instrumentos mais adequados a dissecgao desses pequenos
animais (Fig. 1-C).



2.1.3 - Dissecgao

Ap6s varias tentativas, optamos pela seguinte técnica de
disseccao. Cada exemplar de H. suis era retirado da solugdo fixadora e
colocado sobre uma lamina de vidro para microscopia de luz, onde havia
sido colada uma fita adesiva dupla face. Sobre o0 animal era colocada uma
gota do fixador, a fim de se evitar um prejudicial ressecamento dos
tecidos. Com a lamina de vidro colocada em um microscopio
estereoscOpico Zeiss Stemi 2000C, era feita a remogdo da carapaga
dorsal, sob luz de fonte de fibra optica. A seguir, os tecidos internos dos
animais eram cuidadosamente liberados das partes laterais e ventral do

exoesqueleto.

Os animais para estudo em microscopia de luz, foram dissecados
de forma a ter removidas apenas a sua carapacga de quitina e parte da
musculatura, evitando-se assim traumas mecanicos desnecessarios que
decorreriam de uma excessiva manipulacdo, caso tentassemos dissecar
totalmente o intestino. Para estudo da anatomia, os tubos digestivos
foram completamente liberados das estruturas adjacentes. Apos esse
estagio do processamento, o material destinado ao estudo anatémico, foi
fotografado através de microscépio estereoscopico, e aquele destinado a

microscopia de luz, seguiu entdao, o processamento de rotina.

2.1.4 - Desidratacao ‘

As pecas destinadas ao exame sob microscopia de luz, foram
desidratadas em série crescente de etanol, da seguinte maneira: as que
se destinavam a inclusdo em parafina, foram totalmente desidratadas
através de banhos sucessivos de 2 horas cada, em alcool etilico 70%,
80%, 95% e 2 banhos finais em alcool 100%; aquelas para inclusdo em
historesina, passaram por uma desidratacdo parcial, chegando até alcool
95%, conforme instrucdes do fabricante.



2.1.5 - Diafanizacgao

Ao serem removidas do etanol, as pecas de tecido para inclusdo em

parafina, foram submetidas a 2 banhos de xilol, de 2 horas cada.

2.1.6 - Inclusao

O material destinado a inclusdo em parafina, passou por 2 banhos
de embebigao em parafina marca Merck, ponto de fusdo 56-58°C, em
estufa a 58°C, com duragdao de 2 horas cada um e finalmente

emblocados.

Para inclusdao em historesina (hidroximetilmetacrilato) foi utilizado
um kit de inclusao da Leica, que é constituido por trés componentes: a
resina basica, o ativador e o endurecedor. Seguimos as recomendacdes
do fabricante, respeitando o volume adequado ao material que seria
emblocado.

Preparamos a historesina misturando 50ml! de resina basica com
0,5ml de ativador. Disso resultou a solugdo de infiltragdo. Apos,
misturamos 5ml dessa solugao com 5ml de alcool etilico 95% e deixamos
os tubos digestivos girando dentro dela por 1 hora. A seguir, colocamos o
material em solugao de infiltragdo pura, onde ficou girando por 1 hora.
Repetimos esse passo, utilizando nova quantidade de resina pura.

Para a emblocagem, misturamos 15ml da solucdo de infiltracdo
com 1ml do liquido endurecedor e deixamos o material imerso na
historesina, utilizando formas adequadas para essa finalidade, em local
com desumidificador de ambiente, por 24 horas.
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2.1.7 - Microtomia

Os blocos de parafina foram cortados com navalha de aco
inoxidavel, em um micrétomo marca Reichert-Jung modelo 820-II, de
forma a obter secgbes longitudinais com 5um de espessura, da regido
intestinal de cada grupo. A seguir eram esticados sobre uma solugdo de
gelatina e agua a 45°C, retirados com uma ldmina histoldgica e postos
para secar em estufa a 37°C.

Os blocos de historesina foram cortados utilizando navalha
descartavel de tungsténio, num micrétomo marca Leica modelo RM2145,
regulado para fornecer cortes de 3um de espessura. Cada corte, assim
obtido, era esticado em uma gota de dgua destilada sobre 1amina de vidro

€ postos para secar em placa quente.

2.1.8 - Coloracao

Apos secas em estufa, as Idminas com cortes em parafina,
correspondentes a cada grupo citado na fixacdo, passaram por 2 banhos
em xilol e hidratacao em série decrescente de alcoois e dgua destilada.

Nesse ponto, tanto as lIdminas contendo os cortes de tubo digestivo
emblocados em parafina, quanto aqueles em historesina, foram coradas
com Hematoxilina-Eosina. Apds coloracdo, foram analisadas e
fotografadas em fotomicroscopio Carl Zeiss-Jena modelo Jenaval.

As laminas com cortes de glandula salivar, foram coradas com a
solugao corante segundo SATO & SHAMOTO (1973), obtida a partir da
mistura de 0,5g de fosfato de sddio monobdasico, com 0,25g de fucsina
basica, 0,7g de azul de metileno, 15ml de acido bérico 0,5%, 10ml de
agua destilada e 10ml de NaOH 0,72% pH 6,8. A coloragdao mais
adequada para os cortes de glandula salivar, foi obtida com o tempo de
10 segundos a 20°C.



Esta solugcao corante, foi originalmente indicada para cortes semi-
finos de microscopia eletrbnica de transmissdao. Tendo apresentado
otimos resultados em células que possuiam granulos de secrecdo,

adotamos essa solucao para glandula salivar.

2.2 - MICROSCOPIA CONFOCAL

Para a visualizagao de quitina por fluorescéncia, com a finalidade
de detectar a presenca de membrana peritréfica, os tubos digestivos
foram fixados por 6 horas a 4°C, em solucao fixadora segundo Zamboni
(STEFANINI et al., 1967). Foram, a seguir, lavados em tampao fosfato de
sodio 0,2M, incluidos em parafina e submetidos a microtomia, para
obtengdao de cortes com 14um de espessura. Apds desparafinizacdo em
xilol e hidratagdo em série decrescente de etanol, foram lavados em PBS
(“phosphate buffer saline”). Passaram entdo por outra lavagem, agora em
PBS contendo 0,2% de Triton X100. A seguir, preparamos uma solucdo de
PBS, com N-acetilglicosamina 0,2M, e WGA-FITC (“wheat germ
agglutinin-fluorescein isothiocyanate”) onde incubamos os cortes, em
camara umida e ao abrigo da luz, por 12 horas a 4°C. A ligacdo de WGA
com quitina é especifica em presenga de excesso de N-acetilglicosamina
(PETERS & LATKA, 1986). Apos a incubacdo, o material foi submetido a 3
lavagens de 5 minutos cada, em PBS, em temperatura ambiente.

A montagem das preparagoes foi feita com a utilizacdo de
VectaShield, que reduz a perda de fluorescéncia das preparagbes. Para o
estudo dos cortes, utilizamos um microscopio confocal Zeiss modelo LSM-
410.



2.3 - MICROSCOPIA ELETRONICA

2.3.1 - Microscopia Eletronica de Varredura

Inicialmente o material foi fixado em solucao de glutaraldeido 2%
em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,4 , a 4°C, por 1 hora e lavado
em 3 banhos de 5 minutos em agua destilada. A seguir, passou por um
banho de 30 minutos em 6smio 1%, outro em &cido tanico 1% por 10
minutos e novamente em 6smio 1% por 30 minutos. Foi entdo lavado 3
vezes em agua destilada por 5 minutos, desidratado em série crescente
de alcool etilico, seco em unidade de ponto critico de CO, da Balzers,
modelo CPD-030. Finalmente, as preparagdes foram montadas em "stubs"
adequados, metalizados em metalizador Balzers, modelo SCD-050 e
examinadas em microscopio eletronico de varredura Zeiss modelo DSM-
940.

2.3.2 - Microscopia Eletronica de Transmissdo

Para microscopia eletronica de transmissdo, foram testadas
algumas solugdes fixadoras, partindo da técnica basica descrita por LANE
et al., (1972), com modificagdes (comentario na primeira pagina da
Discussao).

Solugao fixadora 1: glutaraldeido 3% em tamp&o cacodilato 0,1M
e lavagem em tampao cacodilato 0,1M com sacarose 0,2M.

Solugao fixadora 2: glutaraldeido 3%, em tamp&o cacodilato 0,1M
com sacarose 0,1M e lavagem no mesmo tampdao anterior.

Solugao fixadora 3: glutaraldeido 3% em tamp&o cacodilato 0,1M
com sacarose 0,2M e lavagem em tampdo cacodilato 0,1M com sacarose
0,4M.
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Além dessas trés, foi também testada uma quarta solucdo
fixadora, descrita por KARNOVSKY (1965) com modificagdes: misturamos
10ml de tampao cacodilato 0,2M, com 2ml de glutaraldeido 25%, 4ml de
paraformaldeido 10%, 20ml de agua destilada e 10mg de cloreto de
cdlcio. O tampdo de lavagem, cacodilato de sédio 0,2M pH 7,4, foi
preparado, misturando 4,289 de Na(CHs),As0,3H.0, com 100ml de &qua
destilada.

Para todos os fixadores, o tempo de fixacdo foi de 2 h a 4°C,

seguido de 3 lavagens de 10 minutos cada, no tampéao a 4°C.

Apbés a fixacdo, submetemos o material a uma pés-fixacao,
permanecendo por 1 h a 4°C, em uma solugdo de ésmio 1% em tamp&o
cacodilato 0,1M. Em seguida, foram lavados em 3 banhos de 10 minutos
a 4°C em uma solugdo de NaCl 0,1M, passando entdo pelo processo "en
bloc staining”, que consiste em submeter o material a um banho em
acetato de uranila 1% aquosa, por 40 minutos a 4°C. Depois, 0s tubos
digestivos foram desidratados em série crescente de etanol, embebidos e
emblocados em resina de SPURR (1969), segundo orientacdoes do
fabricante e colocados em estufa a 65°C.

Uma vez atingido seu endurecimento, os blocos foram cortados,
sempre com navalha de vidro, em ultramicrétomo Leica modelo
Ultratome Nova. Os cortes ultrafinos foram entdo contrastados por 10
minutos em uma solugdo de citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e
analisados em microscépio eletrdonico de transmissdo Zeiss modelo EM
900.
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2.4 - ENSAIOS ENZIMATICOS E DOSAGEM DE PROTEINAS

Exemplares vivos, adultos de H. suis, foram colocados sobre
laminas histoldgicas contendo fita adesiva de dupla face e dissecados,
apés imobilizacdo pelo frio, em solucdo de NaCl 0,1M a 4°C, sob
microscopio estereoscopico. Os tubos digestivos foram removidos com o

auxilio de instrumental apropriado e mantidos sob gelo.

2.4.1 - Preparo das amostras

Os tubos digestivos de H. suis foram homogeneizados em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem em agua bidestilada gelada. O
material resultante foi filtrado em malha de nylon de 100 um e o volume
ajustado em balao volumétrico.

A seguir o material foi centrifugado a 14.000rpm (15.150 x g),
durante 30 minutos, em centrifuga Sorvall RMC 14, na temperatura de 4°
C. O sobrenadante foi recolhido e o volume ajustado em baldo
volumétrico (sobrenadante S;). O material sedimentado (P1) foi
ressuspenso em agua bidestilada gelada e submetido a trés ciclos de
congelamento/descongelamento, apds os quais foi novamente
centrifugado nas mesmas condicdes descritas anteriormente. O novo
sobrenadante (S,) foi recolhido e estocado a -20°C.

O sedimento resultante (P.) desse segundo ciclo de centrifugacdo
foi ressuspenso em agua. Em seguida, adicionou-se CHAPS (3-
[(cholamido propyl)-dimethyl ammonio]-1-propanesulfonate) na
proporcao de 4 mg de detergente por mg de proteina. Essa mistura foi
agitada brandamente em baixa temperatura durante 15 horas e em
seguida centrifugada a 14.500 rpm (25.000 x g) em uma centrifuga
Sorvall RC-5B, obtendo-se um novo sobrenadante (Ss) e um novo
sedimento (Ps), cujos respectivos volumes foram acertados em baldo
volumétrico. Tal procedimento ¢é semelhante ao adotado por
CRISTOFOLETTI & TERRA (1999).
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2.4.2 - Ensaios enzimaticos

A deteccao da atividade enzimatica foi realizada incubando-se a
mistura de reagao em banho-maria termostatizado (30°C) por diferentes
periodos de tempo. Controles sem enzima (brancos de substrato) e sem
substrato (brancos de enzima) foram incubados do mesmo modo que os
experimentais. A atividade observada foi expressa em nmoles de
substrato ou ligagao hidrolisada por minuto (mU, miliunidades).

Determinagbes fluorimétricas da atividade de tripsina foram
realizadas com a utilizagdo de dois substratos cumarinicos diferentes: N-
carbobenzoxi-arginine-7-amido-4-methylcoumarin (CBZArgMCA - Sigma
Aldrich) e N-carbobenzoxi-phenylalanine-arginine-7-amido-4-
methylcoumarin  (CBZPheArgMCA - Sigma Aldrich), ambos na
concentragao de 0,01 mM em tampdo glicina NaOH, pH 9,0, 100mM. Para
quimotripsina, utilizou-se o substrato cumarinico N-succinil-alanine-
alanine-phenylalanine-7-amido-4-methylcoumarin (SAAPMCA - Sigma
Aldrich), nas mesmas condigbes citadas acima.

A determinagdo de atividade de aminopeptidase foi realizada
utilizando-se L-leucine-p-nitroanilide (LpNa - Sigma Aldrich) segundo
Erlanger et al. (1961), na concentragdo de 1mM, em tamp&o glicina NaOH
100mM, pH 9,0. »

A atividade de cisteina proteinase foi medida utilizando-se epson-
amino-caproil-S-benzil-cystein-7-amido-4-methylcoumarin (E-NH>-MCA),
na concentracao de 1mM em tampdo citrato-fosfato 50mM, pH 4,0.

A atividade de a-glicosidase foi medida utilizando-se 4-
methylumbelliferyl-a-D-glucoside (MUaglu - Sigma Aldrich), na
concentragao de 1mM em tampdo citrato-fosfato 50mM, pH 6,0.

A atividade de proteinase total foi medida com caseina
fluoresceina isotiocianato (caseina FITC) 0,5% em tampao citrato-fosfato
50ml pH 5,5.



2.4.3 - Determinacao de proteinas

As medidas de proteina foram realizadas conforme Smith et al.,

(1985), utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

2.4.4 - Resolugao cromatografica das enzimas digestivas

A amostra S; do homogeneizado intestinal de H. suis foi submetida
a cromatografia de troca i6nica em coluna High Q em sistema de baixa
pressao Econo System (Bio Rad - EUA). A coluna foi equilibrada com
tampdo imidazol 20 mM, pH 7,0 e a eluicdo foi realizada utilizando um
gradiente linear de NaCl de 0 a 0,6 M e, em seguida com NaCl 1,0 M, no
mesmo tampdo em que a coluna foi equilibrada. As fracdes resultantes
foram ensaiadas utilizando-se substratos sintéticos fluorescentes para

tripsina, quimotripsina, a-glicosidase e proteinase total.
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RESULTADOS
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As observagdes que serdo descritas a seguir, sdo validas tanto
para os animais fixados alimentados, quanto aqueles em jejum, uma vez
que ndo foi possivel detectar diferencas significativas do ponto de vista
morfoldgico nas duas situacbes. Apenas com relagdo ao contetdo luminal

foi constatada alguma alteragéo, que serd detalhada adiante.

1- ANATOMIA

O sistema digestivo de H. suis é formado, basicamente, por um
tubo digestivo, sem quaisquer anexos na forma de cecos gastricos. Pode
ser, anatomicamente, dividido em intestino anterior, médio (ventriculo) e
posterior.

Tanto nos machos quanto nas fémeas, o sistema digestivo &
essencialmente igual. Na fémea, o tubo digestivo apresenta as mesmas
regides e organizagdo histoldgica, embora a presenca do ovario e seu
conteudo (ver Fig. 8-B), altere sensivelmente sua forma pela compressao
que exerce sobre o mesmo, obrigando-o a percorrer um trajeto mais
sinuoso, que leva eventualmente, a um colapso da luz, visivel em varios
trechos. Assim, para uma maior clareza, passaremos a descréver 0]
sistema digestivo do macho, por ser este de mais facil descricao e
compreensdo (ver Fig. 9-A).

Observado sob microscépio estereoscépico, o tubo digestivo do H.
suis inicia-se ap0s a abertura bucal e se continua com o es6fago na forma
de um tubo delgado, o qual, bruscamehte, expande-se na regido anterior
do térax (Fig. 2-A). Logo adiante, o tubo digestivo sofre uma ligeira
constricao, que marca a divisdo entre o intestino anterior e o médio (ou
ventriculo). Logo apds essa constricdo, agora como intestino médio, volta
a se expandir, mantendo um didmetro semelhante ao do intestino

anterior. Sem apresentar expansfes na forma de cecos, continua-se pela



69
‘N

regiao posterior do térax e abdémen, num trajeto retilineo, sofrendo uma
gradual e suave redugdo de diametro, enquanto se dirige para a regido
posterior do abdémen. No tergo final do abdémen, o ventriculo dobra-se
numa sinuosidade semelhante a letra “s”, onde localizam-se os 4 tubulos
de Malpighi que assinalam o término do intestino médio e inicio do
posterior. Ao final da sinuosidade, observamos a papila retal e inicio do

reto que volta a percorrer um trajeto retilineo até o anus.

2 - MICROSCOPIA DE LUZ

2.1. Padronizacdo da metodologia

Para escolha da solugdo fixadora que apresentasse melhor
resultado na preservagdo tecidual do tubo digestivo do H. suis, quando
observado em microscopia de luz, verificamos que o material fixado com
a solugao segundo Junqueira, mostrou deficiéncias que inviabilizaram sua
utilizagao. Os tubos digestivos observados, apresentavam dreas do
epitélio com células bastante danificadas, com amplas areas de
desorganizagdo citoplasmatica, a ponto de dificultar o~ seu
reconhecimento.

Por outro lado, os lotes tratados tanto com a solugao fixadora
segundo Zamboni quanto com aquela segundo Bouin, apresentavam-se
bem preservados e com integridade celular plenamente satisfatéria.

Devido ao fato de que os resultados da fixacdo se mostraram
idénticos, tanto para o material fixado Com Zamboni, quanto para aquele
fixado com Bouin, optamos, dai por diante, pela adocdo desta dGltima

como rotina, pela facilidade de preparo dessa solugdo.
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A anilise dos cortes em parafina, através de microscopia de luz,
apontou deficiéncias que inviabilizaram o uso desse material de
emblocagem para o intestino do H. suis. O tecido se apresentava
fragmentado, com alguns trechos irreconheciveis devido & perda de parte
do epitélio, ocorrida com os banhos a que era submetido durante o
processamento. Ainda, na etapa de montagem, pequenos fragmentos
giravam, mudando de posigdo, imersos no liquido adesivo utilizado para
manter a laminula aderida a ldmina. J& os cortes em historesina,
mantiveram sua integridade, permitindo adequada andlise do material.

Sendo assim, esta ultima técnica foi adotada como padrdo.

2.2 - Glandula salivar

As observagoes feitas com microscopia de luz, nos animais fixados
com a solugao de eleicdo e emblocados em historesina, mostraram que a
glandula salivar do H. suis é bem desenvolvida, localizando-se na cabega
e no inicio do térax, possuindo a forma aproximada da letra “V”. Tem
inicio na extremidade anterior da cabega, onde observamos uma massa
celular, proxima a boca do animal. Dessa massa partem 2 cordoes de
células que se dirigem, cada um de um lado do canal alimentar, para a
regido posterior da cabega. Os corddes ultrapassam o limite da cabeca,
penetrando na regido anterior do térax, onde cada um termina em uma
massa celular (Fig. 3). As células da glandula salivar sdo arredondadas e
medem em média 12um de didmetro. Coradas pela solucao corante
segundo SATO & SHAMOTO (1973), que evidencia bem os granulos de
secregdo, observamos 2 tipos de reacdo ao corante. Vemos um material
de aspecto granular, que praticamente ndo assimilou o corante, tomando
uma organizagdo arredondada, distribuido em vérias regides do
citoplasma. Entremeando com esse material, temos um outro, também
granuloso, que se apresenta bem corado. O nucleo possui forma oval.

Mostra-se claro e o nucléolo € visto com facilidade (Fig. 3-DETALHE).



2.3 - Tubo digestivo

O intestino anterior (IA) do H. suis percorre o interior da cabeca
com o formato de um tubo revestido por um epitélio pavimentoso
simples, revestido, apicalmente, por uma cuticula. Ao penetrar na
cavidade toraxica, expande-se para formar uma ampla cavidade (Fig. 2-
B) que ocupa aproximadamente 2/3 do espaco toraxico, tanto no sentido
dorso-ventral quanto no lateral. Ventralmente, essa grande cavidade do
IA apodia-se quase diretamente sobre a quitina do exoesqueleto, com
apenas um pequeno espago interposto entre os dois. Na regido dorsal
temos uma musculatura esquelética entre o intestino e o exoesqueleto.

Aproximadamente na regido central do térax, o epitélio dobra-se
em diregdo a luz, formando uma evaginacdo que circunda todo o didmetro
do tubo digestivo (Fig. 2-B; 4-A).

O intestino médio tem inicio na regido toraxica, no lado oposto da
evaginagao onde termina abruptamente o IA.

A ampla cavidade formada pelo IA continua-se apds a evaginacao,
como intestino médio (IM), mantendo dimensdes semelhantes. Sendo
assim, o intestino médio também se apoia ventralmente quase
diretamente sobre a quitina do exoesqueleto, assim penetrando no
abdomen.

A luz do intestino médio que, inicialmente, é bastante ampla, vai
gradativamente diminuindo no sentido antero-posterior, enquanto
percorre seu trajeto abdominal (Fig. 2-B). O contetdo luminal, tanto do
IA quanto do IM, visto pela microscopia de luz e independente da
coloragdo utilizada, mostra naqueles animais pertencentes aos lotes
fixados apés jejum de 8 horas, a presenca de um material
homogeneamente corado, sem estrutura definida. Ou seja, o conteldo
assimilou o corante, embora nenhum material com forma definida possa
ser percebido. ]Ja naqueles animais fixados imediatamente no momento
da coleta, observamos, na luz do tubo digestivo, um material granuloso

ou ligeiramente filamentoso, disperso pela luz. Hemacias ou outros
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elementos figurados do sangue, jamais foram identificados. Esse material
€ encontrado distribuido uniformemente ao longo de todo o tubo
digestivo, podendo ser observado tanto no IA quanto no IM, assim como
no intestino posterior (IP). Qualquer que seja o conteddo da luz
intestinal, parece estar em contato direto com a superficie celular, ndo
sendo detectada, em todas as nossas observacbes, a presenca de
qualquer barreira que indique a existéncia de um gel peritréfico ou uma

estrutura semelhante a membrana peritréfica.

Histologicamente, o IM é constituido por um epitélio simples, onde
podemos identificar apenas um tipo celular. Cabe esclarecer que na
literatura sobre insetos, esse tipo é denominado célula colunar (RIBEIRO
et al., 1990). Mas, dada a grande diversidade morfolégica que essas
células apresentam ao longo do tubo digestivo de H. suis, variando do
pavimentoso ao colunar, essa denominagdo torna-se inadequada. Assim
sendo, usaremos o termo enterdcito, que as identifica mais
apropriadamente (Fig. 2-C, D, E; 4-A, B; 5-B). Os enterdcitos
apresentam na superficie apical, microvilosidades, que, freqiientemente,
sdo abundantes e longas, quando observadas nos maiores aumentos do
microscopio de luz. O nucleo, de forma oval e pouco corado, pode ocupar
varias posicbes na célula, sendo mais freqiiente na regido mediana. Seu
nucléolo, bastante evidente, posiciona-se centralmente. O citoplasma
possui afinidade por corantes acidos e mostra uma textura granulosa
onde nao se observam maiores detalhes citoplasmaticos.

Conforme ja mencionamos, o enterdcito possui grande variacdo de
tamanho e forma, podendo apresentar-se pavimentoso, cubico ou
colunar. A versatilidade de formas permite que sejam observadas células
com formato de clava, bastdo, pequenas elevacdes, enfim, com indmeras
morfologias. Dentre as que apresentam formas colunares, algumas
possuem largura sempre constante, desde a membrana basal até o apice,
enquanto outras possuem extremidade apical afilada, ou arredondada.
Outra caracteristica que merece destaque, é o fato de alguns enterécitos

se justaporem lateralmente para formar grupamentos celulares
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semelhantes as vilosidades encontradas em epitélios digestivos de
vertebrados.

Alguns enterocitos, ocasionalmente, apresentam seu citoplasma
tomado por um material granuloso ou filamentoso, que leva a um
aumento progressivo do volume celular. Essas células sdo encontradas
apenas na regido anterior e central do intestino médio, sendo mais
abundante nesta Gltima (Fig. 2-C, D; 4-B; 5-A). Apresentam forma
arredondada, algumas vezes semelhante a um calice, com altura
variada. Possuem nucleo oval, pouco corado e com nucléolo evidente. Seu
citoplasma abriga, na regido central, um material de aspecto granuloso
ou filamentoso, cuja quantidade é varidavel de uma célula para outra.
Naquelas onde o volume desse material € maior, o citoplasma encontra-
se comprimido para a periferia e pode ser visto como um anel de
espessura variavel, rodeando o material central. Em algumas dessas
células maiores, o citoplasma da regido apical parece abrir-se,
recolhendo-se em direcdo basal, deixando exposto o material que esta
abrigado no seu interior. Estas células correspondem aos chamados
micetécitos (Fig. 2-C, D; 4-B; 5-A), descritos por varios autores e que
abrigam bactérias simbiontes (AKHTAR & VAN EMDEN, 1994; ABE et al.,
1995; BAUMANN & MORAN, 1997; ZELAZOWSKA & BILINSKI, 1999).

Na luz intestinal, proximo ao epitélio, observamos varias
estruturas arredondadas de aspecto semelhante a do material contido nos
micetdcitos, sem nenhum contato aparente com o epitélio, dando uma

forte sugestdo de ter sido liberado do micetécito, para a luz do intestino.

Uma analise morfologica detalhada do epitélio do IM, levou a
deteccdo de algumas diferengas morfolégicas ao longo dessa regiao do
tubo digestivo (ver desenho esquematico na Fig. 23-A, B, C). Com base
nessas diferencas, o IM pode ser subdividido em 3 regides (Fig. 2-B, C,
D, E). A regido que recebe o alimento que chega do IA, que sera aqui
chamada de intestino médio anterior, IMA, apresenta, em seu epitélio,
muitas células de morfologia colunar (Figs. 2-B, C; 4-A, B). Essas

células exibem uma extremidade apical predominantemente afilada,



podendo ser vistas isoladas ou em duplas, com o nucleo posicionado
centralmente. Sao ladeadas por células pavimentosas, também cobertas
por microvilosidades. Nessa regiao do IM é possivel encontrar alguns

micetocitos.

Na regiao mais central do IM, aqui denominada intestino médio
central, IMC (Fig. 2-B, D), também vemos células colunares como as ja
citadas, mas com uma morfologia um tanto diferente daquela do IMA.
Além daquelas com extremidade afilada, existem outras, cujo diametro
permanece constante até o apice, ou com a extremidade apical dilatada.
Os micetoécitos estdao presentes em maior quantidade no IMC que no IMA
(Figs. 2-D; 5-A) e ndo estdo distribuidos uniformemente pelo epitélio,
tendo, nos cortes observados de cada animal, localizagao preferencial por
um dos lados do epitélio.

A regido posterior do intestino médio, IMP (Figs. 2-B, E; 5-B),
tem diametro mais reduzido que o do IMA e IMC. E enquanto esses dois
segmentos do intestino médio tém percurso retilineo, o IMP desenvolve
sinuosidades no interior da regidao posterior do abdémen. Aqui
encontramos o tubo digestivo também revestido por um epitélio onde,
embora a morfologia celular predominante seja a cubica, podemos
encontrar também, aquelas de forma colunar baixa, quase sempre
ladeadas por células pavimentosas (Fig. 5-B). No IMP ndo localizamos
micetdcitos.

O intestino posterior, IP, tem inicio na regido de insercdo dos
tabulos de Malpighi. Aqui percebe-se, claramente, a mudanca do epitélio,
que passa de cubico simples com microvilosidades do IMP, para cubico
simples revestido por cuticula (Fig. 6-A). Em algumas areas, essa ldmina
de cuticula mostra-se claramente visivel e em outras, imperceptivel a
microscopia de luz. Na area das papilas retais, observamos claramente
um epitélio pavimentoso com cuticula (Fig. 6-B).
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3.3 - MICROSCOPIA CONFOCAL

A observagao, ao microscopio confocal, de cortes histoldgicos do
epitélio do tubo digestivo do H. suis, processados com a utilizacdo de
WGA conjugado com fluoresceina e em presenga de competidor, permitiu-
nos constatar a ndo existéncia de uma reacdo de fluorescéncia
significante, que evidenciasse a ocorréncia de membrana peritrofica (Fig.
7-A, B, C, D).

3.4 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Imagens obtidas através da microscopia eletronica de varredura,
da regido anterior externa da cabeca do H. suis, mostram, no labio
superior, ou labrum, o orificio por onde s3o evertidos os estiletes
necessarios para sua alimentacdo. Ali vemos também o ldbio inferior e a
abertura da boca (Fig. 8-A), por onde serd succionado o sangue do
hospedeiro. 4

Em uma visao obtida, pela mesma técnica, através de corte sagital,
podemos observar que nas fémeas, conforme anteriormente mencionado,
o conteudo dos ovariolos comprime o tubo digestivo, deformando o seu
trajeto (Fig. 8-B). Nos machos, a observagéo fica facilitada pela auséncia
de ovos, 0 que permite uma visdo panordmica e um melhor entendimento
da sua morfologia anatémica e histologica (Fig. 9-A).

Pela andlise do tubo digestivo ao microscopio eletrénico de
varredura, notamos que existe uma nitida transicdo entre o IA e o IM. Ali
o epitélio evagina, formando uma dobra ou prega, que separa esses dois
segmentos do tubo digestivo (Fig. 9-A, B).



Outra caracteristica que chama a atencao, € a maior irregularidade
da superficie do epitélio do intestino médio, quando comparada com o
intestino anterior. Isso, entretanto, advém da presenca, no IM, de células
altas e baixas, interpondo-se umas as outras, num relevo bastante
acidentado, em oposicao as células pavimentosas recobertas por cuticula,
do IA.

No intestino médio, o epitélio estd revestido por microvilosidades
(Fig.- 10-A, B), que, em grande aumento mostram-se retilineas e nao
ramificadas. Nas células do IMA e IMC, chama a atencao a presenca de
vesiculas brotando da extremidade das microvilosidades, indicando a
existéncia de um mecanismo de secrecao microapocrino (Fig. 10-A).

Outra caracteristica do IMA e IMC é a presencga de células grandes,
de formato semelhante a um calice, com a regiao basal nitidamente mais
delgada, que sdao os micetocitos, ja descritos anteriormente (Fig. 10-B).
Nessas células também percebemos vesiculas de secrecdao brotando da
extremidade das microvilosidades (Fig. 10-A). Alguns micetécitos, que
tiveram parte da membrana celular e do citoplasma destacados,
mostram, no seu interior, um conjunto de varias estruturas em forma de
bastdo, semelhantes a bactérias, que chegam a medir por volta de 18um
(Fig. 11-A). Essas estruturas estdao organizadas num arranjo
arredondado que pode ser localizado fora dos limites celulares, na luz do

intestino médio (Fig. 11-B).

3.5 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Das 4 solucgoes fixadoras utilizadas para preservacao tecidual do
tubo digestivo do H. suis, pudemos constatar que a qualidade do material
fixado com a solugcdo segundo Karnovsky, foi sempre superior aquela
demonstrada pelos demais fixadores. Portanto, esta solucao foi escolhida

como fixador de rotina para este material.
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A analise com microscopia eletrénica de transmissdo limitou-se ao
intestino médio, por ser esta a regido mais importante do ponto de vista
da digestdao. Como ja mencionado na descricdo dos resultados de
microscopia de luz, o epitélio do IM do H. suis apresenta apenas 1 tipo
celular: o enterocito. Visto pela microscopia eletrdnica de transmissdo, é
uma célula cuja membrana plasmatica apical estd modificada na forma de
microvilosidades, que se projetam para a luz intestinal. Essas
microvilosidades, raramente ramificadas, contém em seu interior, feixes
de microfilamentos dispostos longitudinalmente (Fig. 12-A). O
comprimento das microvilosidades apresenta variacdes: nas células do
IMA e IMC, é menor, enquanto que no IMP é maior (Fig. 12-A, B, C).
Com aumentos maiores, €& possivel observar, recobrindo as
microvilosidades, um material com aspecto granuloso fino que deve
corresponder ao glicocalix (Fig. 18-A).

Confirmando os dados obtidos pela histologia e pela marcagdo com
fluorescéncia, ndo foi constatada a presenca de membrana peritréfica,
através da andlise dos cortes ultra-finos. Também n3o encontramos
nenhuma evidéncia de ocorréncia de membrana perimicrovilar ou gel
peritréfico nas trés regides do IM.

Com relacao as superficies laterais dos enterocitos, observamos a
presenca de jungbes septadas lisas (LANE & SKAER, 1980; LANE, 1984),
mais comuns e evidentes na regido apical (Figs. 12-D; 13-A, B, C; 19-
C). As membranas plasmaticas laterais apresentam, também, freqgiientes
sinuosidades, formando interdigitagdes (Figs. 13-D; 19-C). Ndo é
possivel distinguir diferencas quanto & complexidade das membranas
laterais, quando comparamos as 3 regides do IM.

A superficie basal das células estad apoiada sobre uma ldmina basal
Cuja espessura varia consideravelmente, oscilando entre 0,8um e 2um.

Em geral, a lamina basal é mais espessa no IMP.
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A membrana plasmatica que estd em contato com a lamina basal,
apresenta invaginagoées, formando uma rede de canais e espagos, com
mitocondrias associadas (Fig. 14-A, B, C, D). As invaginacoes da
membrana plasmatica basal assumem uma complexidade maior no IMP
(Figs. 13-D; 14-C), que no IMA e IMC (Figs. 14-A, B, D; 15-A; 19-A).
Observamos, ainda, no IMP, um nimero ligeiramente maior de aberturas

da membrana plasmatica basal, voltadas para a |amina basal (Figs. 13-
D; 15-B).

As mitocdndrias observadas nos enterdcitos estdo distribuidas por
todo o citoplasma. Podemos vé-las associadas as invaginacoes da
membrana plasmatica basal e, algumas vezes, concentrando-se em maior
numero na regido apical. Seu formato varia de arredondadas a ovais e
chamam a atengdo por seu grande ndmero (Figs. 12-C; 14-D; 15-B, C).
Quanto ao tamanho, podemos encontra-las maiores, em algumas células
€ menores em outras. Suas cristas desenvolvem trajetos tortuosos e a
matriz mitocondrial, em algumas células, possui um aspecto mais
eletrondenso que o citoplasma (Figs. 14-D; 15-D). Em qualquer das 3
regioes do IM, podemos encontrar células onde as mitocdndrias estdo em
intima proximidade com a base das microvilosidades (Figs. 13-B; 14-B).

Nas regides IMA e IMC, mas n3o na IMP, observamos granulos de
secrecdo na regido apical, proxima a base dos microvilosidades (Figs.
16-C, D; 17-B, C) e no seu interior (Figs. 12-B; 13-B; 17-A, D; 18-A).
Esses granulos sd@o revestidos por membrana e apresentam perfil circular
ou oval, apresentando um conteddo de aspecto granular, de baixa
eletrondensidade. Podemos vé-los ainda ocupando o interior das
microvilosidades, na sua regido mediana ou apical (Figs. 12-B; 17-D;
18-A). Embora sejam localizados facilmente no IMA e IMC, os granulos
de secregdo nao sao vistos nos enterécitos do IMP. Na Fig. 24-A temos a

representagao esquematica de um enterdcito com sua via de secrecao.
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Os enterocitos do IM apresentam de modo geral, areas de
complexos de Golgi distribuidas da regidao mediana da célula, para apical
(Figs. 17-B; 18-B, C). Sao constituidas, freqientemente, por conjuntos
de cisternas e vesiculas bem dilatadas, associadas a vesiculas
semelhantes a granulos de secrecdo (Fig. 18-B, C). Em comparacdo

com o IMA e IMC, as células do IMP possuem menos areas de Golgi.

O reticulo endoplasmatico granular é abundante nas células do
epitélio do IM das 3 regides estudadas. Distribui-se por todo o citoplasma
(Fig. 14-C; 19-C), as vezes como cisternas isoladas, sinuosas e
dilatadas (Figs. 13-D; 14-C; 19-B). Outras vezes, formando conjuntos
paralelos e pouco dilatados (Figs. 13-C; 16-B; 18-D). Ribossomos
livres, aparentemente nao ligados as membranas do reticulo
endoplasmatico, s3ao notados por todo o citoplasma, em grande
quantidade (Figs. 13-D; 15-A; 16-B; 17-C; 19-A, B, C, D).

Espalhados pelo citoplasma dos enterdcitos das 3 regides do IM,
microtubulos podem ser vistos sem exibir uma orientacdo definida (Fig.
18-D).

O nacleo dos enterdcitos pode ser observado ocupando,
normalmente, uma posicao central na célula. Visto pela microscopia
eletrénica de transmissdo, sua forma é freqientemente oval (Figs. 19-D;
20-A). A carioteca, com sua tipica dupla membrana, apresenta poros
(Figs. 15-D; 19-D; 20-A, B) e circunscreve um nucleoplasma de baixa
eletrondensidade, com alguns grumos pequenos de cromatina,
aleatoriamente distribuidos pelo nucleoplasma e pela face interna da
carioteca. O nucléolo é bem evidente e pode ser frequentemente

observado no interior do nucleo (Figs. 12-C; 13-B; 15-B; 20-A).

Conforme nossos resultados de microscopia de luz e eletronica de
varredura ja mostraram, alguns enterdcitos do tubo digestivo de H. suis

exibem a presenga de bactérias no interior do citoplasma. Essas células,
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denominadas micetdcitos, foram observadas histologicamente e ultra-
estruturalmente no IMA e IMC, ndo tendo sido localizadas no IMP (Fig.
21-A, B, C, D). As bactérias do micetocito mostram-se como bacilos
alongados que podem chegar aos 18um de comprimento. Sua analise em
grande aumento, mostra uma estrutura com as caracteristicas de parede

bacteriana e o seu interior apresenta um material de aspecto granuloso.

Nossos resultados mostram uma seqiiéncia de eventos bastante
significativos que ocorrem durante a diferenciacdo dos micetdcitos e que
estao representados esquematicamente na Fig. 24-B. O processo inicia-se
com a presenga de poucas bactérias, cujo conjunto permanece rodeado
por uma membrana de origem n&do determinada, no interior do enterécito
que ira se diferenciar em micetécito. A partir de entdo, vemos que
ocorrem alteracdes morfoldgicas intensas, no citoplasma e na célula como
um todo, que levardo a formacdo do micetdcito. Chama a atencao o
numero de mitocondrias, que cresce de maneira muito acentuada. O
reticulo endoplasmatico granular também é observado em quantidade
muito maior que em enterécitos normais. Freqientemente, podemos ver
suas cisternas dispostas paralelamente, ou distribuidas de forma
concéntrica (Fig. 20-C, D).

O aumento quantitativo das organelas, somado ao crescimento em
volume e quantidade das bactérias no interior do citoplasma, leva a um
grande crescimento da célula (Fig. 21-A, B, C). Com isso, o citoplasma
torna-se mais delgado, pressionado pelo grande volume interno,
formando, no final do processo, um ténue filme periférico, de onde se
destacam varias mitocondrias (Fig. 21-C, D). Quando plenamente
desenvolvido, o micetécito é bem mais alto que os enterdcitos (Fig. 21~
B). Nesse estagio, a membrana que rodeia o conjunto de bactérias,
funde-se com a membrana citoplasmatica. Esse processo tem inicio na
regiao apical do micetécito e progride, lateralmente, em direcdo basal,
promovendo uma gradual liberacdo das bactérias, sem nenhum tipo de
revestimento, na luz do ventriculo.
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Aglomerados arredondados de bactérias, semelhantes aqueles
vistos no interior dos micetdcitos, foram observados algumas vezes na luz
do IM, sem nenhum contato aparente com qualquer célula do epitélio e
desprovidos de membrana. Alguns apresentam sinais de desorganizagao
estrutural, sugerindo estarem sendo digeridos (Fig. 21-D, DETALHE).

3.6 — ENSAIOS ENZIMATICOS E DOSAGEM DE PROTEINAS

3.6.1 - Determinacdo de atividade enzimatica

Os dados referentes as atividades enzimaticas obtidas, estdo
listados na Tabela 1.

Tabela 1: Atividades enzimaticas nas diferentes fragées do
homogeneizado de tubos digestivos de H. suis.

Enzima Substrato Soltvel (S1) Glicocalix (S3) Membranas em detergente
Soldvel (S3) Insoltvel (4)
Tripsina CBZArgMCA 243 (8300) 30,5 (26000) 63,8 (70500) ~ 9,51 (7950)
Quimotripsina SAAPMCA 48,7 (1550) 2,66 (1740) 2,27 (2510) 1,09 (1640)
Cys-proteinase E-NH>-MCA 1,02 (40,0) 2,36 (2040) 4,00 (4290) 2,63 (3660)
Aminopeptidase LpNa 0,31 (9,8) 0,35 (2330) 5,40 (5050) 0,040 (74,9)
o-Glicosidase MUa-glu 4,35 (143) 0,35 (310) 0,307 (293) 0,121 (202)

Os valores referem-se as médias das atividades expressas em mUnidades/animal e atividades
especificas (entre paréntesis) em muUnidades/mg de proteina (n = 3). As atividades foram
calculadas com base num ensaio de 4 tempos, realizados em 3 lotes distintos, contendo 50
animais em cada. S;: sobrenadante proveniente da primeira centrifugagdo do material
homogeneizado de H.suis; Sz: sobrenadante obtido apéds centrifugacdo do material ressuspenso
do primeiro precipitado que foi submetido a 3 ciclos de congelamento/descongelamento; Ss:
sobrenadante obtido apods solubilizagdo do segundo precipitado utilizando CHAPS; 4: precipitado
resultante da centrifugagdo do material solubilizado com CHAPS. Os desvios-padrdo da média
(SEM) encontrados foram inferiores a 30% das médias.
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Os dados sugerem que tripsina, quimotripsina e a-glicosidase
sejam enzimas soluveis, ao passo que aminopeptidase apresenta-se
preferencialmente associada a membrana plasmatica dos enterdcitos.
Cisteina proteinase apresenta, aparentemente, formas sollveis
associadas ao glicocalix e a membrana plasmatica.

3.6.2 - Resolugdo das atividades enzimaticas intestinais

Cromatografia de troca idnica em coluna High Q em sistema de
baixa pressdo Econo System (Bio Rad).

As fragOes resultantes da cromatografia realizada com a amostra
S: do homogeneizado de tubo digestivo de H. suis foram ensaiadas com
um substrato protéico fluorescente - caseina FITC - e com quatro
substratos artificiais fluorescentes: CBZArgMCA (especifico para serino-
proteinases, tais como tripsina), CBZPheArgMCA (também especifico para
serino-proteinases como tripsina), SAAPMCA (especifico para outras
serino-proteinases, como quimotripsina) e MUaglu (especifico para o-
glicosidases).

O resultado esta apresentado na Fig. 22. Com base nos perfis de
atividade apresentados nos ensaios realizados com caseina FITC e com os
substratos artificiais para serino-proteinases, pode-se inferir quantas
formas de cada tipo de proteinase H. suis apresenta. '

O grafico A da Figura 22 apresenta quatro picos de atividade
principais (1, 2, 3 e 4) sobre caseina FITC, substrato protéico
fluorescente. Considerando-se o exposto e comparando-se os graficos A e
B, verificamos que os dois picos de atividade em B correspondem aos
picos 1 e 2 apresentados em A, o que sugere que, contribuindo para a
atividade proteinasica sobre caseina FITC, pelo menos duas espécies
moleculares principais de tripsina estejam presentes, uma vez que o

substrato fluorescente artificial utilizado nesse ensaio, CBZArgMCA ¢é
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especifico para tripsina. Entrementes, pode-se verificar que o pico de
atividade 2 no grafico B ndo é absolutamente simetrico, apresentando um
certo arrasto de atividade por algumas fracdes da cromatografia (esse
arrasto tem seu correspondente no grafico A). Esse detalhe sugere que
existam mais formas de tripsina presentes no pico 2 que nao foram
adequadamente discriminadas pelas condigbes nas quais a cromatografia
foi realizada (para maiores detalhes, vide Material e métodos).

O grafico C também apresenta trés picos de atividade
correspondentes aos picos 1 e 3 do grafico A e aos picos 1 e 2 do grafico
B. O substrato utilizado, CBZPheArgMCA, também é especifico para
tripsina. O resultado novamente sugere que tripsina esteja envolvida na
atividade proteinasica de H. suis e que sdo pelo menos duas espécies
moleculares cuja migracdo na matriz da coluna High Q sdo distintas. Tal
como ocorre com o pico de atividade 2 do grafico B, o pico de atividade 3
do grafico C também ndo é simétrico, assemelhando-se ao pico 2 do
grafico B, sugerindo dessa forma as mesmas conclusdes.

Ao se analisar o grafico D, uma situacdo semelhante & descrita
para tripsina pode ser assumida para quimotripsina, ja que ha dois picos
de atividade sobre SAAPMCA, coincidentes respectivamente aos picos 1 e
4 do grafico A.

Nessa analise preliminar, os dados sugerem a existéncia de pelo
menos duas espécies moleculares distintas de tripsina e quimotripsina
entre as proteinases presentes no tubo digestivo de H. suis.

A analise do grafico E mostra a presenca de pelo menos uma
forma de a-glicosidase, visto que o pico de atividade é aproximadamente
simétrico e esta deslocado em relagao aos picos de atividade proteinasica.

Assim sendo, os dados sugerem que, dentre as proteinases
atuando no tubo digestivo de H. suis, tripsina e quimotripsina estejam
presentes, apresentando pelo menos trés e duas formas principais de
cada uma, respectivamente, e que haja apenas uma forma de a-
glicosidase presente, cuja eluicdo ndo é absolutamente coincidente com

os picos de atividade proteindsica apresentados.
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Antes de iniciarmos a discussdo propriamente dita, sobre o sistema
digestivo do H. suis, consideramos necessario fazer alguns comentarios

sobre aspectos da metodologia empregada na analise morfoldgica.

Movidos pela suspeita de que a técnica de fixacdo para
microscopia eletrénica, utilizada rotineiramente no laboratério (solucdo
fixadora 1, citada em material e métodos) estava gerando artefatos nas
preparagoes, principalmente uma certa dilatacdo das mitocondrias em
algumas celulas, achamos conveniente testar outras solucdes fixadoras.
Apd6s analisarmos os resultados obtidos com o uso de varias solucdes de
glutaraldeido, sem e com concentracdes variadas de sacarose e também
com a solugdo de KARNOVSKY (1965), verificamos que os tecidos que
mostraram melhores condicbes de preservagdo foram aqueles fixados
com o uso da solugdo segundo KARNOVSKY (1965).

A fim de contribuir para ampliar as op¢des relativas as técnicas de
coloragdo, cabe aqui alguma referéncia a técnica de coloracdo segundo
SATO-SHAMOTO (1973), descrito no capitulo material e métodos. Esse
corante foi originalmente criado por seus autores, para cortes semi-finos
de microscopia eletronica de transmissdo. Mas, curiosamente, os
resultados que obtivemos utilizando-o para essa finalidade nao foram
satisfatérios, j4 que reagia de maneira muito fraca com os tecidos a
serem corados. Mostrou, no entanto, 6timos resultados para corar tecidos
incluidos em historesina, sobretudo na marcacdo diferencial de granulos
de secregao acidéfilos e basébfilos.

Iniciando a discussdo sobre o sistema digestivo de H. suis,
chamamos a atengdo para o fato de que, embora iniimeros trabalhos
mostrem que, na organizacao do sistema digestivo de insetos, possa
existir grande diversidade anatomica e graus variados de complexidade
(WATERHOUSE, 1957; TREHERNE, 1962; HOUSE, 1964;
WIGGLESWORTH, 1972; CRUZ-LANDIM, 1985; TERRA, 1988; RIBEIRO et

al., 1990), constatamos que o H. suis possui um sistema digestivo
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relativamente simples, formado por um tubo digestivo (intestino)
constituido por um intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e
intestino posterior (IP), que sofre apenas, uma pequena sinuosidade em
forma de "S”, no final do IM e inicio do IP. O intestino inicia-se pela
abertura bucal, que € constituida pelo labio inferior e, acima dele, um
labrum, o qual possui um orificio por onde saem os estiletes perfurantes.
Estruturas como papo ou cecos gastricos, ndo estdo presentes. Conforme
demonstrado, tanto pela andlise histolégica quanto pela microscopia
eletrénica, ndo existe nenhuma estrutura visivel que separe o conteudo
luminal entre o IA e o IM. Observa-se, naquela regiao, uma evaginacio
do epitélio em forma de prega, mas que, além de ser relativamente curta,
ndo possui nenhuma musculatura, o que seria imprescindivel para a
formagdo de um esfincter. Quanto a transicdo do IM para o IP, a analise
de cortes seriados de microscopia de luz, indica a presenca de um

esfincter regulando a passagem do contetido luminal.

Em todo o material analisado, jamais foram observadas, na luz do
intestino, hemacias ou leucécitos integros, ou mesmo quaisquer
fragmentos celulares ao longo do tubo digestivo. Isso nos remete ao fato
de que, na saliva do H. suis deve haver enzimas ou outras substéncias
que promovam a lise de elementos do sangue, antes mesmo da sua
sucgdo para o interior do intestino. Com relagao a este ponto, sabemos
que, em varios insetos, a fase inicial da digestdo € extra-intestinal e que,
por exemplo, larvas de formigas, antes de se alimentarem, descarregam
uma secrecao fortemente proteolitica sobre o alimento (WIGLLESWORTH,
1972). Por outro lado, em uma revisdo sobre a saliva de insetos
sugadores de sangue, RIBEIRO (1987) menciona que, embora se
especulasse sobre um possivel papel proteolitico da saliva, BINNINGTON
& KEMP (1980) ndo conseguiram localizar atividade proteolitica na saliva
de carrapatos. Embora muito tenha sido estudado sobre a saliva de
insetos sugadores de sangue, quase nada é mencionado a respeito da
presenca, na saliva, de enzimas que estejam envolvidas no processo
digestivo desses insetos (EDMAN & KALE, 1971; GOODING, 1972;
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LAVOIPIERRE et al., 1979; RIBEIRO et al., 1984; HOFFMAN, 1995;
JONES, 1998). Os autores tém se atido predominantemente as
propriedades antihemostaticas, vasodilatadoras e inflamatérias da saliva
(CHINERY & AYITEY-SMITH, 1977; NOBLE, 1982; WIRTZ, 1988; RIBEIRO,
1995; MUMCUOGLU et al., 1996).

A glandula salivar do H. suis, ainda ndo descrita na literatura, é
um 6rgdo proporcionalmente volumoso, em forma de “V”. O vértice do
“V” é uma pequena massa celular na extremidade anterior da cabeca, de
onde partem dois corddes celulares. Cada corddo percorre a cabeca de um
lado do canal alimentar, dirigindo-se até o inicio do térax, onde termina
em duas massas celulares. O fato de ndo encontrarmos ductos secretores,
é condizente com BUXTON (1947), que, ao descrever a glandula salivar
em Pediculus humanus, afirmou que a glandula como um todo, ja é um
aparente ducto salivar.

Histologicamente, vimos que o ventriculo do H. suis é revestido
por um epitélio simples, cujas células sdo caracterizadas por um grande
polimorfismo. Achamos oportuno comentar que, conforme descrito por
varios autores, os insetos possuem o ventriculo revestido por epitélio
cujas células possuem morfologia colunar (PRIESTER, 1971; HECKER,
1977; BILLINGSLEY, 1990; RIBEIRO et al., 1990; CAVALCANTE & CRUZ-
LANDIM, 1999). Com base nessa caracteristica, o termo célula colunar
vem sendo utilizado ha tanto tempo para designar as células que
desempenham as principais funcdes no processo digestivo de insetos
(WIGGLESWORTH, 1972; KING & AKAI, 1982; RIBEIRO et al., 1990;
TERRA, 1990), que essa denominagdo ultrapassou os limites da
morfologia, incorporando um carater fisioldgico. No entanto, torna-se
inadequado, no presente caso, denominarmos de células colunares
aquelas que estdo revestindo o ventriculo do H. suis, cuja morfologia,
além de variar de pavimentosa a colunar, apresenta, mesmo dentro dessa
classificagao, muitas variages morfoldgicas. Portanto, o termo que nos

pareceu mais apropriado e abrangente para denomina-las foi enterdcito.
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Os resultados ultra-estruturais confirmaram que o epitélio do IM
do H. suis € constituido por um mesmo tipo celular, o enterocito. Células
endocrinas, muitas vezes presentes em ventriculos de outros insetos
(RIBEIRO et al.,, 1990), ndo foram observadas. Também n3o
identificamos células regenerativas, encarregadas de repor perdas do
epitelio (CAVALCANTE & CRUZ-LANDIM, 1999). Contudo, em alguns
insetos, essas células realmente ndo foram identificadas (MARTOJA &
BALLAN-DUFRANCAIS, 1984).

Um dos aspectos que mais chama a atencdo no ventriculo de H.
suis, é a variedade de formas apresentada pelas células, que fica melhor
visualizada pela microscopia eletrénica de transmissdo. Vemos células
com os mais variados formatos, e grande variacdo de altura. Essa
variacao deve ter reflexos na fisiologia celular, embora n3o se note

variagoes significativas nas estruturas presentes em seu citoplasma.

A adesdo entre as células do ventriculo de H. suis é dada por
especializagdes juncionais denominadas juncdes septadas lisas, também
conhecidas por juncdes continuas (GREEN et al., 1983). Elas sdo um tipo
especial de jungdo septada e se diferenciam das juncdes septadas tipicas,
encontradas em outros insetos, por ndo mostrarem septos transversais,
facilmente visiveis & microscopia eletrdnica de transmissao, entre as
membranas plasmaticas de células contiguas (LANE & DILWORTH, 1989).
Quando impregnadas com lantanium, no entanto, os septos transversais
das jungdes septadas lisas sdo claramente visiveis (NOIROT apud
STAEHELIN, 1974). Estas juncdes formam uma faixa ao redor do bordo
luminal dos enterécitos que, além da coesdo celular, devem proporcionar
a formagao de uma barreira de permeabilidade no epitélio, controlando a
difusdo paracelular de pequenas moléculas e fons, assim como
bloqueando a passagem de moléculas maiores, ou macromoléculas. Neste
particular, as juncdes septadas devem ter um papel equivalente as
z6nulas de oclusdo, encontradas nos epitélios de vertebrados (LANE &
SKAER, 1980; WEISS, 1983; LANE, 1984). Como se sabe, as barreiras de
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permeabilidade tém uma importdncia fundamental no sentido de
contribuir para a manutengdo das diferencas de composicao do meio
extra-celular, nas duas faces do epitélio (GREEN et al., 1983; LANE,
1984; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Abaixo da regido juncional, as membranas laterais formam
interdigitacoes, que sdo mais elaboradas da regido mediana das células,
para a basal. Nao foi possivel notar alteracdes significativas nas

interdigitagdes, comparando as trés regides do ventriculo.

Os enterdcitos, como células epiteliais tipicas, exibem uma
polaridade muito bem definida, com sua superficie apical bastante
diferenciada da basal. A membrana plasmatica apical apresenta-se
modificada na forma de microvilosidades, que se projetam em grande
numero para a luz do IM. Em seu interior, podemos observar feixes de
microtilamentos que se continuam para dentro do citoplasma apical,
fazendo parte da trama terminal. O IMP possui microvilosidades mais

longas e em quantidade um pouco superior ao IMA e IMC.

Ja a membrana plasmatica basal, encontra-se modificada na forma
de invaginagbes com mitocondrias associadas, que criam, muitas vezes,
uma rede elaborada de pequenos canais que chegam a dar a regiao basal
um aspecto vacuolizado. A complexidade desse labirinto formado pela
membrana plasmatica basal, aumenta gradualmente em direcao ao IMP.
Ali, inclusive, podemos observar uma quantidade ligeiramente 'maior de
aberturas para o espago extracelular, quando comparado com o IMA e
IMC, fazendo com que o IMP tenha, em principio, um maior potencial de
tomada de &agua da hemolinfa, que o IMA. De fato, esse tipo de
organizagao da membrana plasmatica basal, associada as mitocondrias,
esta relacionada com o transporte de dgua e ions (FERREIRA et al., 1981;
RIBEIRO et al., 1990). Células com um niimero maior de aberturas, estdo
vinculadas ao transporte de agua para a luz do ventriculo e células com

poucas aberturas, com o transporte de agua, da luz para a hemolinfa.
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Estudo nesse sentido, feito em Rhynchosciara americana (FERREIRA et
al., 1981), introduziu a base mofolégica para o modelo de circulacdo
endo-ectoperitréfico, onde o conceito de um fluxo contra-corrente, ja
mencionado na introducdo deste trabalho, foi sugerido. Nesse modelo,
confirmado em outros insetos (SANTOS et al., 1983; ESPINOZA-FUENTES
& TERRA, 1987; FERREIRA et al., 1994), a agua secretada pelas células
do IMP de R. americana segue um trajeto poéstero-anterior, sendo
absorvida pelas células dos cecos gastricos, na regido anterior do
ventriculo.

A polaridade celular se faz presente, também, na distribuicdo das
organelas citoplasmaticas. As mitocondrias, por exemplo, estdo presentes
em todo o citoplasma, mas encontram-se, em geral, em maior numero,
no citoplasma apical e associadas as invaginacdes da membrana basal. A
maior quantidade de mitocondrias junto a superficie apical, deve ser
resultado de um maior consumo de ATP por enzimas e/ou sistemas de
transporte ligados a membrana plasmatica apical, enquanto que, na
superficie basal, deve ter ligacdo com os sistemas de transporte de ions e
agua associados as invaginacdes da membrana plasmatica. O fato de
termos encontrado mitocondrias de aspecto dilatado, em algumas células,
nos parece ter relagdo com os micetocitos. Nestes, elas realmente s3o
maiores que em enterdcitos, e, embora n3o tenhamos encontrado
evidéncias diretas que confirmassem tal fato, essas células com
mitocondrias maiores, podem ser micetdcitos em seus primeiros estagios
de diferenciacdo. '

O reticulo endoplasmatico granular é encontrado em abundancia
nos enterécitos, ao longo de todo o ventriculo, embora sua presenca se
faga sentir com mais intensidade no IMA e IMC. Sua distribuicao
intracelular nao mostra uma regido preferencial, sendo observado, em
geral, em todo o citoplasma. Apresenta-se como cisternas isoladas, ou
em arranjos mais elaborados, tomando a forma de conjuntos de cisternas

paralelas, ou como arranjos concéntricos, algumas vezes semelhantes a
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espirais de grandes dimensdes, numa clara demonstracdo de intensa
sintese protéica. Configuracdes concéntricas do reticulo endoplasmatico
granular sao, muitas vezes, consideradas como representando uma
hiperatividade desta organela (THREADGOLD, 1976). Ribossomos livres

estdo também presentes abundantemente pelo citoplasma.

Complexos de Golgi, na forma de dictiossomos (MOLLENHAUER &
MORRE, 1994; PIRCH & GREVEN, 1994), sdo freqiientemente observados
ocupando regides do citoplasma que v&o da regido média até o apice
celular. Nao sdo, normalmente, observados no citoplasma basal. Sdo
constituidos por conjuntos de cisternas bem dilatadas e vesiculas
associadas. Nas regies anterior e central do ventriculo, sua presenca é
bem maior que na posterior. Na regido apical do IMA e IMC, granulos de
secrecdo de perfil circular e pouco eletrondensos, podem ser observados
associados as cisternas dos complexos de Golgi, préximos a membrana
plasmatica apical e em intimo contato com a base das microvilosidades,
mas jamais fundindo-se a ela. Outras vezes, sdo vistos no interior das
microvilosidades, tanto na sua regido mediana, quanto nas suas
extremidades. A presencga de granulos de secrecdo apenas nos enterdcitos
do IMA e IMC, coincide com uma maior quantidade de cisternas do
reticulo endoplasmatico granular e areas de Golgi. Assim, a presenca de
quantidades significativamente maiores de organelas relacionadas a via
intracelular de secregdo, indica um maior potencial secretor dos
enterdcitos localizados no IMA e IMC.

Com relagao aos mecanismos de liberacdo da secrecdo sintetizada
pelas células em geral, existem, basicamente, trés mecanismos
conhecidos: merocrino, apdcrino e holdcrino (WEISS, 1983; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). No mecanismo merdcrino, as células liberam sua
secregao pela fusdo da membrana dos granulos secretores, com a
membrana plasmatica apical, através de um fendmeno de fusdo de
membranas, denominado exocitose (AVERY et al., 1999), que leva a

saida apenas do produto a ser secretado. S3o exemplos de secrecao
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merdcrina, as células do pancreas exdcrino e das glandulas salivares de
mamiferos (SEGAWA, 1998; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). O
mecanismo apocrino é uma outra maneira de liberacdo de secregao, na
qual, junto com os granulos que contém a secregao, uma pequena fragao
do citoplasma apical, é igualmente eliminada (WILHEM et al., 1998;
AUMULLER et al., 1999). Como exemplos deste mecanismo, temos as
células do intestino médio de alguns insetos (CRISTOFOLETTI, et al.,
2001) e das glandulas sudoriparas e mamarias de mamiferos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Existe um subtipo do mecanismo
apocrino, denominado microapocrino, no qual os granulos contendo as
enzimas penetram nas microvilosidades, migram até sua extremidade,
sendo entao liberados para a luz, junto com a porgcao terminal das
microvilosidades (SANTOS et al., 1983; JORDAO et al., 1999; BOLOGNESI
et al., 2001). O terceiro tipo é denominado holocrino. Nele, todo o
conteido celular é eliminado junto com a secregao (YOSHIKOSHI & KO,
1991; WELSCH et al., 1998), como é o caso das células das glandulas
sebaceas de mamiferos e salivares de moluscos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999; MOURA, 2001).

Em H. suis, a observacdao dos enterocitos comprometidos com a
producao de granulos de secregao, permite-nos seguir seu trajeto
intracelular desde o complexo de Golgi, até ao citoplasma apical, onde os
granulos de secrecdao penetram no interior das microvilosidades e
deslocam-se até ao seu apice, destacando-se num processo tipicamente
microapocrino (ver figura 21-A). Neste particular, os enterdcitos de H.
suis se assemelham aos de Spodoptera frugiperda e Erinyis ello, onde
também se observa este mecanismo de secregao, no IMA e IMC (SANTOS
et al., 1983; BOLOGNESI et al., 2001).

E um fato conhecido que os Anoplura, ou piolhos sugadores, vivem
simbioticamente com microrganismos procariontes, alojados em células
do sistema digestivo de machos e fémeas e no sistema reprodutor das

féemeas, que recebem a denominacdao de micetécitos (SAXENA &
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AGARWAL, 1985; VOLF, 1991; ZELAZOWSKA & BILINSKI, 1999). Além
dos Anoplura, os micetécitos estdo presentes em cupins e baratas
(DOUGLAS, 1989; CHRISTIANSENWENIGER, 1994; FUKATSU et al., 1994;
HONGOH & ISHIKAWA, 1994; COSTA et al., 1995; SASAKI & ISHIKAWA,
1995; AKHTAR & VAN EMDEN, 1996; GRANDI et al., 1997) e em vérias
outras espécies de insetos (WAKU & ENDO, 1987; ABE et al., 1995;
COSTA et al., 1996; KANTHETI et al., 1996; FUKATSU & NIKOH, 2000).
Para muitos insetos, existe uma correlacdo entre a sobrevivéncia e a
presenca de simbiontes no seu trato digestivo, providenciando uma
reposicao dos nutrientes perdidos durante o processo de alimentacao, tais
como vitaminas, esteréides e aminoacidos (WIGGLESWORTH, 1972;
DADD, 1985; CHENG, 1986; HONGOH & ISHIKAWA, 1994: ROMOSER &
STOFFOLANO, 1994; AKHTAR & VAN EMDEN, 1996; FUKATSU & NIKOH,
1998).

Especificamente em H. suis, os enterdcitos, além de suas funcoes
digestivas normais, estdo, algumas vezes, abrigando bactérias simbiontes
em seu citoplasma. Essas células, em resposta a presenca dos
simbiontes, alteram seu microambiente celular para fornecer aos
microrganismos, condigdes de sobrevivéncia. Nas fases iniciais de
infestagao (ver Fig. 21-A) quando a quantidade de bactérias é reduzida,
a célula mostra caracteristicas ultra-estruturais idénticas aquelas dos
enterdcitos ndo infectados. N&o foi possivel identificar nenhuma
membrana rodeando as bactérias individualmente, nesses primeiros
momentos do micetocito. Mas quando um pequeno conjunto é formado, ja
€ possivel observar uma membrana de origem ndo determinada,
limitando os simbiontes dentro do citoplasma. Paralelamente ao aumento
da quantidade de microrganismos no interior do citoplasma, a célula
aumenta seu tamanho. Observa-se um incremento na quantidade de
reticulo endoplasmatico granular e de mitocondrias, indicando um
substancial aumento da atividade metabdlica da célula infectada,
provavelmente para suprir as necessidades fisioldgicas das bactérias.

Esse fato € coincidente com os dados obtidos por varios autores, em
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outras espécies de insetos (HINDE, 1970; HOUK & GRIFFITHS, 1980;
AKHTAR & VAN EMDEN, 1996).

Conforme ja mencionado, os micetécitos sdo células que abrigam
bactérias simbiontes, ndo apenas no sistema digestivo (ALKHALIFA,
1984; BAUMANN & MORAN, 1997; GRANDI et al., 1997; BILINSKI &
BUNING, 1998). Nas fémeas de H. suis, os micetécitos sdo encontrados,
aléem do IMA e IMC, também no ovdrio, indicando uma transmissdo
transovariana dos microrganismos simbiontes para as geragdes
subseqientes (ZELAZOWSKA & BILINSKI, 1999), semelhante ao que
ocorre em Sciara ocellaris (RIBEIRO & PERONDINI, 1991). Nos machos, a
presenga de micetdcitos estd restrita ao IM, especificamente ao IMA e
IMC.

Nossos resultados mostram, claramente, a liberacdo de simbiontes
na luz do IM, organizados num arranjo esférico e desprovido de
citoplasma. O processo de liberagdo dos simbiontes para a luz parece ter
inicio pela fusdo da membrana citoplasméatica, com a membrana que
reveste o conjunto globoso de simbiontes. Gradualmente o citoplasma vai
retraindo em diregao basal, aumentando a abertura que vai, mais e mais,
deixando a descoberto a massa esférica de simbiontes, até que esta é
solta na luz. Essas bactérias permanecem agrupadas na luz do ventriculo,
sem qualquer indicio de membrana ou estrutura que mantenha sua
agregagao. Algumas dessas massas de bactérias mostram alteracgoes,

sugerindo que estejam sendo digeridas por enzimas luminais.

Como vimos, as células que alojam os simbiontes sofrem um
processo de diferenciacdo e crescimento bastante acentuados. Mas, apds
a liberagdo dos simbiontes na luz do IM, observa-se a permanéncia do
nucleo e das organelas na regido basal da célula. A membrana
citoplasmatica, entdo, parece reconstituir a forma original do enterdcito,
num processo de completa regeneragdo, que inclui a reorganizagdo das
microvilosidades.
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Como ja abordado, um aspecto importante do sistema digestivo de
insetos € o da compartimentalizacdo da digestdo. Sabemos que a maioria
dos insetos possue membrana peritréfica (PETERS, 1992; TERRA, 2001),
que € uma delicada malha de quitina e proteina, organizada na forma de
um tubo na luz do IM. A luz do IM fica, entdo, dividida em um espaco
endoperitrofico e outro ectoperitréfico. O primeiro é o espaco dentro do
cilindro formado pela membrana peritréfica e o segundo, o0 espacgo entre
esta e o epitélio do tubo digestivo. Essa compartimentalizagao permite
criar, no espago ectoperitréfico, um contra-fluxo de dgua da regiao
posterior para a anterior do IM, contrario ao fluxo antero-posterior do
alimento. Esse fluxo péstero-anterior decorre da secrecdo de &gua pelas
células do IMP e absorcdo no IMA, ou pelos cecos gastricos, quando
presentes (SANTOS & TERRA, 1986; RIBEIRO et al., 1990; FERREIRA et
al., 1993; JORDAO et al., 1996).

Em aigumas espécies, observa-se a substituicdo da membrana
peritrofica por um gel, denominado gel peritréfico, que ocorre quando
uma barreira altamente permedvel é necessaria entre o contetido luminal
e a superficie do epitélio. O gel peritrofico é de dificil visualizagao pelas
técnicas morfoldgicas convencionais, por se solubilizar facilmente durante
0 processamento do material. Pode ser percebido com uma pinga tocando
a superficie luminal do epitélio, na forma de uma substancia viscosa que
adere a extremidade da pinca (TERRA, 2001).

As espécies das ordens Hemiptera e Thysanoptera, diferentemente
da maioria dos insetos, ndo possuem membrana peritréfica. Ao invés
disso, apresentam uma membrana denominada perimicrovilar (LANE &
HARRiSON, 1979; ANDRIES & TORPIER, 1982; FERREIRA et al., 1988:
TERRA, 1990; SILVA et al.,, 1996). Essa membrana recobre as
microvilosidades, mantendo uma pequena, mas constante, distancia da
membrana microvilar. Expande-se apicalmente para o compartimento
luminal, onde termina em fundo cego, delimitando um compartimento

fechado, denominado espago perimicrovilar (TERRA, 1990). Assim como a
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membrana plasmatica, a membrana perimicrovilar também é lipo-
protéica, mas quando comparada por criofratura com a membrana
plasmatica das microvilosidades, exibe poucas proteinas integrantes de
membrana (LANE & HARRISON, 1979: ANDRIES & TORPIER, 1982).
Parece ser formada a partir de vesiculas secretoras com duas
membranas, cuja membrana externa funde-se com a membrana
microvilar e a interna com a perimicrovilar (SILVA et al., 1996). Sua
origem parece estar vinculada aos ancestrais dos Hemiptera que se
alimentavam de floema, pobre em aminoacidos. Assim, a perda de
membrana peritréfica pode ter sido uma adaptacdo & auséncia de
digestdo luminal, enquanto o surgimento de uma membrana
perimicrovilar veio aumentar a capacidade de absorcdo de aminodcidos,
presentes em pequena quantidade na dieta desses ancestrais (SILVA et
al., 1996; TERRA, 1996).

Apesar da maioria dos insetos possuirem membrana peritréfica (ou
perimicrovilar), existem alguns insetos que aparentemente ndo tém
membrana  peritréfica, tais como algumas formigas adultas
(Hymenoptera), a maioria das mariposas e borboletas (Lepidoptera),
pulgas (Siphonaptera), assim como espécies das ordens Psocoptera,
Zoraptera, Strepsiptera, Raphidioptera, Megaloptera e inclusive alguns
representantes ja estudados da ordem Phthiraptera (PETERS, 1992;
TERRA, 2001). No entanto, estes resultados negativos devem ser
considerados com cautela, pois existe a possibilidade da n"‘nembrana
peritréfica ser secretada somente apds a distensdo do intestino pelo
alimento, como em fémeas de mosquitos hematéfagos (RICHARDS &
RICHARDS, 1977; TERRA, 2001), ou de existir um gel peritréfico. No caso
de insetos adultos das ordens Hymenoptera e Lepidoptera, a perda da
membrana peritréfica pode ser devida ao fato de sua dieta se constituir
somente de substancias de baixo peso molecular, tais como agucares, que

tornaram desnecessaria a digestdo luminal (TERRA, 2001).
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Em H. suis, analisando imagens de ventriculos fixados
alimentados, assim como em jejum, ndo detectamos a existéncia de
membrana peritrofica ao nivel histoldgico e ultra-estrutural, mesmo com
o uso do WGA. Conforme anteriormente citado, o WGA, quando em
presenca de N-acetilglicosamina livre como competidor, é utilizado para
evidenciar, especificamente, a quitina, um dos principais componentes
da membrana peritrofica. Também n&do detectamos a presenca de uma
membrana perimicrovilar ou de uma estrutura semelhante ao gel
peritrofico. Neste Ultimo caso, devido ao reduzido didmetro do tubo
digestivo do H. suis, por volta de 500um, nao foi possivel ter acesso ao
seu interior, para detectar, mecanicamente, a presenca eventual de um
gel peritréfico.

A aparente auséncia de compartimentalizacdo do ventriculo de H.
suis, quer por membrana peritréfica ou gel peritréfico, quer por
membrana perimicrovilar, € um achado surpreendente, uma vez que fica
dificil imaginar um contato direto do alimento com o epitélio ventricular.
Mas, mesmo que nossos achados morfolégicos parecam indicar a
existéncia desse contato, a presenca de um gel peritréfico n3o pode ser
de todo descartada. Contudo, deve-se levar em consideracdo o fato de
que o gel peritrofico parece ocorrer em insetos de ordens mais evoluidas,
tais como em Bruchidae (TERRA, 2001), enquanto que H. suis pertence a
uma ordem mais primitiva, Phthiraptera. Também relevante, é o fato da
aparente auséncia de membrana peritréfica em Hymenoptera e
Lepidoptera, estar associada a uma dieta de baixo peso molecular, o que
nao € o caso de um hematéfago como o H. suis.

E tentador especular que o sangue sugado por H. suis seja logo
coagulado no seu interior. O coagulo formado manteria uma certa
separagao da superficie celular, imitando o material contido por um gel
peritréfico ou membrana peritrofica. A digestdo ocorreria paulatinamente
a partir da superficie do coagulo sem, contudo, solubilizar as porgcoes
mais internas. E talvez significativo observar que Siphonaptera adultos

(hematofagos) também parecem ndo ter membrana peritréfica. O fato de
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certos hematofagos, como o0s mosquitos, possuirem membrana
peritrofica, talvez resulte de serem muito maiores que os Phthiraptera e
Siphonaptera. Nesse caso, a relagdo superficie-volume do coagulo é
inferior as das duas ordens citadas e 0 mosquito teria a digestao facilitada

com compartimentalizagao e os fluxos intestinais referidos anteriormente.

Do ponto de vista do perfil enzimatico encontrado, a discussdo da
atividade de enzimas digestivas no tubo digestivo de H. suis, deve partir
da observacdo dos graficos apresentados na Fig. 22. Nota-se a presenca
de quatro picos principais de atividade proteindsica sobre caseina FITC
(picos 1, 2, 3 e 4). Realizando-se a mesma observacdo com o uso de
CBZArgMCA e CBZPheArgMCA como substrato, verificamos a presenca de
dois e trés picos principais de atividade, respectivamente, coincidentes
com os picos observados na presenga de caseina FITC. Aplicando-se o
mesmo raciocinio para o grafico obtido utilizando-se SAAPMCA como
substrato, nota-se a presenga de dois picos principais de atividade: um
pico minoritario de atividade, coincidente com o primeiro pico de
atividade sobre caseina FITC e outro maior, coincidente com o quarto pico
de atividade sobre caseina FITC. Tais resultados sugerem que, dentre as
enzimas responsaveis pela atividade proteindsica em H. suis, tripsina e
quimotripsina sao predominantes.

Com base nos dados apresentados na Tabela 1, é possivel se
afirmar que, em H. suis, ha ocorréncia predominante de formas sollveis
de tripsina, embora os dados também sugiram a existéncia de formas de
tripsina associadas a membranas (integrantes da membrana plasmatica
ou imobilizadas no glicocélix). A ocorréncia de tripsina associada ao
glicocalix foi verificada anteriormente por varias técnicas e corresponde,
de regra, a fracdo de enzimas liberadas de membranas por ciclos de
congelamento e descongelamento (TERRA & FERREIRA, 1994). Verifica-se
também a presenca de atividade nas fracdes obtidas apos solubilizacdo de
membranas com CHAPS, indicando a ocorréncia de tripsina integrante a
membrana. JORDAO et al., (1996), num estudo sobre secrecdo de
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tripsina em larvas de Musca domestica, encontrou tanto formas soltiveis
quanto formas ligadas a membrana dessa serino-proteinase. Esses
autores encontraram, através de técnicas de imunocitolocalizacdo, formas
de tripsina associadas a vesiculas de secregdo, vesiculas do complexo de
Golgi, superficie das microvilosidades intestinais e no contetdo luminal

do intestino posterior de M. domestica.

De maneira similar, quimotripsina é provavelmente uma enzima
solivel, secretada para o limen do intestino médio pelas células do
epitélio intestinal, uma vez que a sua maior atividade, estd presente na
fracdo soluvel. Verifica-se atividade enzimatica de quimotripsina nas
demais fragoes utilizadas neste estudo. Porém, considerando que essas
atividades sao bem menores quando comparadas com a atividade
encontrada na fragao soluvel, poderiamos supor que as mesmas seriam
devidas a alguma contaminacdo ocorrida no momento da preparacao das
amostras. Entretanto, as atividades especificas apresentadas em todas as
fragdes, sao da mesma ordem de grandeza que a encontrada na fracdo
soluvel. Assim sendo, talvez ocorram formas de quimotripsina soltvel e

associadas a membrana, tal como parece ocorrer com tripsina.

H. suis apresenta atividade de cisteina proteinase sollvel e,
curiosamente, as maiores atividades dessa proteinase ocorrem nos
materiais correspondentes as fragdes de membrana do tubo digestivo.
Tanto as atividades, quanto as atividades especificas, sdo maiores nas
fracbes de membrana, sendo que, as maiores sdo encontradas na fracao
de proteinas integrantes S; (vide Tabela 1). TERRA & FERREIRA (1994)
afirmam que cisteina proteinases sdo comuns em tubos digestivos de
Hemiptera Heteroptera e que, em besouros da familia Bruchidae, é a
principal proteinase presente no intestino médio. H. suis pertence a
Ordem Phthiraptera que, segundo algumas hipdteses de filogenia
propostas para a Classe Insecta (BRUSCA & BRUSCA, 1990), esta
evolutivamente “aparentado” com os Hemiptera Heteroptera e, como

conseqiéncia direta, esses grupos podem compartilhar caracteristicas



56

entre si, e talvez uma dessas caracteristicas possa ser a presenca de
cisteina proteinase entre as proteinases presentes no tubo digestivo. O
aspecto interessante em H. suis, é o fato desse tipo de enzima estar
associado as membranas, como sugerido pelos resultados encontrados.
Futuramente, esse fato podera ser investigado com maior profundidade.
Deve-se acrescentar que cisteina proteinases, associadas a membranas,
também foram encontradas em pulgdes (Hemiptera:Homoptera), como
por exemplo em Acyrthosiphum pisum e Brevicorine brassicae
(CRISTOFOLETTI, RAHBE, SILVA e TERRA, informagdo pessoal).

Segundo os dados obtidos e apresentados na Tabela 1, a-
glicosidase se apresenta como uma enzima predominantemente soluvel
(provavelmente secretada para o limen, pelo epitélio), ao passo que as
atividades encontradas nos demais materiais, é quase desprezivel em
relagdao a atividade soltvel.

Aminopeptidase ¢é provavelmente uma enzima restrita a
membranas, visto que, tanto sua atividade, como atividade especifica, é
maior nos solubilizados de membranas. A atividade sollivel encontrada
pode ser devido a injurias ocorridas no epitélio no processo de dissecgao

do material bioldgico, ou a descamacdo dos enterdcitos.

Como vimos ao longo deste trabalho, a ordem Phthiraptera é
constituida por um grupo de insetos, onde ndo existiam informacodes
sobre a organizagdo morfofuncional de seu processo digestivo. Pelos
resultados apresentados, pudemos constatar que o sistema digestivo de
um de seus representantes, o H. sufs, apresenta caracteristicas
peculiares, que o destacam em relagdo as demais espécies conhecidas,
pertencentes as outras ordens de insetos. Apesar de fazer parte de uma
ordem proxima aos Hemiptera, ndo apresenta membrana perimicrovilar,
uma possibilidade esperada, a priori. Também ndo mostra evidéncias da
existéncia de uma membrana peritréfica tipica, embora a ocorréncia de

um gel peritréfico ndo esteja descartada. Os enterdcitos que compodem o
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epitélio do tubo digestivo exibem um polimorfismo surpreendente, com
celulas que vao da forma pavimentosa a colunar. A presenca de
micetocitos, células que abrigam bactérias simbiontes, que constituem
uma adaptacao dos enterocitos a infeccdo, foi um achado interessante no
epitélio digestivo. Mas o interesse maior residiu no fato de ter sido
possivel acompanhar sua diferenciacdo e constatar que, apds a
eliminacdao das bactérias para a luz intestinal, as células terem,
aparentemente, a capacidade de regeneragao como enterdcitos. A analise
bioquimica do tubo digestivo revelou a existéncia de hidrolases digestivas
importantes, destacando-se a tripsina, que sdo eliminadas,
aparentemente, por um mecanismo de secrecao microapdcrino nas

regioes anterior e mediana do ventriculo.

Acreditamos que o estudo detalhado do sistema digestivo deste
grupo de insetos, aqui iniciado, reveste-se de uma grande importancia,
nao apenas do ponto de vista econdmico e médico-sanitario, por se
tratarem de insetos parasitas de aves e mamiferos, incluindo o proprio
homem, como do ponto de vista de conhecimento acerca das tendéncias
evolutivas, relacionadas a evolugdao do sistema digestivo, existentes
dentro dos insetos. Um desdobramento importante deste trabalho, no
futuro, nos parece ser o estudo comparado do sistema digestivo de
representantes de outros grupos de piolhos, como os das sub-ordens
Ischnocera e Amblycera, que parasitam aves, inclusive de granjas, que
apresentam morfologia e habitos alimentares diversos dos de H. suis.
Novos achados neste sentido podem levar a uma mudanca ainda maior da

visdo hoje existente sobre a organizacdo do fendmeno digestivo da ordem
Phthiraptera.
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Este trabalho apresenta um estudo detalhado do sistema digestivo
do Haematopinus suis (Phthiraptera, Anoplura), num enfoque
morfofuncional. Do ponto de vista anatémico, o tubo digestivo é
constituido por um intestino anterior (IA), um intestino médio ou
ventriculo (IM) e um intestino posterior (IP). O IA, apés a cavidade bucal,
€ formado pelo es6fago e um proventriculo bastante dilatado. O IM
continua-se a partir do proventriculo, com o mesmo didmetro deste e,
gradualmente, torna-se mais delgado. No terco final do abdémen, curva-
se numa sinuosidade em forma de "s" e termina onde estdo inseridos 0s
tibulos de Malpighi. O IP segue num trajeto retilineo, passando pela
papila retal, reto e anus.

Visto pela microscopia de luz, o IA é formado por um epitélio
pavimentoso simples revestido por cuticula. Aproximadamente na regiao
central do térax, o epitélio forma uma evaginacdo que circunda todo o
diametro do tubo, sem, contudo, caracterizar um esfincter. A partir dessa
evaginagcao inicia-se o IM, onde ocorrem os principais eventos da
digestdo. Nessa regido do intestino, também formada por um epitélio
simples, pode-se identificar apenas um tipo celular, o enterécito. Pela
morfologia do epitélio, é possivel subdividir o IM em 3 regides: anterior,
central e posterior. O intestino médio anterior (IMA) apresenta em seu
epitélio, células altas, normalmente com extremidades afiladas, ladeadas
por células de morfologia pavimentosa. No intestino médio central (IMC),
encontramos células colunares, cﬁb»icas (predominantes) e pavimentosas,
enquanto que o intestino médio posterior (IMP) é recoberto por células
predominantemente ctbicas. '

O intestino posterior € constituido por epitélio cibico simples
recoberto por cuticula, que, na regido da papila retal, torna-se
pavimentoso.

Com a finalidade de evidenciar a possivel presenca de uma
membrana peritréfica na luz do IM, cortes histoldgicos dessa regidao foram
incubados com WGA ("wheat germ agglutinin") conjugado com
fluoresceina, na presenca de N-acetilglicosamina livre, tornando a reacao

especifica para quitina. Quando observadas ao microscépio confocal,
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essas preparagdes nao mostraram uma reacdo de fluorescéncia
significante que pudesse ser indicativa da existéncia de uma membrana
peritrofica estruturada. No entanto, ndo ficou descartada a existéncia de
um gel peritrofico.

Observadas pela microscopia eletrénica de transmissdo e de
varredura, as células do IM apresentam a superficie apical modificada na
forma de microvilosidades bem diferenciadas. Ndo foi detectada a
existéncia de uma membrana perimicrovilar similar 3 existente entre os
Hemiptera. A membrana plasmatica, nas suas superficies laterais, estdo
unidas por jungdes septadas lisas e apresentam muitas interdigitagoes. A
membrana plasmatica basal exibe, por sua vez, diversas invaginacoes,
formando uma rede de canaliculos com mitocondrias associadas. No IMP,
essa rede assume maior complexidade e apresenta um numero
ligeiramente superior de aberturas em direcdo a lAmina basal, podendo
indicar um maior potencial de tomada, pelo epitélio, de ions e agua a
partir da hemolinfa. As mitoc6ndrias, arredondadas ou ovais, sdo grandes
e abundantes. Embora sejam mais numerosas no citoplasma apical,
localizam-se também no citoplasma basal, em associacdo com as
invaginagbes da membrana plasmatica. O nucleo tem forma
freqientemente oval. A carioteca circunscreve um nucleoplasma de baixa
eletrondensidade, com alguns grumos pequenos de cromatina e um
nucléolo bem evidente.

Com relagdo a atividade secretora do epitélio, observamos nas
regioes IMA e IMC, uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico
granular, varias areas de Golgi e granulos de secrecdo brotando das
extremidades das microvilosidades dos enterdcitos, num processo de
secregao do tipo microapdcrino.

Alguns enterdcitos do IMA e IMC, possuem bactérias simbiontes no
interior do citoplasma, sendo denominados micetdcitos. O crescimento
das bactérias, leva a um aumento no tamanho das células e a alteragoes
significativas na sua ultra-estrutura, particularmente com relacao ao
namero de mitocondrias, bastante maior, e a uma hipertrofia do reticulo

endoplasmatico granular. Num estdgio mais avancado de maturacgao,
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parece ocorrer a fusao da membrana plasmatica com a que reveste o
conjunto de bactérias. Isso promove um gradual descobrimento das
bactérias, que parecem ser eliminadas "in toto" para a luz intestinal, com
a célula retornando a sua morfologia inicial.

A analise bioquimica de homogenados de tubos digestivos para
deteccao de hidrolases digestivas, mostrou a presenca de tripsina,
cisteina proteinase, aminopeptidase, a-glicosidase e quimotripsina. A
maior atividade enzimatica foi detectada para tripsina, tendo sido
evidenciadas formas sollveis e também associadas a membranas, o
mesmo ocorrendo com cisteina proteinase. J4 aminopeptidase é,
provavelmente, restrita a membrana plasmatica, enquanto que, o-

glicosidase e quimotripsina sdo predominantemente soltiveis.
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This work presents a detailed morpho-functional study of the
Haematopinus suis (Phthiraptera, Anoplura) digestive system. In this
species, the digestive tract consists of a foregut (IA), a midgut (IM) or
ventriculus and a hindgut (IP). The IA begins in the bucal cavity and is
formed by the oesophagus and a slightly dilated proventriculus. The IM
begins in the proventriculus, with the same diameter, and becomes
gradually thinner. In the final third of the abdomen the IM twists in s-
shape ending in the region of insertion of the Malpighian tubules. The IP
is a straight tube and is composed by the rectal pad, the rectum and the
anus.

At the light microscopy level, the IA is made up of a simple
squamous epithelium covered by a cuticle. Around the central region of
the thorax, this epithelium forms an evagination which surrounds the
whole tube diameter, without forming a sphincter. The IM begins from
this evagination and it is considered the main site of digestion. The
simple epithelium of these portion is formed by only one cell type, the
enterocyte. According to the morphology of the epithelium, it is possible
to subdivide the IM into 3 regions: anterior, central and posterior. The
anterior midgut (IMA) presents tall cells, usually sharp edged, surrounded
by cells with squamous morphology. In the central midgut (IMC),
columnar, cuboidal and squamous cells are found, while the posterior
midgut (IMP) is predominantly lined by cubic cells. The hindgut has a
simple cubic epithelium, covered by a cuticle which, in the rectal pad
region, becomes squamous.

In order to detect the possible presence of a peritrophic membrane
in the IM lumen, histological sections of that region were incubated with
WGA (wheat germ agglutinin) conjugated with fluorescein in the presence
of excess free N-acetilglucosamine, which makes the reaction specific for
chitin. When observed in the confocal microscope, such preparations did
not show a significant fluorescence reaction which may indicate an
absence of an organized peritrophic membrane. Nevertheless, the
existence of a peritrophic gel cannot be discarded.
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When observed by the transmission and scanning electron
microscopes, the IM cells present an apical surface modified into well
developed microvilli. The existence of a perimicrovillar membrane,
similar to the one found among the Hemiptera, was not detected. In their
lateral surfaces, the plasma membranes are linked by smooth septate
junctions and present several interdigitations. The basal plasma
membrane shows several infoldings forming a labyrinth of tubules with
associated mitochondria. In the IMP this labyrinth becomes more complex
and presents a slightly higher number of apertures toward the basal
lamina what may indicate a greater potential of ions and water intake
from the haemolymph. The mitochondria are large and abundant mainly
in the apical cytoplasm. Mitochondria are also found in the basal
cytoplasm, associated with the infoldings of the plasma membrane. The
nucleus is usually oval in outline. The nuclear envelope surrounds an
electron-lucid nucleoplasm with some small condensed regions of
heterochromatin and a well defined nucleolus.

The IMA and IMC enterocytes present an intense secretory activity
with well developed rough endoplasmic reticulum, several Golgi areas and
secretory granules. These granules seems to pinch off from the tips of
microvilli in a microapocrine secreting mechanism.

Some enterocytes of the IMA and IMC show symbiont bacteria in
the cytoplasm. These cells are known in literature as mycetocytes. The
increasing in the number of bacteria inside mycetocytes leads to an
enlargement of these cells which show several ultrastructural alterations
such as a greater number of mitochondria and rough endoplasmic
reticulum elements. In later steps of mycetocytes differentiation, the
bacteria are clearly surrounded by a membrane and the mitochondria are
found in a peripheral arrangement between this membrane and the apical
plasma membrane. In the final stages of differentiation, a fusion event
occurs between these two membranes, releasing the bacteria "in toto"
into the gut lumen. After the discharging of bacteria, the cells return to
its original enterocyte morphology.
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The biochemical analysis of digestive tube homogenate for the
detection of digestive hydrolases revealed the presence of trypsin,
cystein-proteinase, aminopeptidase, a-glucosidase and chymotrypsin. The
more significant enzymatic activity was detected for trypsin, which is
present in soluble forms and also associated to membranes, the same
occurring with cystein-proteinse. On the other hand, aminopeptidase is
probably restricted to plasma membrane while o-glucosidase and

chymotrypsin are predominantly soluble.
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Figura 24

A - Esquema diagramatico mostrando a via de secregao microapdcrina, desde o

complexo de Golgi, até a eliminacdo das vesiculas secretoras pelas extremidades
das microvilosidades.

Esquema diagramatico, mostrando as varias fases de formagao do micetocito. I:
Enterdcito normal. II: Presenca de poucas bactérias rodeadas por membrana, ja
caracterizando um micetécito. III: Aumento do nimero de bactérias, com
deslocamento do restante do citoplasma para a periferia do micetécito. IV: Estagio
avangado de diferenciagdo do micetdcito, onde a membrana plasmatica funde-se
com a que reveste as bactérias, para sua liberacdo na luz do intestino. V e VI:
Retragdo do citoplasma para liberacdo das bactérias. VII: Retorno aparente a
forma original de enterdcito.






Figura 23

Esquema representando a morfologia celular predominante em cada uma das trés
regides do intestino médio.

A - representa o intestino médio anterior-IMA, com o predominio de enterdcitos de
morfologia predominantemente colunar. Micetdcitos podem ser localizados
facilmente nesta regido.

B - representa o intestino médio central-IMC, com as células assumindo morfologia
bastante variada.

C - representa o intestino médio posterior-IMP, onde a morfologia celular
predominante é a cubica. Aqui ndo temos a presenca de micetdcitos, nem de
granulos de secrecdo.
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Figura 22

Cromatografia de troca idnica em sistema de baixa pressdo em coluna High Q (Econo
System - Bio Rad) do material S, de H. suis. Os substratos utilizados foram: A:
Caseina FITC; B: CBZArgMCA; C: CBZPheArgMCA; D: SAAPMCA; E: MUaglu.



e
PR, SR TS
7 e




Figura 21

A - Eletromicrografia do IMA mostrando na sua regido superior, enterdcitos. Na regido
inferior da imagem, vemos um micetécito em estado inicial de desenvolvimento.
Notar acimulo de bactérias no interior do citoplasma. X2500.

B - Regido do epitélio do IMC, caracterizado pela heterogeneidade de formas celulares.
Destaque para um micetécito em estado avancado de desenvolvimento, onde a
maior parte do contetdo celular é representado pelas bactérias simbiontes. X2300.

C - IMA. Micetdcito nos estdgios finais de desenvolvimento. O grande volume das
bactérias simbiontes leva a um estreitamento do citoplasma circundante. X3800.

D - IMC. Detalhe de um micetécito. A cobertura citoplasmatica consiste agora de uma
ténue lIdmina, de onde as ultimas mitocéndrias estdo sendo expulsas. X5800.

Detalhe: Bactérias simbiontes na luz do tubo digestivo, com indicios de estarem

sujeitas a um processo digestivo. X2000.

Bactérias simbiontes (asteriscos). Enterdcitos (E). Luz (L). Microvilosidades (Mv).
Mitocbndrias (M). Citoplasma remanescente (cabecas de seta).






Figura 20

A - Enterdcito do IMC. Destaque para o nicleo alongado, onde podemos ver os poros e
ribossomos ligados @ membrana externa da carioteca. X22500.

B - Detalhe do nticleo de um enterécito do IMC. Nota-se a carioteca, com ribossomos
ligados a sua membrana externa e os poros nucleares. X94000.

C - IMC. Cisternas do REG organizadas paralelamente. X56000.
D - IMA. Cisternas do REG com organizagdo semelhante a novelo. X37500.

Grénulo de secrecdo (Gr). MitocOndrias (M). Microvilosidades (Mv). Ndcleo (N).
Poro nuclear (seta). Reticulo endoplasmatico granular (REG). Lamina basal (LB).






Figura 19

A - IMA. Rede de invaginacdes da membrana plasmatica basal. X28000.

B - Regido basal de enterdcito do IMA. Observar as invaginacdes da membrana
plasmatica basal. X36000.

C - Enterdcito do IMA onde se destacam, na regido apical, a jungao septada lisa e, na

basal, os estreitos canais que se formam a partir das invaginacdes da membrana
plasmatica. X22500.

D - Neste enterodcito do IMC, observamos o nticleo alongado, onde é possivel perceber
0s poros nucleares. Notamos também alguns canais, formados a partir das
invaginagdes da membrana plasmatica basal. X22500.

Invaginagbes da membrana plasmatica basal (cabegas de seta). Jungdo septada
lisa (JS). Microvilosidades (Mv). Nicleo (N). Poro nuclear (seta). Mitocondrias (M).
Reticulo endoplasmatico granular (REG). Ldmina basal (LB).






Figura 18

A - IMC. Granulo de secrecdo dentro de microvilosidade. X108000.
B - IMC. Complexo de Golgi, granulos de secrecdo e microvilosidades. X52000.

C - IMA. Também aqui podemos observar um complexo de Golgi. Granulo de secregdao
e parte de uma mitocdndria. X95500.

D - IMC. Cisternas do REG e microtubulos. X94000.

Complexo de Golgi (G). Granulos de secrecio (Gr). Mitocondrias (M).
Microvilosidades (Mv). Microtdbulos (Mt). Reticulo endoplasmaético granular (REG).






Figura 17

A - IMC. Granulos de secregdo no apice de microvilosidades. X68000.

B - IMA. Granulos de secregdo na base de microvilosidades. Notamos a presencga de
um complexo de Golgi. X36500.

C - IMC. Granulos de secregdo. Mitocéndrias. Cisternas de REG. X36000.

D - IMA. Granulo circunscrito por membrana no apice de microvilosidade. X50000.

Granulos de secrecdo (Gr). Mitocdndrias (M). Reticulo endoplasmatico granular
(REG). Microvilosidades (Mv). Complexo de Golgi (G).






Figura 16

A - IMC. Mitocbndria em detalhe. X95500.

B - Célula do IMC onde se destacam as invaginagdes da membrana citoplasmatica
basal. Nctar também, a presenga de mitocéndrias, REG. X29000.

C - Enterdcito dc IMC. Notar grénulo de secrecdo na base de microvilosidade. X66000.
D - Enterécito do IMA. Nota-se granulo de secregdo na base de microvilosidade.

X98090.

Granulo de secrecdo (Gr). Mitocdndria (M). Microvilosidade (Mv). Invaginacdes da

membrana basal (cabegas de seta). Reticulo endoplasmatico granular (REG).
Lamina basal (LB). '






Figura 15

A - IMA, A membrana plasmatica basal emite discretas invaginagdes para o interior da
célula. Notamos também o niicleo alongado e o REG expressivo. X28000.

B - Célula do IMP onde se destaca o grande nimero de mitocondrias. As
microvilosidades nessa regido do tubo digestivo normalmente s3o mais longas que
nas outras e sem granulos de secrecdo. Notar as invaginagdes da membrana
plasmatica basal. X5500.

C - IMC. Observar a grande concentra¢do de mitocdndrias. X22500.
D - Célula do IMA. Detalhes das mitocOndrias e do nacleo, no qual podemos observar

0s poros nucleares. X22000.

Invaginagbes da membrana plasmatica basal (cabegas de seta). Jungdo septada
lisa (JS). Microvilosidades (Mv). Nicleo (N). Poro nuclear (seta). Mitocondrias (M).
Reticulo endoplasmatico granular (REG). LAmina basal (LB).






Figura 14

A - Enterdcito do IMC, que apresenta em sua membrana plasmatica basal,
invaginagbes que formam pequenos canaliculos. As cisternas do REG estdo
amplamente distribuidas pelo citoplasma. X22500.

B - Enter6cito do IMA. Notar nucleo, mitocéndrias e invagina¢gdes da membrana
citoplasmatica basal. X38000.

C - IMP. Regiao celular com aspecto vacuolizado. X22500.

D - Enterdcitos do IMC. Nota-se grande quantidade de mitocondrias. Perfis do REG
estdo distribuidos por todo o citoplasma. Discretas invagina¢cdes da membrana
citoplasmatica basal. X15500.

Invaginagbes da membrana plasmatica basal (cabecas de seta). Reticulo
endoplasmatico granular (REG). Mitocdndrias (M). Nucleo (N). Citoplasma basal
com aspecto vacuolizado (asterisco). Invaginagdes da membrana citoplasmatica
basal Ldmina basal (LB).






Figura 13

A - Limite entre dois enterécitos do IMC. Notar jung¢do septada lisa, microvilosidades e
granulos de secrecdo. X38000.

B - Enterécito do IMC onde se destacam as microvilosidades com granulos de
secrecdo, grande quantidade de mitocdndrias, o nitcleo e, mantendo unidas as
células vizinhas, jungdes septadas lisas. X8300.

C - IMA. Grupo de enterdcitos que chamam a atengdo pela diversidade morfoldgica.
Observar: microvilosidades, nucleos, juncdes septadas lisas e reticulo
endoplasmatico granular. X5500.

D - Enterdcitos do IMP. A membrana plasmatica basal apresenta invaginagdes que
formam canais paralelos 3 membrana basal. Notar as aberturas da membrana
plasmatica basal. X23000.

Granulos de secregdo (Gr). Jungdes septadas lisas (JS). Lamina basal (LB).
Microvilosidades (Mv). Mitocondrias (M). Reticulo endoplasmaético granular (REG).
Nucleo (N). Aberturas da membrana plasmatica basal (cabecgas de seta). Rede de
canais, formada por invaginagées da membrana plasmatica basal (asterisco).
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Figura 12

A - IMP. Micrografia eletrénica de transmiss3o. Microvilosidades com aspecto retilineo
e sem ramificagdes. Notar feixes de microfilamentos no interior. X56000.

B - IMC. Vista em detalhe das microvilosidades. Observamos granulo de secregao no
apice de uma microvilosidade e outro na base. Feixes de microfilamentos podem
ser vistos no interior das microvilosidades. X90000.

C - Célula do IMC projetando-se em direc¢do & luz. Chama a ateng3o a presenca de
jungdo septada lisa, o grande nUmero de mitocéndrias, as abundantes

microvilosidades e o nucleo, com pequenos grumos de cromatina condensada e
0 seu nucléolo. X6500.

D - Limites celulares no IMA, onde destaca-se uma juncdo septada lisa. X82000.

Granulos de secregdo (Gr). Jungdo septada lisa (JS). Microvilosidades (Mv).
Mitocdndrias (M). Nucieo (N).






Figura 11

A - Rompimento da membrana celular de um micetdcito do IMC, com exposicdo
das bactérias simbiontes. X3000.

B - Conjunto de simbiontes de um micetdcito. X2000.

Bactérias simbiontes (asteriscos).






Figura 10

A - Detalhe da superficie apical do epitélio do IMC, onde podemos observar vesiculas
de secrecdo na axtremidade das microvilosidades. X15000.

B - Célula do IMC com as carcteristicas morfolégicas de um micetdcito. X7000.

Vesiculas de secrecdo (cabegas de seta maiores). Microvilosidades (cabegas de
seta menores).






Figura 9

A - Visdo panoramica do tubo digestivo de H. suis macho. X120.

B - Em maior aumento, imagem da transicdo do intestino anterior-IA para o intestino
médio-IM. X300.

Intestino anterior-IA (estrela). Intestino médio-IM (asteriscos). Evaginagdo
epitelial separando o IA do IM (setas).






Figura 8

A - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da extremidade anterior da cabeca de
H. suis. Notar o labio inferior e o superior, no qual temos a abertura por onde
saem os estiletes perfurantes. X550.

B - Corte sagital de H. suis fémea. A presenca dos ovos (léndeas) comprimem o
tubo digestivo, alterando sua forma. X80.

Labio inferior (seta menor). Labio superior (seta maior). Abertura de saida dos
estiletes perfurantes (asterisco branco). Ovos (Iéndeas) (asteriscos pretos). Tubo
digestivo (cabegas de seta).






Figura 7

Imagens obtidas com microscopia confocal, de IMC de H. suis tratado pela técnica do
WGA (A, C) e os mesmos campos, observados com microscopia de interferéncia de
Nomarski (B, D) Observa-se as células epiteliais com seus respectivos nucleos. O
conteudo alimentar, na luz do tubo digestivo, mostra fraca reacdo ao WGA.

Barras: A - 50um. B - 50um. C - 25um. D - 25um.
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Figura 6

A - Intestino posterior. Notar o epitélio ctbico simples revestido por cuticula (setas).
X570.

B - Fotomicrografia do IP, regido da papila retal. X320.






Figura 5

A - IMC. Micetodcitos. X1400.

B - IMP. Epitélio constituido por células colunares baixas (setas). X400.






Figura 4

A - Fotomicrografia onde observamos o intestino anterior (IA), revestido por epitélio
pavimentoso simples (cabeca de seta maior), recoberto por cuticula (cabega de
seta menor) e o intestino médio anterior (IMA). Notar o limite entre as duas
regides do intestino (seta maior). Enterdcitos (setas menores). X400.

B - Intestino médio anterior. Enterdcitos (cabegas de seta). Micetdcito (seta). X400.






Figura 3

Fotomicrografia da cabega e inicio do toérax. Glandula salivar {cabecas de seta).
X70.

Detalhe - células da gldndula salivar em maior aumento. X550.
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Figura 2

A - Desenho esquematico do tubo digestivo do H. suis. O tubo digestivo foi
representado distendido. ~X30

B - Fotomicrografia onde podemos observar parte do intestino anterior (IA) eo
intestino médio (IM). Notar a invaginagdo do epitélio, onde temos a transigao do
IA para o IM (seta). X85.

C - Fotomicrografia do intestino médio anterior (IMA). Observamos a predominancia de
enterocitos com morfologia colunar. Notar a presenga de micetécito no IMA. X360.

D - Intestino médio central (IMC). Notar a presenca de micetocitos (seta) e enterdcitos
(cabega de seta). X200.

E - Intestino médio posterior (IMP). O epitélio desta regido é constituido
predominantemente por células colunares baixas (cabegas de seta). Notar a
auséncia de micetécitos. X180.






Figura 1

A - Haematopinus suis visdo ventral. O macho apresenta uma placa escura, na regiao
terminal do abdomen. Barra = 1 mm.

B - Haematopinus suis visdo dorsal. Observamos que o macho (acima) possui 0
abddmen mais arredondado que a fémea. Barra = 1 mm.

C - Instrumentos construidos e utilizados para a dissecgdo dos animais.

Barra = 5 mm.



