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RESUMO GERAL

BONFIM, Tatiane Cristina dos Santos. Avaliacdo do perfil metabodlico de Subulina octona
Bruguiere, 1789 (Gastropoda, Subulinidae) experimentalmente infectada por
Paratanaisia bragai (Santos, 1934) (Digenea, Eucotylidae). 2020. 151 p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Subulina octona e Leptinaria unilamellata sdo hospedeiros intermediarios de Paratanaisia
bragai. O objetivo foi descrever os efeitos da infeccdo experimental por P. bragai em S.
octona sobre os aspectos reprodutivos; metabolismo de carboidratos; proteinas e produtos
nitrogenados e calcio. Formou-se 4 grupos com moluscos infectados e 4 grupos com moluscos
controle. A cada 10 dias, os parametros selecionados foram avaliados. Comparando 0s
moluscos infectados com o controle, observou-se a reducdo nos pardmetros reprodutivos
analisados; aumento na glicemia; padrdo oscilatério no contetudo de glicogénio e atividade de
LDH, reducdes significativas e progressivas nas concentracées dos acidos organicos, exceto o
acido latico; hiperproteinemia; aumento na concentracdao de ureia; &cido Urico e atividade de
ALT, menor crescimento percentual e menor quantidade de célcio na concha e alteragcdes nos
tecidos analisados pela histologia e histoquimica. Em relacdo a reproducdo, foi observada a
castracdo parasitaria parcial indireta pela inibicdo da gametogénese ou a viabilidade dos
gametas femininos. No metabolismo de carboidratos viu-se que os moluscos infectados néo
utilizaram significativamente as reservas glicidicas apesar do aumento da glicemia, indicando
gue o metabolismo passou para um padrdo predominantemente anaerébio. As analises
histolégicas mostram intensa degradagéo dos tecidos observados (gonadal, glandula digestiva
e massa cefalopediosa) causando extravasamento de proteinas para a hemolinfa, aumento de
ALT e AST e alteracdo da via metabdlica, que usa proteinas como substrato energético. Na
tentativa de compensar alteraces de pH, o célcio é mobilizado da concha e disponibilizado
para manter a homeostase.

Palavras-chave: biologia reprodutiva, perfil metabolico, relacéo parasito-hospedeiro.



ABSTRACT

BONFIM, Tatiane Cristina dos Santos. Avaliacdo do perfil metabdlico de Subulina octona
Bruguiére, 1789 (Gastropoda, Subulinidae) experimentalmente infectada por
Paratanaisia bragai (Santos, 1934) (Digenea, Eucotylidae). 2020. 151 p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Subulina octona and Leptinaria unilamellata are intermediate hosts of Paratanaisia bragai.
The objective was to describe the effects of experimental infection by P. bragai in S. octona
on reproductive aspects; carbohydrate metabolism; proteins and nitrogenous products
metabolism and calcium metabolism. Four groups were formed with infected snails and 4
groups with control snails. Every 10 days, the selected parameters were evaluated. Comparing
the infected molluscs with the control, was observed a reduction in the reproductive
parameters analyzed; increase in glucose content; oscillatory pattern in glycogen content and
LDH activity, significant and progressive reductions in organic acid concentrations, except
lactic acid; hyperproteinemia; increase in urea concentration; uric acid concentration and ALT
activity, lower percentage growth and lower amount of calcium in the shell and changes in
tissues analyzed through histology and histochemistry. Regarding reproduction, indirect
partial parasitic castration was observed by inhibiting gametogenesis or the viability of female
gametes. In carbohydrate metabolism, it was seen that the infected molluscs did not
significantly use the glycidic reserves despite the increase in glycemia, indicating that the
metabolism changed to a predominantly anaerobic pattern. Histological analyzes show intense
degradation of the observed tissues (gonadal, digestive gland and cephalopedal mass) causing
extravasation of proteins into the hemolymph, increase in ALT and AST and alteration of the
metabolic pathway, which uses proteins as an energy substrate. In an attempt to compensate
for pH changes, calcium is mobilized from the shell and made available to maintain
homeostasis.

Keywords: reproductive biology, metabolic profile, host-parasite relationship.
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Figura 2: Corte histologico do tecido gonadal do molusco Subulina octona. A) Corte
de um molusco ndo infectado, mostrando numerosos gametas masculinos (gm) em
diferentes estagios de maturagdo em um oo6cito (0). Barra da escala = 100 um. B)
Corte de um molusco infectado pelo trematédeo Paratanaisia bragai aos 40 dias pés
infeccdo (d.p.i.) mostrando numerosos gametas masculinos (gm) em diferentes
estagios de maturacdo e dois odcitos (0) com citoplasma granular e nucleo (na) em
processo apoptdtico. Barra da escala = 100 um. Coloracdo: tricromico de Gomori.
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Figura 1: Relacdo entre o contetido de carboidratos em Subulina octona infectada
experimentalmente por Paratanaisia bragai e o tempo de infec¢cdo. A) Contetdo de
glicose presente na hemolinfa do molusco (mg/dL). B) Atividade da lactato
desidrogenase (LDH) (Ul). Contetdo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido, peso
fresco). C) Glandula digestiva e D) Massa cefalopediosa. (Regressdao polinomial de
terceira ordem).

Figura 2: Relacdo entre o contetdo de acidos organicos (mM) na hemolinfa de
Subulina octona infectada experimentalmente por Paratanaisia bragai e o tempo
pos-infeccdo. A) Concentracdo de acido latico (lactato). B) Concentracdo de acido
piravico (piruvato). C) Concentragdo de acido oxalico (oxalato). D) Concentracdo de
acido succinico (succinato).

Figura 3: Corte histolégico do molusco Subulina octona. A) Glandula digestiva de
um molusco ndo infectado. Barra da escala = 100 um. B) Glandula digestiva de um
molusco infectado pelo trematddeo Paratanaisia bragai, onde estdo indicados acinos
(@), nucleo (n), lumen com presenca de material amorfo (ma), vacuolos (v), espacos
intraacinares (ei) e interacinares (ee). Barra da escala = 100 um. C) Massa
cefalopediosa de Subulina octona ndo infectada. Barra da escala = 100 um. D) Massa
cefalopediosa de um molusco infectado por Paratanaisia bragai com indicagdo dos
feixes de fibras musculares longitudinais (fl) e verticais (fv) e nucleos (n). Barra da
escala = 100 um. Coloracio: Acido Periddico-Schiff (PAS).
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Figura 1: Relacdo entre o tempo de infeccdo (em dias) de Subulina octona com
larvas de Paratanaisia bragai e o contedo de calcio A) na concha dos moluscos (mg
CaCO0a/g de cinza); B) na hemolinfa (mg/dL) do molusco hospedeiro.

Figura 2: Relacdo entre o tempo de infeccdo com Paratanaisia bragai e o
crescimento da concha de Subulina octona, expresso como comprimento de concha
(em cm).

Figura 3: Histoquimica para célcio em tecidos de Subulina octona
experimentalmente infectada com Paratanisia bragai. A) Seccdo de glandula
digestiva de molusco ndo infectado (controle), com marcacdo intensa (setas)
evidenciando a presenca de grande quantidade de calcio neste tecido; a — regido
acinar. Barra da escala = 50um. B) Regido da glandula digestiva de molusco
infectado aos 30 d.p.i., com intensa presenca de calcio nos tecidos do hospedeiro
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(setas) e nas larvas do parasito em desenvolvimento (L), com intensa desorganizacéo
da estrutura acinar. Barra da escala = 50um. C) Regido da glandula digestiva de
molusco infectado aos 30 d.p.i. com aumento significativo da quantidade de célcio
nos tecidos de forma difusa (setas), evidenciando o Iimen tubular (l), vacuolizagdo
(*), desorganizacdo da estrutura acinar e aumento da quantidade de material amorfo
intra acinar (ma). Barra da escala = 50um. D) Corte de parte da glandula digestiva
(DG) e de ovotestis de molusco infectado aos 30 d.p.i., neste ultimo observamos
gametas femininos (0) e masculinos (s) em desenvolvimento, porém sem a presenca
de depositos de calcio na regido da gonada. Barra da escala = 50um. Coloragédo: von
Kossa. Observacoes feitas em campo claro (A e B) e DIC (C e D).

CONSIDERACOES FINAIS

Figura 1: Mapa metabdlico de Subulina octona experimentalmente infectada por
Paratanaisia bragai durante 40 dias pds infeccdo com a indicacdo dos parametros
analisados no presente estudo. Em verde estdo em destaque 0s pardmetros que
apresentaram meédias globais aumentadas e em vermelho os que apresentaram
diminuig&o. Fonte: Autora.
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Tabela 2: Variagbes no comprimento de concha (expresso em cm) de Subulina 110
octona ao longo do desenvolvimento larval intramolusco de Paratanaisia bragai em
infeccdo experimental. Média + desvio-padrdo = X + DP.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil é considerado um dos paises com maior biodiversidade do mundo,
abrangendo cerca de 10% de todas as espécies conhecidas existentes no planeta, sendo a
diversidade ornitoldgica a terceira maior dentre todos os paises, atras da Coldémbia e do Peru
(LOPES, 2003; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2020). Dentre as atividades clandestinas no
Brasil, o trafico de animais ocupa a terceira posicéo, ficando atras apenas do trafico de drogas
e de armas (MENDES, 2018). Varios autores citam que 0s animais mais apreendidos no
comércio ilegal sdo as aves, devido a sua beleza, canto e comportamento décil ou de facil
manuseio, portanto, mais suscetiveis a domesticacdo (MENDES, 2018). A retirada, e
consequente insercéo, de aves em locais diferentes dos seus habitats de origem, pode levar a
disseminacdo de véarios patdgenos, que podem contaminar outros animais e até 0s seres
humanos, gerando grandes transtornos como pandemias e epidemias (CAVALCANTI;
NUNES, 2019).

Diversas espécies de aves realizam a migracdo, um fendmeno que pode contribuir para
que aves selvagens infectadas introduzam helmintos em novas &reas, 0 que representa um
grande risco de exposicdo a infec¢do para os hospedeiros nativos (HUFFMAN, 2008). Além
disso, aves selvagens infectadas representam perigo para a transmissdo as aves de companhia
durante o compartilhamento de alimentos (GOMES et al., 2005).

A avicultura industrial € um dos grandes pilares da economia brasileira que, com um
dos melhores indices mundiais, se tornou o segundo maior produtor e exportador de carne de
frangos do mundo. Na tentativa de diminuir a quantidade de residuos quimicos em uma
pelomundial por produtos orgénicos, ha um aumento do nimero de criagcbes de frango
colonial/caipira que podera resultar em um aumento dos problemas parasitarios (CARDOZO;
YAMAMURA, 2004).

Paratanaisia bragai (Santos, 1934) é um digenético que utiliza aves como hospedeiros
definitivos, apresentando baixa patogenicidade, o que pode ser observado quando ha uma
infeccdo média e a ndo verificacdo da reacdo inflamatoria, como observado por Pinto e
colaboradores (2004). No entanto, uma elevada carga parasitaria poderia ser responsavel pelo

desenvolvimento da monostomose renal que se caracteriza pela perda de peso das aves,



diarreia intermitente com sangue e muco, podendo até mesmo levar a morte (ARNIZAUT et
al.,1992), apesar disso ha significativo negligenciamento da doenca.

Algumas espécies de aves foram identificadas como hospedeiros definitivos deste
parasito, incluindo: Columba livia Gmelin, 1789 - pombo; Gallus gallus domesticus
(Linnaeus, 1758) - galinha doméstica; Columbina talpacoti (Temminck, 1810) - rolinha roxa;
Rhynchotus rufescens (Temminck, 1815) - perdiz ou perdigdo; Numida meleagris (Linnaeus,
1758) - galinha d’angola; Meleagris gallopavo Linnaeus, 1758 - peru; Lybius bidentatus
(Shaw, 1799) - barbetes; Phasianus colchicus Linnaeus, 1758 — faisdo; Ara ararauna
Linnaeus, 1758 — arara azul e amarela; Propyrrhura maracana (Vieillot, 1816) — ararinha
maracana e Pyrrhura leucotis (Kuhl, 1820) - tiriba-de-orelha-branca (MENEZES et al., 2001;
PINTO et al., 2004; BRENER et al., 2006; GOMES et al., 2005; ROTSTEIN et al., 2005;
LUPPI et al., 2007; TAVELA et al., 2014). As aves adquirem a infeccdo por P. bragai apds a
ingestdo de moluscos infectados contendo metacercarias (MENEZES et al., 2001).

Considerando o conceito de One Health onde um dos principais objetivos da salde
Unica é conectar esforcos de diferentes areas para trabalhar em sinergia na resolucdo de
problemas de satide humana, animal e ambiental (SHAN; KHAN, 2019). O estudo da relacédo
entre parasitos e seus hospedeiros é fundamental para a elaboracdo de estratégias de controle
parasitario, de satde animal e salde ambiental.

Maldonado (1945a) aponta o molusco terrestre Subulina octona (Bruguiére, 1789)
como hospedeiro intermediario, no qual o parasito evolui até o estagio infectante para as aves.
Estudos posteriores, verificaram que Leptinaria unilamellata (D’Orbigni, 1835) também atua
como hospedeiro intermediario desse parasito no Brasil (KELLER; ARAUJO, 1992).

Os hospedeiros intermediarios (moluscos) se infectam passivamente, pela ingestdo dos
ovos embrionados de P. bragai, que sdo eliminados juntamente com os produtos de excregéo
do hospedeiro definitivo (aves). Apos a eclosdo dos miracidios, duas geracfes de esporocistos,
estagios de intensa reproducdo assexuada, se desenvolverdo dentro do molusco, seguidos pelo
desenvolvimento das cercarias e metacercarias. O hospedeiro definitivo adquire a infecgédo
através da ingestdo dos moluscos infectados contendo metacercéarias (XAVIER, 2015).

Aspectos relacionados a biologia reprodutiva dos moluscos expostos a condicdo de

infeccdo podem ser alterados e estarem associados ao fendmeno da castracéo parasitaria que é
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definida como uma inibicdo total ou parcial da atividade reprodutiva do hospedeiro
(BAUDOIN, 1975). Tal fendbmeno € resultado de acdes fisicas ou fisioldgicas do parasito que
pode, direta ou indiretamente, comprometer o desenvolvimento gonadal do hospedeiro
(TUNHOLI-ALVES et al., 2011).

Um estudo publicado por Faro e colaboradores (2013) estudando o0s aspectos
reprodutivos na interface Biomphalaria glabrata (Say, 1818)/Schistosoma mansoni Sambon,
1917, observou o fendmeno da castragdo parasitaria como uma combinacdo de processos
diretos (destruicdo dos tecidos gonadais) e processos indiretos (inanicdo dos moluscos causada
pelo desenvolvimento dos estagios larvais intramolusco).

Tunholi-Alves e colaboradores (2011) verificaram uma reducdo continua dos
parametros reprodutivos de B. glabrata experimentalmente infectadas por Angiostrongylus
cantonensis (Chen, 1935), embora ndo tenha ocorrido a interrup¢do da atividade reprodutiva, o
fendmeno foi caracterizado como castracdo parasitaria parcial e indireta.

Brandolini e colaboradores (1997) estudaram a agdo do parasitismo por P. bragai sobre
a mortalidade, reproducéo, crescimento, concentracdo de calcio nas conchas e consumo de
oxigénio pelo molusco S. octona, verificando um aumento significativo na mortalidade dos
moluscos infectados, assim como alteracdes reprodutivas que sao caracteristicos do fenémeno
da castragdo parasitéria parcial e indireta, indicado atraves da avaliagdo da produgdo de ovos.
Também foram observadas diferencas significativas em relacdo ao peso das conchas e a
concentracdo de calcio dos moluscos infectados em comparacdo com 0s moluscos controle.

Posteriormente, 0s mesmos autores verificaram, através de estudos histologicos, a acao
mecanica de metacercarias de P. bragai sobre o ovotestis do molusco S. octona,
caracterizando a influéncia do parasito sobre a atividade reprodutiva como uma castracdo
parasitaria do tipo direta e nutricional, uma vez que houve uma acentuada destruicdo dos
acinos da glandula digestiva, rim e ovotestis de S. octona (BRANDOLINI; AMATO, 2006).

No entanto, alguns estudos mostraram um aumento da atividade reprodutiva do
hospedeiro como consequéncia da infeccdo por larvas de trematodeos digenéticos. Minchella
(1985) denominou esse fendbmeno de compensacdo da fecundidade, no qual os moluscos
infectados aumentam seus esforgos reprodutivos, minimizando perdas futuras que seriam

ocasionadas por estresse. Tunholi e colaboradores (2011), ao estudarem os efeitos da infecgédo
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experimental com diferentes cargas miracidiais (5 e 50) de Echinostoma paraensei (Lie &
Basch, 1967) em B. glabrata, observaram aumento da atividade reprodutiva dos moluscos
infectados e concluiram que a infeccdo induziu alteragdes significativas no perfil reprodutivo
observado, sugerindo que esse comportamento frente a infeccdo seria uma estratégia para a
manutencdo da espécie.

Dessa forma, ndo € possivel observar um padrdo, sugerindo que as variagGes
observadas nos aspectos reprodutivos de moluscos infectados sdo dependentes do modelo
utilizado e que, no caso dos trematddeos digeneticos, em geral, ha uma significativa
especificidade do parasito pelo molusco hospedeiro intermediario, portanto, cada parasito é
capaz de induzir alteracOes especificas em seus hospedeiros especificos.

Esclarecer os efeitos dessa relacdo parasito-hospedeiro, usando como modelo
experimental P. bragai — S. octona sob alguns aspectos reprodutivos e fisioldgicos sdo
objetivos do presente estudo. Além dos objetivos ligados diretamente a analise dos resultados
obtidos, objetiva-se indiretamente que o presente estudo incentive a realizacdo de trabalhos
que tenham como foco a avaliagdo de parametros relacionados a reproducéo, ao metabolismo,
a fisiologia e a histologia dos moluscos terrestres em condi¢des de estresse parasitario que sdo
notoriamente escassos.

O galactogénio, um polimero de D- e L-galactose, é encontrado na glandula de
albimem dos moluscos e possui grande relevancia para a reproducdo, pois € um importante
componente do fluido perivitelinico, que envolve o embrido e garante o fornecimento de
nutrientes para este durante o desenvolvimento no interior do ovo e no periodo apés a eclosao
(GOUDSMIT; ASHWELL, 1965), garantindo a sobrevivéncia e o desenvolvimento do
embrido e dos moluscos recém eclodidos. Com isso, alteraces nos conteudos de galactogénio,
refletirdo na viabilidade dos embrides em formagéo nos ovos (TUNHOLI-ALVES et al., 2011)
e na sobrevivéncia dos moluscos recém eclodidos.

Wisnivesk (2003) sugere que se avalie o papel do parasitismo na dinamica da
populacdo de hospedeiros, enfatizando a necessidade de se estudar tanto a populacdo de
hospedeiro como a populacdo de parasitos, pois as infecgdes parasitarias influenciam a

dindmica da populagdo dos hospedeiros, afetando pardmetros reprodutivos e de sobrevivéncia



da espécie, diminuindo a habilidade de competi¢cdo ou aumentando a vulnerabilidade para os
predadores, além de atuar nas interacdes intra e interespecificas dos parasitos co-ocorrentes.

As larvas dos trematddeos conquistam um novo nicho ecoldgico assim que conseguem
penetrar no primeiro hospedeiro intermediario. Esse novo ambiente € constituido
principalmente pela hemolinfa do molusco. Dessa forma, o parasito passa a competir por
nutrientes com o hospedeiro e, além disso, libera seus produtos de excrecdo/secrecao
diretamente na hemolinfa, gerando alteragcbes na constituicdo da mesma. Ainda, sob a agéo
destes produtos de secre¢do, a larva pode modular o sistema neuroenddcrino (SNE) e sistema
interno de defesa (SID) do molusco hospedeiro infectado (BECKER, 1980; BROCKELMAN
et al, 1976).

Segundo Tunholi e colaboradores (2011), a interacdo entre o hospedeiro intermediario
e 0s helmintos pode resultar em uma reducdo da taxa metabdlica dos moluscos hospedeiros,
gue comegam a usar suas reservas energéticas para manter suas fungdes vitais, assim como
para suprir as necessidades energéticas das larvas durante os estagios de desenvolvimento
intramolusco.

Entre as principais alteracbes metabdlicas frequentemente observadas, temos as
mudancas no metabolismo de carboidratos, especialmente nos gastropodes pulmonados, onde
a producdo de energia é mantida principalmente através do consumo de glicose (JOOSSE,
1988). Thompson e Lee (1986), verificaram que os niveis de glicose presentes na hemolinfa
dos moluscos sdo regulados através de mecanismos fisioldgicos integrados, que tem por
objetivo garantir que as variagfes ocorridas sejam compativeis com a manutencdo da vida do
molusco hospedeiro.

Uma das estratégias para manter a normoglicemia, é a mobilizacdo das reservas de
glicogénio localizadas principalmente na glandula digestiva (PINHEIRO et al., 2009) e no
tecido muscular (PINHEIRO; AMATO, 1994) dos moluscos.

Tambeéem podem ser utilizadas vias metabolicas alternativas na tentativa de normalizar
seu balanco energético fundamental para atender as suas necessidades vitais. As alteragdes nos
contetdos de carboidratos resultam em alteracdes nos estoques de proteinas e aminoacidos
livres na hemolinfa dos moluscos infectados e na aceleracdo do metabolismo anaerdbio
(BECKER, 1980).



A enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (D-desidrogenase lactica [LDH])
(EC1.1.1.27; EC1.1.1.28) catalisa a reacdo reversivel de oxidacdo do L- D-lactato a piruvato
com participa¢do do NAD™ como aceptor de hidrogénio (MOSS; HENDERSON, 1998). Dessa
forma, quando hd um aumento da atividade da LDH, podemos observar a predominancia do
metabolismo anaerdbio sobre o metabolismo aerdbio.

Outros indicadores dessa mudanca metabolica sdo os contetdos de algums &cidos
organicos relacionados as reacfes de oxidacBes bioldgicas, como o ciclo de Krebs, (&cido
oxalico, &cido succinico e acido piravico) ou que indicam a utilizacdo de uma via metabdlica
anaerdbia alternativa (acido latico) (TUNHOLI et al., 2013).

As proteinas também podem ser utilizadas como substratos energéticos alternativos,
produzindo intermediérios glicidicos a partir da gliconeogénese. No entanto, ao realizar a
desaminacdo dos aminoacidos, a concentracdo de amonia é aumentada na hemolinfa, sendo
necessario excretar uma maior quantidade de produtos nitrogenados (ureia e acido urico).
Moluscos terrestres sdo ureotélicos, porém com os niveis de amonia elevados, podem excretar
predominantemente acido Urico (MARTINS, 2018).

As transaminases (AST [EC 2.6.1.1] e ALT [EC 2.6.1.2]) sdo marcadores de danos
teciduais. Além disso, constituem um grupo de enzimas que catalisam a interconversdo dos
aminoacidos em a-cetodcidos através da transferéncia de grupos amino, ou seja, sdo
indispensaveis para a gliconeogénese, pois disponibilizam esqueletos carb6nicos para serem
utilizados nessa via alternativa (BONFIM et al., 2014).

A presente tese € dividida em quatro capitulos, com diferentes objetivos gerais e
especificos, mas que estdo integrados para compor o cenario de alteracBes causadas no
metabolismo geral e na reproducdo dos moluscos S. octona em decorréncia da infecgédo
experimental pelo digenético P. bragai.

O primeiro capitulo possui como objetivo geral verificar as alteragdes no perfil
reprodutivo dos moluscos da espécie S. octona submetidos a infeccdo experimental por P.
bragai. Dessa forma, tem-se como objetivos especificos a determinacdo do nimero de ovos
eclodidos/molusco e do nimero de ovos no trato reprodutivo/molusco, a quantificagcdo do
conteldo de galactogénio e a analise histopatoldgica dos tecidos gonadais (ovotestis) dos

moluscos.



Os capitulos seguintes, voltam-se a caracterizacao do perfil metabdlico dos moluscos
infectados por P. bragai. Portanto, o segundo capitulo teve como objetivo geral verificar as
alteracdes no metabolismo de carboidratos de S. octona experimentalmente infectada por P.
bragai, tendo como objetivos especificos verificar as alteracbes no conteudo de glicogénio
presente na glandula digestiva e na massa cefalopediosa dos moluscos infectados, verificar a
concentracdo de glicose e a atividade da enzima D- e L-lactato desidrogenase (EC1.1.1.27 e
EC1.1.1.28) (LDH) e as concentracGes de acidos organicos (acido oxalico, succinico, piravico
e latico) presentes na hemolinfa dos moluscos. Bem como, analisar através da histoquimica os
tecidos de reserva de carboidratos (glandula digestiva e da massa cefalopediosa).

Ja o terceiro capitulo tem por objetivo geral analisar as alteracbes no metabolismo de
produtos nitrogenados e aspectos fisioldgicos relacionados em moluscos da espécie S. octona
experimentalmente infectados por P. bragai. Para alcancar o objetivo geral, foram
determinados como objetivos especificos a analise do contetdo de proteinas totais, ureia e
acido Urico, assim como na atividade da _-aspartato:2-oxoglutarato aminotransferase
(E.C.2.6.1.1) (AST) e _-alanina:2-oxoglutarato aminotransferase (E.C.2.6.1.2) (ALT)
presentes na hemolinfa dos hospedeiros intermediarios.

O quarto capitulo teve por objetivo avaliar as alteragdes no conteldo de calcio e
crescimento da concha em decorréncia da infec¢do experimental por P. bragai em moluscos
da espécie S. octona. Como objetivos especificos para esse ultimo capitulo tem-se a anélise do
conteddo de célcio presente na concha e na hemolinfa dos moluscos relacionando-os com o

crescimento e metabolismo geral dos hospedeiros intermediarios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Paratanaisia bragai

2.1.1Classificagdo Taxondmica de Paratanaisia bragai

A sistematica dos platelmintos tem passado por diversas mudancas, pois ainda néo se
chegou a um consenso entre o0s pesquisadores. Dessa forma, dependendo do autor a
classificacdo pode variar.

Paratanaisia bragai foi inicialmente descrita como Tamerlanea bragai por Santos em
1934. Muitas mudancas ocorreram na classificacdo taxondmica desse parasito. Atualmente, a
classificacdo aceita para P. bragai foi proposta por Freitas em 1959 e revisada por Kanev e
colaboradores em 2002. Esse parasito pertence ao filo Platyhelminthes e estd inserido na
classe Trematoda, Rudolphi, 1808 e subclasse Digenea Carus, 1863.

Kanev e colaboradores (2002), realizaram uma revisdo da familia Eucotylidae e
incluiram as duas subfamilias Eucotylinae Skrjabin, 1924 e Tanaisiinae Freitas, 1951
(sinbnimo de Tanaisiinae Yamaguti, 1958) na chave taxonomica. Freitas (1951) dividiu
Eucotylidae, com base em caracteres especificos, como a presenca ou auséncia da musculatura
transversal cefélica e a formacdo dos cecos intestinais posteriormente fusionados ou nao.
Yamaguti (1958) considerou, assim como Freitas, a divisdo em duas subfamilias. Em
Tanaisiinae foram alocados os géneros Tanaisia Skrjabin, 1924, Paratanaisia que possui
como espécie tipo P. bragai (Santos, 1934) Freitas, 1959 e Tamerlania Skrjabin, 1924.

2.1.2 Morfologia geral dos Platyhelminthes com énfase em Paratanaisia bragai

De acordo com Rey (2008), os Platyhelminthes s&o vermes achatados
dorsoventralmente que apresentam simetria bilateral, 6rgéos sensitivos e de fixacdo na porcéo
anterior do corpo que nao possuem cavidade celomatica (Figura 1). Além disso, ndo contam
com sistema circulatério e nem respiratorio, porém possuem sistema digestorio incompleto,
quando presente, e excrecdo realizada por protonefrideos associados a células flama. A
maioria dos digenéticos é hermafrodita e isso possibilita a ocorréncia de autofecundacéo.
Possuem o tegumento como camada mais externa ao corpo, nos trematddeos esse tegumento
pode ou ndo conter espinhos, escamas, papilas ou cerdas que recobrem parcialmente ou
totalmente o seu corpo (REY, 2008).



Figura 1: Paratanaisia bragai. A) Adultos po6s-ovigeros. os: ventosa oral; ph: faringe; u:
utero; sr: receptaculo seminal; o: ovario; t: testiculo; vg: glandula vitelina; ic: ceco intestinal.
Barra: 200um. Fonte: D’Avila et al. (2017). B) Espécime de Paratanaisia bragai, recuperado
do rim de Meleagris gallopavo e processado. Barra: 0.2 mm. Fonte: Brener et al. (2006). C)
Ventosa oral de adultos pré-ovigeros. Barra: 50um. Fonte: D’Avila et al. (2017). D) Ventosa

oral dos adultos pos-ovigeros. Barra: 150um. Fonte: D’Avila et al. (2017).
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2.1.3 Estagios de desenvolvimento de Paratanaisia bragai

O ciclo biolégico de P. bragai possui o ovo, eliminado j& embrionado pelo verme
adulto, e diferentes estagios larvais, sendo eles: miracidio, esporocisto de primeira gerag&o;
esporocisto de segunda geracdo, cercaria, metacercaria e adulto (Figura 2).

De acordo com Maldonado (1945a) a casca do ovo de P. bragai € lisa, no entanto
Xavier (2015) verificou através da microscopia eletrénica de varredura que a casca do ovo é
lisa de aspecto porosa. Os ovos possuem casca espessa, castanha, alongada e ligeiramente
assimétrica, um opérculo na por¢ao anterior e uma pequena protuberancia na porcao posterior.
Apresentam, em média, 30um de comprimento por 15um de largura. O miracidio esta
totalmente desenvolvido e infectivo na oviposi¢do (MALDONADO, 1945a).

A eclosdo do miracidio ocorre na extremidade distal do estbmago do molusco. Esse
estadgio possui cerca de 30um de comprimento, piriforme, cilios distribuidos de maneira
uniforme, dando ao organismo um movimento suave que é acompanhado por contracdes
peristéalticas (MALDONADO, 1945a).

O miracidio atinge os tecidos do molusco ao atravessar o epitélio intestinal e, entdo
transforma-se em um esporocisto de primeira geracdo que aparece COMO UmMa mMmassa
arredondada de células germinativas, com nucleos bem marcados que inicialmente se
localizam junto a parede do intestino e a medida que evoluem, espalham-se entre os &cinos da
glandula digestiva (BRANDOLINI; AMATO, 2006). A producdo de novas bolas germinativas
continua por um tempo consideravel. No entanto, a capacidade germinativa depende em
grande parte das relac6es espaciais dentro do hospedeiro (MALDONADO, 1945a).

O desenvolvimento da segunda geracdo de esporocistos assemelha-se ao da maioria
dos trematddeos. As células germinativas podem se dividir e se separar repetidamente. As
bolas germinativas crescem por multiplicacdo celular. Oito a dez dias apds o surgimento, elas
saem do esporocisto de primeira geragdo. Por volta do décimo segundo dia, comeca a
diferenciacdo dessa massa em uma forma final (MALDONADO, 1945a). O esporocisto ndo
deve ser considerado apenas como um saco germinativo como proposto por Cable em (1971)
pois em trabalho realizado por Pinheiro e colaboradores (2011), esse estagio € descrito como
uma estrutura dindmica com intensos processos de absorcao e secrecdo, fundamentais para a

sobrevivéncia das larvas.
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As cercarias surgem através da proliferacdo das células germinativas dentro do
esporocisto de segunda geragcdo. Embora um esporocisto possa originar apenas uma cercaria, a
maioria dos esporocistos ird produzir varias cercarias em diferentes intervalos durante o
desenvolvimento. As primeiras cercarias totalmente desenvolvidas aparecem na quarta semana
de infeccdo. Seu corpo é cilindrico e afunilado posteriormente e coberto por uma cuticula fina
e rugosa (MALDONADO, 1945a). Brandolini e Amato (2006) verificaram que as cercérias
apresentavam movimentacdo bastante lenta quando ainda estavam no esporocisto de segunda
geracdo, porém quando liberadas, a movimentacao se tornava mais rapida e vigorosa, embora
por pouco tempo.

Decorridos 30 dias da infeccdo, as cercéarias que atingiram a maturidade encistam
dentro do esporocisto. O cisto formado é espesso, resistente e transparente, a estrutura é oval,
e mede cerca de 146um por 36um. Nas infeccdes antigas, as cercarias encistadas podem ser
encontradas em massas ainda circundadas por remanescentes do esporocisto de segunda
geracdo em desintegracdo, embora em muitos casos esse esporocisto desaparece
completamente (MALDONADO, 1945a). Assim, a metacercaria se constitui um estagio de
resisténcia e de dispersdo espacial e temporal. Xavier (2015), através da microscopia
eletronica de varredura dos cortes histologicos, visualizou detalhadamente a estrutura do cisto
das metacercérias de P. bragai, verificando a presenca de trés camadas com espessuras
diferentes na composi¢do do cisto, achados importantes para esclarecer a resisténcia das
metacercarias tanto a fatores intrinsecos quanto a fatores extrinsicos.

Quando sai do cisto, ja no hospedeiro definitivo, o parasito adquire o formato
caracteristico dos platelmintos (corpo achatado dorsoventralmente), medindo cerca de 360um
de comprimento. Em seu desenvolvimento até o estagio adulto, o revestimento do corpo torna-
se espesso e estriado e verifica-se a presenca de papilas, a cobertura do corpo é alterada e o
crescimento do parasito € intenso. Entre o décimo primeiro e o décimo quinto dia, o parasito
atinge a idade adulta. Desse momento do ciclo em diante, as mudancas morfoldgicas
consistem no aumento de todo o corpo e no acumulo gradual de ovos até que eles obscuregcam
praticamente todos os 6rgdos. A oviposi¢cdo comeca durante a quarta semana de infeccdo
(MALDONADO, 1945a). Keller e Aradjo (1992) observaram aos 25 dias pos infeccdo, o

inicio do aparecimento de ovos nos produtos de excrecdo de espécimes jovens de G. gallus
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domesticus, indicando que esse seria 0 periodo pré-patente de P. bragai no hospedeiro

definitivo.

2.1.4 Ciclo biologico de Paratanaisia bragai

Os ovos embrionados de P. bragai sdo eliminados juntamente aos produtos de
excrecdo das aves parasitadas. Os moluscos adquirem a infeccdo de forma passiva ao se
alimentarem desses ovos. Brandolini e Amato (2006) observaram a presenga do ovo de P.
bragai no trato digestivo de S. octona ap6s uma hora do contato inicial com 0s ovos.

Segundo Maldonado (1945a), no estbmago do molusco ocorre a eclosdo dos miracidios
e estes conseguem atravessar a parede do trato digestivo. Posteriormente, desenvolvem-se em
esporocistos de primeira geracdo que se localizam na parede do intestino. Conforme esse
estagio evolui, ele passa a ocupar outras estruturas do molusco, principalmente a glandula
digestiva.

Os esporocistos de primeira geracdo dao origem aos esporocistos de segunda geragéo
que foram observados por Brandolini e Amato (2006) na glandula digestiva e no rim do
molusco infectado.

Aos 32 dias de infeccdo, cercarias podem ser observadas na glandula digestiva, assim
como, metacercarias que podem ser visualizadas na massa visceral e nos &cinos da glandula
digestiva dos moluscos infectados por P. bragai (BRANDOLINI; AMATO, 2006).

As aves adquirem a infec¢do ao ingerir moluscos infectados com o trematodeo P.
bragai, no interior do hospedeiro definitivo ocorre o desencistamento da metacercaria e 0
desenvolvimento ao estagio adulto a liberacdo de ovos nos produtos de excre¢do ocorre entre
25 — 28 dias ap0s a ingestdo das metacercarias (MALDONADO, 1945a; KELLER; ARAUJO,
1992).

A figura 2 mostra como esse ciclo acontece com fotografias do ovo, de alguns dos
diferentes estagios larvais do parasito e dos hospedeiros (definitivo e intermediario) utilizados

nesse estudo.
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Figura 2: Ciclo bioldgico de Paratanaisia bragai. Fonte: Xavier (2015).
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A tabela 1, apresenta resumidamente os estagios larvais em desenvolvimento no
molusco em relacdo ao tempo de infec¢do observados por Brandolini e Amato (2006). Além

disso, os autores também verificaram a localizagao desses parasitos em desenvolvimento.

Tabela 1: Desenvolvimento larval de Paratanaisia bragai para as duas espécies de
hospedeiros intermediarios, Bradybaena similaris e Subulina octona (BRANDOLINI;
AMATO, 2006).

Estagio de Tempo apos o contato inicial Local
desenvolvimento com os ovos do parasito
Esporocisto 12 geracédo 6 — 10 dias Parede intestinal,

Acinos da glandula digestiva

Esporocisto 22 geracéo 15, 20, 25 dias Glandula digestiva/Rim
Cercaria 32 dias Glandula digestiva
Metacercaria 32 e 40 dias Glandula digestiva

2.2 Hospedeiros definitivos

O trematodeo P. bragai foi registrado na América do Sul, América Central, Oceania,
Europa e Asia (KELLER; ARAUJO, 1992; KUMAR et al., 2009). Diversos autores tém
reportado casos de P. bragai em diferentes espécies de aves na Costa Rica (ALFARO-
ALARCON et al., 2015); Porto Rico (ARNIZAUT et al., 1992); Reino Unido (UNWIN et al.,
2013).

No Brasil, os registros de aves parasitadas por P. bragai ocorreram nos Estados do
Parana (TARODA et al., 2013), Goias (CARNEIRO et al., 1975), Rio de Janeiro (SANTOS,
1934 apud PINTO et al., 2004; MENEZES et al., 2001), S&do Paulo (SANTI et al., 2018,
SANTI et al., 2017; SILVA et al., 2016) e Minas Gerais (TEODORO et al., 2018, TAVELA et
al., 2014) (Figura 3).
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No geral, as aves parasitadas sdo Columbiformes, Galliformes, Passeriformes,
Psittaciformes (SANTI et al., 2017) (Figura 4). Os relatos acerca da patogenicidade destes
trematddeos sdo controversos, variando de auséncia de sinais clinicos e alteragdes macro ou
microscopicas (GOMES et al., 2005), até graves alteracdes no sistema renal das aves
infectadas (MENEZES et al., 2001; XAVIER et al., 2015). De acordo com Gomes e
colaboradores (2005), o local da infec¢do, linhagem do parasito e do hospedeiro podem
determinar a gravidade das lesGes observadas nas aves parasitadas.

Estas caracteristicas da infeccdo por P. bragai aumentam a relevancia do estudo, em
detalhes, da relacdo parasito hospedeiro, uma vez que o fato de haver animais infectados,
portanto, eliminando ovos junto aos produtos de excrecdo e sem sinais clinicos, 0s tornam
transmissores assintomaticos, contribuindo para a dispersdo do parasito e aumento da
ocorréncia da doenca entre diversas espécies de aves. Considerando que o comércio de aves
vivas, se da com o transporte destas em veiculos abertos com distdncias consideraveis entre as
granjas e os locais de abate, somando, ainda, a este fator a intensa atividade de contrabando de
aves selvagens em nosso pais, alcangando cerca de 80% do total de animais contrabandeados
no Brasil, tornam a dispersdo de P. bragai complexa, ndo s6 no territério brasileiro, mas
também no exterior, com registros de aves infectadas na india, Reino Unido e outros paises,
(UNWIN et al., 2013, KUMAR et al., 2018).
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Figura 3: Distribuicdo de Paratanaisia bragai. Fonte: Xavier (2015).
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Figura 4: Hospedeiros definitivos de Paratanaisia bragai descritos na literatura. A) Columba
livia® ; B) Columbina talpacoti®; C) Gallus gallus domesticus®; D) Numida meleagris®; E)
Meleagris gallopavo®; F) Phasianus colchicus; G) Ara ararauna%; H) Propyrrhura

maracana"; |) Pyrrhura leucotis’; J) Rhynchotus rufescens’; K) Lybius bidentatus* ; L) Estrilda

astrild' .
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2.3 Hospedeiros intermediarios

Os trematodeos digenéticos necessitam de um molusco como seu hospedeiro
intermediério. Geralmente, a especificidade de trematodeos digenéticos para seu hospedeiro
intermediario molusco é elevada, havendo inclusive mecanismos quimotaxicos, como a
presenca de glicoconjugados no muco do molusco que sdo identificados pelos miracidios,
atraindo-os para o0s moluscos da espécie adequada para seu estabelecimento e
desenvolvimento larval intramolusco (BRANDOLINI, 2000).

Apesar desta referéncia a elevada especificidade na interacdo entre miracidios e
moluscos hospedeiros, no que tange a P. bragai, encontramos na literatura referéncias a
diferentes espécies de moluscos que atuam como hospedeiro intermediario para este
trematddeo. Keller e Aradjo (1992) realizaram a infeccdo experimental de S. octona,
Leptinaria unilamellata e Bradybaena similaris, com ovos de P. bragai, obtendo éxito apenas
nas infec¢Bes que utilizaram L. unilamellata como hospedeiro intermediario, evidencinado a
capacidade de P. bragai utilizar moluscos desta espécie, de forma bem-sucedida, como
hospedeiro em seu ciclo de vida. Tais autores, em 1993, reforcaram este papel de L.
unilamellata como hospedeiro de P. bragai (ARAUJO; KELLER, 1993). Brandolini e
colaboradores (1997) obtiveram sucesso na infeccdo de moluscos de ambas as espécies, L.
unilmaellata e S. octona, com ovos de P. bragai.

Pinto e colaboradores (2004), observaram a infeccdo natural de rolinha-roxa
(Columbina talpacoti), coletadas em area urbana do Rio de Janeiro, apontando como
hospedeiros intermediarios deste parasito, S. octona e L. unilamellata. Gomes e colaboradores
(2005) coletaram faisdes comuns (Phasianus colchicus) em onze diferentes localidades no
municipio do Rio de Janeiro, com prevaléncia de 22% de infeccdo com P. bragai, também
fazendo referéncia a L. unilmaellata como um hospedeiro intermediario para este parasito.

Poucos estudos foram encontrados acerca do relacionamento entre P. bragai e seu
hospedeiro intermediario molusco. Contudo, registros de aves nasturalmente ou
experimentalmente infectadas por este parasito, trazem referéncia a L. unilamellata e S. octona
como hospedeiros intermediarios efetivos para o estabelecimento e desenvolvimento do
parasito (BRANDOLINI; AMATO, 2006; UNWIN et al.,, 2013; TAVELA et al., 2014;

XAVIER et al., 2015).
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2.3.1 Classificagéo taxondmica de Subulina octona

Esses animais pertencem ao filo Mollusca Linnaeus, 1758 e a classe Gastropoda
Cuvier, 1797, a mais diversificada dentro deste filo e que possui os invertebrados melhor
adaptados frente a variacbes de pressdo da agua, salinidade, umidade e temperatura
(RUPPERT et al., 2005; BARBOSA, 1995). Sdo moluscos pulmonados (subclasse Pulmonata)
que fazem parte da ordem Stylomatophora e estdo alocados na familia Subulinidae Fischer &
Crosse, 1877. Esta familia possui trés espécies com importancia médica no Brasil, sdo elas: S.

octona, L. unilamellata e Rumina decollata Linnaeus, 1758.

2.3.2 Morfologia geral e ecologia de Subulina octona

Araujo e Bessa (1993), ao estudarem a anatomia de S. octona na tentativa de esclarecer
questdes relacionadas a classificacdo taxondmica dessa espécie, verificaram que a concha
desses animais é pequena (13x8mm) com a espira muito longa em decorréncia do nimero de
voltas (oito) (Figura 5). A abertura da concha possui forma ovalada sem dentes ou lamelas e
com o peristoma cortante.

Subulina octona é um molusco terrestre que pode ser encontrado parcialmente ou
totalmente enterrado (D’AVILA; BESSA, 2005), hermafrodita capaz de realizar
autofecundacdo, possui habito noturno e tem preferéncia por ambientes imidos e sombreados
como locais para repouso, alimentacdo, oviposicdo, estivacdo ou reducdo da atividade e
comportamento agregativo (DURCO et al., 2013). A alimentacdo €& composta
preferencialmente por vegetais que se fragmentam com facilidade, de vegetais em
decomposicéo e do proprio solo (D’AVILA; BESSA, 2005).

A reproducéo de S. octona ocorre durante todo o ano, preferencialmente na época das
chuvas (ALMEIDA; MOTA, 2011). A oviposicdo ocorre em fendas no solo ou na lateral dos
recipientes que os animais ocupam (BESSA; ARAUJO, 1995a). Os ovos sdo esféricos,
possuem coloracdo esbranquicada e medem aproximadamente 2mm x 1.6mm, devido a dois
achatamentos paralelos que possuem (ARAUJO; BESSA, 1993).
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Figura 5: Espécimes de Subulina octona. Fonte: Autora.
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Subulina octona estd amplamente distribuida, sendo encontrada na Europa, Africa,
Australia e Américas (SANTOS, 2012). No Brasil, essa espécie pode ser encontrada no Estado
do Amapa, Amazonas, Rondobnia, Par, Ceard, Bahia, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S&0
Paulo, Parana, Rio Grande do Sul (ARAUJO; BESSA, 1993) (Figura 6).

Dentre os moluscos que atuam como hospedeiros intermediarios de parasitos estudados
no Brasil, verificamos a presenca de S. octona como uma das espécies frequentemente
registradas abrigando infecgdes naturais que possuem importancia para a medicina humana e
medicina veterinaria (ARAUJO; BESSA, 1993).

Encontramos registros na literatura de S. octona atuando como hospedeiro
intermediario para Platynosomum illiciens (Braun, 1901) (Digenea, Dicrocoeliidae), um
importante parasito de gatos domésticos (MALDONADO, 1945b); Postharmostomum
gallinum Witenberg, 1923 (Digenea, Brachylaimidae), reconhecido parasito de aves
domeésticas (DUARTE, 1977); Davainea proglottina (Davaine, 1860) (Cestoda, Davaineidae)
identificado como parasito de aves domeésticas e pombos (VAN VOLKENBERG, 1937 apud
MALDONADO, 1945a); Aelurostrongylus abstrusus (Railliet, 1898) (Nematoda,
Angiostrongylidae) parasito de gatos; Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) 1905
(Nematoda, Angiostrongylidae), parasito de cdes domésticos e carnivoros silvestres (BESSA
et al., 2000) e A. cantonensis (Nematoda, Angiostrongylidae) parasito de ratos (CALDEIRA et
al., 2007). Além disso, esse molusco foi descrito por Maldonado em 1945a como hospedeiro
intermediario de P. bragai (Digenea, Eucotylidae).

A literatura encontrada referente a S. octona possui como principais focos: aspectos
conquilioldgicos, sinonimia, distribuicdo geogréafica, aspectos morfoldgicos, histolégicos e
comportamentais (BESSA; ARAUJO, 1995a; 1995b; ALMEIDA; MOTA, 2011; XAVIER,
2015). Além disso, foram realizadas pesquisas utilizando essa espécie como modelo para o
desenvolvimento de moluscicidas (FERREIRA et al.,, 2009; SOUZA et al., 2012;
NASCIMENTO et al.,, 2018a; NASCIMENTO et al., 2018b). Trabalhos com enfoque
parasitologico também vem sendo desenvolvidos (BRANDOLINI et al., 1997;
BRANDOLINI; AMATO, 2006; CALDEIRA et al., 2007). No entanto, verifica-se a caréncia

de publica¢bes que tenham como objetivo avaliar os efeitos da infeccdo por trematddeos
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digenéticos sobre a reproducao e fisiologia dos moluscos, principalmente terrestres, que atuam

como hospedeiros intermediarios.
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Figura 6: Distribuigdo geografica de Subulina octona. Os pontos amarelos indicam 0s
locais com registro do molusco. Fonte: Discover Life
https://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Subulina+octona
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2.3.3 Relacao molusco x trematddeo

Adema e Loker (1977) destacam que apesar da grande diversidade em espécies e da
complexidade dos ciclos biologicos dos trematodeos digenéticos, todos apresentam moluscos
como primeiro hospedeiro intermediario, sendo estes considerados indispensaveis para o
desenvolvimento ontogénico desses parasitos.

A fase inicial do desenvolvimento dos trematodeos digenéticos, envolve um intenso
processo de reproducdo assexuada para a producdo dos esporocistos de 12 e de 22 geragéo.
Neste sentido, a localizacdo na glandula digestiva do molusco € muito estratégica. Nesse sitio,
os parasitos dispdem de espaco fisico, suplementacdo de nutrientes, devido ao sistema
circulatorio semi-aberto, banhando assim toda a massa visceral do molusco e também por ser
considerado um sitio ndo-letal, suportando intenso processo de destruicdo dos A&cinos
glandulares (VAN WEEL, 1974; BRANDOLINI; AMATO, 2006).

Moluscos apresentam mecanismos especificos, celular e humoral, de defesa. O sucesso
do desenvolvimento de um trematédeo depende da estratégia que o helminto utiliza para
escapar desse sistema (LIMA et al., 2016) e da capacidade do parasito para utilizar nutrientes
do hospedeiro necessarios para o seu metabolismo (TUNHOLI-ALVES et al., 2014),
refletindo a coevolucdo entre o parasito e o hospedeiro intermediario.

A sobrevivéncia do trematddeo no molusco esta relacionada com a capacidade que o
helminto tem de incorporar antigenos do hospedeiro e ndo ser reconhecido como um corpo
estranho (BASCH, 1976) ou interferir no sistema de defesa interno do molusco (LIE, 1982).

2.3.4 Parametros fisiologicos

Nos ultimos anos, aspectos bioquimicos envolvendo a interacdo entre parasitos e seus
hospedeiros tém recebido maior atengdo. Neste sentido, varias investigagdes tém sido
realizadas na tentativa de caracterizar o perfil metabodlico e fisiol6gico do hospedeiro frente as
infeccdes por diferentes parasitos (PINHEIRO; AMATO, 1995; FARO et al., 2013; LIMA et
al., 2017). As infecgdes por trematddeos e nematoides resultam em alteragdes expressivas no

estado metabolico e fisioldgico de seus hospedeiros (BECKER, 1980).
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2.3.4.1 Alteracdes reprodutivas em moluscos infectados

O parasitismo pode exercer influéncia sobre a atividade reprodutiva do molusco. De
acordo com Baudoin (1975), as infecgfes em moluscos podem ocasionar a inibigcdo total ou
parcial da atividade reprodutiva, fendbmeno reconhecido como castracdo parasitaria total ou
parcial, respectivamente. Tal fenémeno é resultado de a¢des fisicas ou fisioldgicas do parasito.
Em ambos os casos, o parasito pode comprometer a gametogénese do hospedeiro, diretamente
por acdo mecanica ou indiretamente, através da drenagem de nutrientes da hemolinfa, de
alteracdes enddcrinas e da eliminacdo de produtos de excrecdo/secrecdo na hemolinfa. A
castracdo parasitaria pode ser frequentemente observada na associacdo entre moluscos e
trematodeos (FARO et al., 2013).

Ao estudar a influéncia da infeccdo pelo trematédeo digenético Eurytrema
coelomaticum (Giard et Billet, 1892) Looss, 1907 em Bradybaena similaris (Ferrusac, 1821),
Pinheiro e Amato (1995) observaram a castracdo parasitaria parcial dos moluscos. Segundo
esses autores, a diminuicdo da atividade reprodutiva ocorreu devido a competicdo por
nutrientes circulantes na hemolinfa do molusco entre o parasito e 0 molusco hospedeiro.

Faro e colaboradores (2013), observaram em Biomphalaria glabrata Say, 1818
experimentalmente infectada por Schistosoma mansoni Sambon, 1917 que a castracdo
parasitaria parcial foi resultante da combinacéo de atividades mecénicas do parasito no tecido
gonadal do molusco, principalmente no ovotestis, assim como por inanicdo dos caramujos
causada pela acdo parasitaria das larvas de desenvolvimento. Essa combinagdo de mecanismos
diretos e indiretos, segundo os autores, foram os agentes causadores da castracdo parasitaria
parcial.

No entanto, outro perfil reprodutivo no qual os moluscos aumentam o0s esforgcos
reprodutivos na tentativa de minimizar perdas futuras, pode ser observado. Minchella (1985),
denominou esse fendbmeno de compensacgéo da fecundidade.

Tunholi e colaboradores (2011) observaram que a infeccdo experimental de B. glabrata
com diferentes cargas parasitarias de E. paraensei (5 e 50 miracidios) provocou um aumento
significativo no esfor¢o reprodutivo nos moluscos infectados pelo trematddeo, independente
da carga parasitaria utilizada, indicando a existéncia de um mecanismo compensatorio do

molusco frente a situacdes de estresse.
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Dessa forma, nota-se que ndo ha um padrdo de alteracdo reprodutiva a ser seguido
pelos moluscos infectados por trematddeos, indicando que as variagBes observadas nos
aspectos reprodutivos de moluscos infectados sdo dependentes dos modelos utilizados, pois
cada parasito é capaz de induzir alteracdes especificas em seus hospedeiros, que por sua vez
responderdo a essas alteracbes de maneira igualmente especifica. Além disto, as alteracdes
reprodutivas sdo dependentes de carga parasitaria, da idade do hospedeiro, estado nutricional
do molusco, fatores abidticos, como a modulagdo da enzima UDP-galactose 4-epimerase pelo
fotoperiodo (van ELK; JOOSSE, 1981).

Os parametros frequentemente utilizados para caracterizar se ha aumento ou
diminuicdo da atividade reprodutiva dos moluscos sdo: nimero de ovos postos, nimero de
posturas, nimero de ovos/molusco, nimero de posturas/molusco, nimero de ovos/posturas,
nimero de ovos embrionados/molusco, numero de moluscos eclodidos/molusco,
sobrevivéncia dos jovens e conteudo de galactogénio, dentre outros (LIMA et al., 2017).

A disponibilidade de galactogénio possui efeito direto na viabilidade dos embrides em
desenvolvimento. Este polissacarideo é o principal constituinte do fluido perivitelinico e atua
como uma fonte energética para o embrido em desenvolvimento e para os moluscos recém
eclodidos (GOMOT et al., 1989), o local de reserva deste carboidrato no molusco € a glandula
de albimen (THOMPSON; LEE, 1986).

2.3.4.2 Metabolismo de carboidratos em moluscos infectados

Uma vez dentro do molusco que ira atuar como hospedeiro intermediario, as larvas de
trematddeos provocam mudancas no metabolismo do hospedeiro, pois passam a competir
diretamente por nutrientes e utiliza-los para o seu desenvolvimento larval, causando no
molusco um estado nutricional semelhante ao observado durante periodos de jejum severo
(PINHEIRO, 1996). Além disso, os parasitos também podem alterar a composi¢do da
hemolinfa, através da liberacdo de seus produtos de excrecdo/secrecdo (BECKER, 1980).

Os niveis de glicose sdo regulados através de mecanismos fisiologicos integrados na
tentativa de manter as variagOes glicidicas compativeis com a manutenc¢do da vida do molusco

em situacOes adversas, como infecgdes ou estresse (THOMPSON; LEE, 1986).
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Tunholi e colaboradores (2011), verificaram que a interacdo do hospedeiro
intermediario com os helmintos pode causar uma diminui¢do da atividade metabolica dos
moluscos hospedeiros, que passam a usar suas reservas metabolicas para manter as fungoes
vitais, assim como para suprir as necessidades energeticas das larvas durante seus estagios de
desenvolvimento.

Um mecanismo frequentemente usado pelos moluscos na tentativa de manter a
normoglicemia da hemolinfa é a utilizacdo de reservas glicidicas armazenadas sob a forma de
glicogénio. Essas reservas estdo localizadas na glandula digestiva e no tecido muscular do
molusco, preferencialmente (PINHEIRO et al., 2009; PINHEIRO; AMATO, 1994).

O glicogénio assume grande importancia na manutencdo do estado energético uma vez
que a partir da sua degradacdo ocorre a liberacdo de metabolitos que rapidamente podem ser
convertidos em glicose livre. Assim, a glicose disponivel na hemolinfa serd degradada para
promover a sintese de energia realizada em duas etapas. A primeira etapa € a glicélise, uma
via ancestral, portanto, nela se d& a degradacdo anaerdbia da glicose até a formacdo de
piruvato. Em condicdes aerdbicas, o piruvato sera transportado para o interior da mitocéndria
e convertido em Acetil CoA através da atuacdo do complexo piruvato desidrogenase (PDH),
sendo incorporado ao ciclo do &cido citrico (NELSON; COX, 2018).

Massa e colaboradores (2007), ao estudarem os efeitos da infecgdo por S. mansoni no
metabolismo de B. glabrata, verificaram que a transicdo do metabolismo aer6bio para o
anaerdbio altera a concentracdo de alguns &cidos organicos (&cido oxalico, piravico e
succinico), tanto na hemolinfa quanto na glandula digestiva. Outro parametro que indica essa
mudanca metabdlica é atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), responséavel por
reduzir o piruvato em &cido latico, garantindo a realizacdo do metabolismo anaerobio para

producdo de energia e reoxidacdo do NADH.

2.3.4.3. Metabolismo de proteinas

Os moluscos utilizam carboidratos como principal fonte energética para a manutencéo dos
processos metabolicos e reprodutivos. No entanto, quando expostos a condi¢des de stress,
como a estivacdo e o parasitismo por larvas de trematddeos, outros substratos podem ser

usados para a mesma finalidade (PINHEIRO et al., 2001). Como consequéncia da competicao
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pelas fontes glicidicas e na tentativa de manter o equilibrio homeostatico, reacoes
emergenciais podem ser observadas, tais como a utilizagdo de proteinas como substrato
energético.

Para serem utilizados como fonte energética, os aminoacidos sdo desmembrados em um
esqueleto carbdnico e um grupo NH.*. Porém, o efeito da utilizagdo do esqueleto carbdnico
de aminoacidos faz com que o molusco precise lidar com aumentos nos conteudos de ureia,
acido Urico e aménia, que sdo seus produtos nitrogenados de excrecdo (PINHEIRO et al.,
2009).

A aménia produzida neste processo pode ser destinada a formacédo de novos aminoacidos,
aminas bioldgicas e nucleotideos; ou ainda ser desviada para formacgdo de carbamoil fosfato e
entrar no ciclo da ornitina. Caso o grupamento NH4" seja enderecado para formacdo de
nucleotideos, esta sintese ocorre pela via das purinas, tendo como um dos seus produtos o
acido urico. Porém, se o destino for a formacdo de carbamoil fosfato, o grupamento
nitrogenado entra no ciclo da ornitina e é excretado na forma de ureia (NELSON; COX,
2011).

As aminotransferases sdo um grupo de enzimas que catalisam a interconversao dos
aminoacidos em o-cetoacidos através da transferéncia de grupos amina. Sendo assim, essas
enzimas possuem papel fundamental na gliconeogenese, pois haverd a producdo de
carboidratos através da utilizacdo do esqueleto carbdnico proveniente dos aminoacidos. Além

disso, as aminotransferases sdo indicadores de lesao tecidual (PINHEIRO et al., 2001).

2.3.4.4. Metabolismo de célcio

Gastropodes terrestres estocam grandes quantidades de sais de calcio, que sao
depositados principalmente, na concha e nos tecidos da glandula digestiva, permitindo uma
grande capacidade de mobilizacdo e intercAmbio de célcio entre estes dois sitios
(PASCHOAL; AMATO, 1996; MAGALHAES et al., 2011). Esse mineral apresenta
importancia singular para os moluscos, pois poucos animais tém sua ecologia tdo intimamente
ligada a um Unico elemento que, direta ou indiretamente, determina sua distribuicdo, resposta
a condicGes ambientais adversas, capacidade de estivacdo, estivacdo e cOpula, taxa de

crescimento e capacidade reprodutiva (BEEBY; RICHMOND, 2007). O processo reprodutivo
28



dos moluscos necessita de uma grande quantidade de célcio, principalmente para a formacgéo
da casca do ovo e da concha embrionaria (WILBUR; TOMPA, 1979).

Além disso, os moluscos utilizam carbonato de calcio para neutralizar produtos toxicos
resultantes da aceleracdo da via glicolitica, que possuem como produtos finais acidos
organicos, que ao serem liberados na hemolinfa, representam risco para 0 molusco a medida

que sdo capazes de gerar alteragdes consideraveis no pH da mesma (SILVA et al., 2019).

2.3.4.5 Mapa metabdlico

O mapa metabolico (Figura 7) elucida as vias metabodlicas utilizadas pelo molusco e
avaliadas no presente estudo.

Em condic¢Bes normais, a glicose segue através da glicélise para a formacdo de duas
moléculas de piruvato, que irdo para o ciclo de Krebs gerando energia e mantendo o balanco
redox. A glicose circulante pode ser estocada sob a forma de glicogénio através de um
processo conhecido como glicogénese. Ja em condicGes adversas, 0 piruvato produzido pela
glicdlise pode seguir através de uma via fermentativa, dessa forma, ocorre a conversdo de
piruvato em lactato pela enzima lactato desidrogenase. Além disso, caso a quantidade de
glicose circulante esteja reduzida, o glicogénio presente nos tecidos de reserva pode ser
quebrado para a liberagdo de mondmeros de glicose na tentativa de manter a homeostase,
processo conhecido como glicogendlise.

A gliconeogénese também pode ocorrer através do uso de proteinas como substrato
energético. Caso esse processo ocorra, havera o aumento da atividade das aminotransferases e
a producdo de maiores quantidades de amdnia, que pode seguir pela via das purinas ou ciclo

da ornitina produzindo &cido Urico e ureia, respectivamente.
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Figura 7: Mapa metabdlico de Subulina octona com a indicacdo dos parametros

analisados no presente estudo (em amarelo). Fonte: Autora.
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3 METODOLOGIA GERAL

3. 1 Obtencéo e criagdo de Subulina octona

Os moluscos foram obtidos atraves de coletas manuais realizadas nas proximidades do
Anexo Il do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Latitude: -22,7634; Longitude: -43,6882). Posteriormente, 0s
animais adultos coletados foram levados para o Laboratorio de Biofisica do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas (ICBS/UFRRJ). Esses moluscos foram acomodados em terrarios (20 cm
de comprimento x 12 cm de largura x 6 cm de altura), previamente cobertos por uma camada
de aproximadamente 2cm de terra vegetal esterilizada em estufa a 120 °C durante 1 hora e
umedecida com A&gua destilada. Foram formados dois terrarios com moluscos adultos
coletados no campo, em cada terrario foram alocados 50 moluscos (densidade de 0,035
moluscos/cm®).

Os moluscos foram alimentados ad libitum com folhas alface (Lactuca sativa L.)
frescas, e legumes frescos descascados e laminados (0,05 mm de expessura x 6 cm de
comprimento): cenoura (Daucus carota L.), pepino (Cucurbita pepo L.) e chuchu (Sechium
edule (Jacg.) Swartz, 1800). Além disso, a alimentacdo foi suplementada com racdo para
crescimento de aves peneirada (tendo a peneira 1 mm de malha) e enriquecida com carbonato
de calcio (CaCO0:s), na proporcao 3:1 (BESSA; ARAUJO, 1995) servida em fundos de copo
plastico de café (3,3 cm de diametro x 0,3 cm de altura).

A manutencdo dos terrarios foi feita duas vezes por semana, onde a alimentacdo
oferecida era trocada, os animais mortos eram removidos e os filhotes presentes nos terrarios
eram retirados e acomodados em novos terrarios (montados como descrito previamente) até
atingirem a atividade reprodutiva, confirmada pela observagdo da presenca de ovos através da
transparéncia da concha e com conchas de comprimento superior a 10 mm medidas em
paquimetro universal, com capacidade para 200mm e resolucé@o de 0,05mm (Marca Mitutoyo,
modelo 530-114BR). Somente ap0ds atingir esses parametros, os moluscos foram utilizados

nesse estudo.
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3.2 Obtencao dos ovos de Paratanaisia bragai

Pombos (Columba livia Gmelin, 1789) naturalmente infectados e coletados no
municipio de Seropédica, RJ, Brasil em 2018 (Latitude: 22° 44' 29" Sul, Longitude: 43° 42'
19" Oeste, Altitude: 36m) foram submetidos a exames de fezes, através do método de
sedimentacdo de Ritchie (DE CARLI, 1994), para verificacdo da infeccdo. Os pombos
infectados foram necropsiados para a retirada dos rins, que foram transferidos para placas de
Petri contendo solucgéo fisioldgica de cloreto de sddio (NaCl) 0,85%, onde permaneceram até
serem seccionados com uma lamina de bisturi, para a coleta dos parasitos dos ductos renais.
Apbs a seccdo, os helmintos adultos foram recuperados e transferidos para uma placa de Petri
contendo solucao fisiolégica 0,85%, e sob microscopio estereoscopico onde foram dilacerados
para obtencdo dos ovos (BRANDOLINI, 2000; XAVIER, 2015). Os ovos obtidos foram
transferidos para um vidro de relégio contendo &gua destilada onde foram mantidos até a
utilizacdo na infeccdo. Os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pela
Comisséo de Etica Sobre o Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Veterinaria (IV) da
UFRRJ (Processo n° 2225230617) (ANEXO).

3.3 Infeccdo experimental
Os moluscos selecionados para a infeccdo passaram por um periodo de privacdo
alimentar de 24 horas, seguida pela exposicéo aos ovos do trematddeo (Figura 1).

&
,' x Coleta Acomodagio Produgio Ecloséio Manutengéo Crescimento e Privagdo
| das em terrarios dos ovos dos dos filhotes maturidade alimentar por
“ matrizes filhotes sexual dos 24h

moluscos

Coleta Verificagio Necropsia Coleta dos Dissecagao Obtengao - N
das aves » dos ovos nas » dos ‘ parasitos » da cavidade » dos ovos Infecgiio

fezes pombos adultos uterina

Figura 1: Esquema para a obtengdo dos moluscos Subulina octona e dos ovos de Paratanaisia

bragai para a realizacdo da infeccdo experimental.
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Um total de 432 exemplares de S. octona foram expostos individualmente aos ovos do
parasito P. bragai em placas para cultura de células com 24 pocos (Tap®), em cada pogo foi
colocado um pedaco pequeno de chuchu e 20 ovos do parasito em 20ul &gua destilada (por
amostragem). Os moluscos permaneceram nessas condi¢fes durante 24 horas. Os grupos
controle, formados por 432 moluscos ndo expostos aos ovos do parasito, também foram
colocados em placas para cultura de células com 24 pogos (Tap®) contendo um pedaco de
chuchu e 20 ul de &gua destilada durante 24 horas.

Apds a exposicdo aos ovos do parasito, 0s moluscos passaram a ser designados como
“moluscos infectados” e foram divididos em 4 grupos contendo 100 animais cada de acordo
com a quantidade de dias pos infeccdo (10, 20, 30 e 40 dias pos infeccdo - d.p.i.). Foi formado
um grupo contendo 32 moluscos com o objetivo de substituir os moluscos mortos durante o
periodo de observacdo, mantendo a densidade populacional nos terrarios. Os moluscos
controle foram divididos seguindo os mesmos critérios. O estudo utilizou um total de 864
moluscos (n=864).

Apos a divisdo dos moluscos em oito grupos (4 grupos controle e 4 grupos infectados)
contendo 100 moluscos cada de acordo com os dias po6s infeccdo, esses animais foram
novamente divididos para a acomodacao nos terrarios. Dessa forma, cada terrario continha 50
moluscos (densidade populacional igual a 0,035 moluscos/cm®), 2cm de terra vegetal
esterilizada em estufa a 120 °C durante 1 hora e umedecida com &gua destilada durante o
periodo experimental (Figura 2).

Os grupos formados nesse item, foram utilizados para a obtencdo dos resultados
numéricos da biologia reprodutiva (nimero de ovos no trato reprodutivo, numero de moluscos
eclodidos), coleta de tecidos para a analise histolégica e histoquimica (ovotestis, glandula
digestiva e massa cefalopediosa), coleta de tecidos para a extracdo e quantificacdo de
carboidratos (glandula de albumen, massa cefalopediosa, glandula digestiva), coleta de

hemolinfa e coleta de conha.
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Figura 2: Esquema da divisdo dos moluscos Subulina octona em grupo controle (ndo
infectados — em vermelho) e infectados pelo trematddeo Paratanaisia bragai (verde), sua

divisdo em grupos e nos terrarios.

Estudos prévios foram realizados e serviram de base para a determinacdo da carga
parasitaria e da quantidade de moluscos necessaria para fornecer material bioldgico para a
realizacdo das analises propostas. Com base na analise dos resultados obtidos a partir dos
estudos prévios e nos resultados obtidos no estudo de Tunholi e colaboradores (2011) que
avalia o efeito de cargas miracidiais diferentes (5 e 50 miracidios) sob os aspectos
reprodutivos de Biomphalaria glabrata Say, 1818 infectada por Echinostoma paraensei Lie e
Basch, 1967, a carga parasitaria utilizada foi de 20 ovos de P. bragai por molusco, embora
Brandolini e Amato (2006) tenham obtido sucesso na infeccdo usando uma carga parasitaria

de 5 ovos por molusco.
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CAPITULO |

AVALIACAO DO PERFIL REPRODUTIVO DE SUBULINA
OCTONA (GASTROPODA, SUBULINIDAE) EXPERIMENTALMENTE INFECTADA
POR PARATANAISIA BRAGAI (DIGENEA, EUCOTYLIDAE)
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RESUMO

A infeccdo por trematddeos digenéticos pode causar alteracdes na atividade reprodutiva dos
moluscos que atuam como hospedeiros intermediarios. Porém, estas alteracdes variam
conforme os seguintes parametros: as especies de moluscos e de parasito envolvidas, idade do
hospedeiro, carga parasitaria infectante, fatores abioticos e bidticos. O objetivo foi verificar as
alteracbes reprodutivas em Subulina octona apds a infecgdo por Paratanaisia bragai. Os
moluscos infectados foram expostos individualmente durante 24 horas a 20 ovos do parasito e
quatro grupos foram formados (10, 20, 30 e 40 dias pés infeccdo — d.p.i.), grupos controle
contendo moluscos ndo infectados também foram formados. A cada 10 dias, o nimero de ovos
no trato reprodutivo, o nimero de filhotes eclodidos, o conteudo de galactogénio e as
alteracdes histopatologicas foram avaliadas. Aos 10 e 40 d.p.i., foram observadas reducdes
significativas do numero de ovos no trato reprodutivo por molusco nos moluscos infectados
(3,11 £ 0,20; 4,95 £ 0,12, respectivamente) em relagcdo ao controle (4,78 £ 0,12; 5,22 £ 0,07,
respectivamente). Em relacdo ao nimero de moluscos eclodidos por molusco, houve uma
reducdo significativa aos 40 d.p.i. nos moluscos infectados (0,80 + 0,01) em relacdo ao
controle (1,2 = 0,01). Aumentos significativos foram observados no conteido de galactogénio
aos 20 e 30 d.p.i, porém aos 40 d.p.i. verificou-se uma reducdo significativa nos moluscos
infecados (79,60 = 0,31; 93,55 = 0,62 e 74,12 = 0,29, respectivamente) em relacdo aos
moluscos controle (67,59 + 2,54; 79,23 £ 1,86 e 79,78 + 0,60, respectivamente). A analise da
regressdo polinomial de terceira ordem mostrou oscilag@es entre os intervalos analisados e, ao
sobrepor essas curvas, verificou-se um comportamento inverso na comparagao dos parametros
estudados. Em relacdo a quantidade de galactogénio, os moluscos controle e infectados
seguem padrdes semelhantes de variagdo. A andlise histoldgica evidenciou a presenca de
gametas masculinos e femininos, porém com acentuada reducdo no nimero de odcitos. Os
resultados obtidos evidenciaram que a biologia reprodutiva do hospedeiro foi afetada pelo

desenvolvimento intramolusco do parasito.

Palavras-chave: trematddeo digenético, relacdo parasito-hospedeiro, padrdes reprodutivos.
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ABSTRACT

Digenetic trematode are responsable for changes in the reproductive profile of snails, which
are intermediate hosts. However, these changes vary according to the species of snail and
parasite involved, age of the host, infective parasite load, abiotic and biotic factors. Our aim
was verify the reproductive alterations in Subulina octona after infection by Paratanaisia
bragai. The infected snails were individually exposed for 24 hours to 20 parasite eggs and four
groups were formed (10, 20, 30 and 40 d.p.i. — days post infection), along with control groups.
Reproductive features such as the number of eggs in the reproductive tract, number of eggs
hatched, galactogen content and histopathological changes were evaluated every 10 days. The
regression analysis of the reproductive parameters indicated the inversion of the observed
patterns for the number of eggs per snail and of eggs hatched during the experimental period
between the control and infected snails, reaching maximum reductions of 10.94% and 33.3%,
respectively. However, in relation to the amount of galactogen, the two groups followed the
same pattern of variation, being 17.77% and 18.07% higher than in the control snails at 20 and
30 d.p.i., respectively. In the histology, we observed the presence of male and female gametes
with marked reduction in the number of oocytes. The results showed that the intra-snail

development of the parasite affects the reproductive biology of the host.

Key words: digenetic trematode; host-parasite relationship; reproductive patterns.
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1 INTRODUCAO

Paratanaisia bragai (Santos, 1934) é um trematodeo digenético com ciclo de vida
heteroxeno, que possui moluscos atuando como hospedeiros intermediarios e aves domésticas
e silvestres como hospedeiros definitivos. A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre através
da ingestdo de moluscos contendo as metacercarias, que se desenvolvem até o estagio adulto
nos ductos renais das aves (SANTI et al., 2017). Ao parasitar as aves, P. bragai pode causar
sintomas macro e microscopicos (XAVIER et al., 2015). Moluscos adquirem a infecgdo
através da ingestdo dos ovos liberados nos produtos de excrecdo das aves infectadas.

A presenca desse trematodeo foi registrada na América do Sul, América Central,
Oceania e Asia (KELLER; ARAUJO, 1992; KUMAR et al., 2009). Muitos autores tém
registrado a presenca de espécies de Paratanaisia em diferentes aves na india (MOUDGIL et
al., 2017; MALIK et al., 2016; BORAH et al., 2009), Costa Rica (ALFARO-ALARCON et
al., 2015), Egito (ABDO; SULTAN, 2013) e Reino Unido (UNWIN et al., 2013).

No Brasil, foram encontrados registros da ocorréncia de Paratanaisia spp. em Vvarios
estados, como o Parana (TARODA et al., 2013), Sdo Paulo (SANTI et al., 2018; SANTI et al.,
2017; SILVA et al., 2016; LUPPI et al., 2007) e Minas Gerais (TEODORO et al., 2018;
TAVELA et al., 2014). A maioria desses registros envolvem aves que receberam cuidados em
hospitais veterinarios, zooldgicos ou triagem de animais selvagens e centros de conservacao.
Esses registros mostram a frequéncia elevada de aves de diferentes espécies infectadas com P.
bragai, e os registros de infeccdo sdo feitos, geralmente, em decorréncia de patologias
surgidas com evidentes sinais clinicos ou em exames post mortem. Gomes e colaboradores
(2005) evidenciaram frequéncia de infeccdo de 22% em faisdes coletados em diferentes
localidades no Rio de Janeiro, RJ. Considerando o hébito de criacdo de aves domésticas, sejam
como animais de companhia ou como criagdes de subsisténcia, a grande dispersdo de pombos
em nossas cidades, o elevado indice de contrabando de aves, sobretudo selvagens, fica
evidente a destacada importancia veterinaria dos trematddeos do género Paratanaisia para a
vida selvagem e sua conservacao.

Adicionalmente, a taxonomia do género Paratanaisia (Santos, 1934) Freitas, 1959 tem

sido objeto de muitas investigacbes desde a sua descricdo. Até o momento, 0 género
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Paratanaisia esta classificado na familia Eucotilydae Cohn, 1904 e subfamilia Tanaisiinae
Freitas, 1951 (KANEV et al., 2002). No entanto, ainda existe a necessidade de uma revisdo
sistematica onde dados moleculares e descri¢do de estruturas morfolégicas possam delinear
melhor as espécies de Eucotilydae, e melhor caracterizar P. bragai (SANTI et al., 2018).
Devido a ampla distribuicdo geografica deste trematddeo, é importante entender as
caracteristicas inerentes a relagdo entre o parasito e 0s moluscos que atuam como hospedeiros
intermediarios. 1sso permitira esclarecer a dindmica ecoldgica e populacional de P. bragai.

O ciclo bioldgico deste parasito foi estudado por Maldonado (1945), Keller e Aradjo
(1992) e Brandolini e Amato (2006), indicando os moluscos terrestres Subulina octona
(Bruguiére, 1789) e Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835) como hospedeiros
intermediarios no Brasil. Essas espécies de moluscos pertencem a familia Subulinidae e sdo
encontrados em ambientes umidos e sombreados, como jardins e hortas (ARAUJO; BESSA,
1993). Sdo animais hermafroditas e considerados pragas agricolas (BOFFI, 1979).

Um importante aspecto que confere notoriedade a S. octona é o seu envolvimento
como hospedeiro intermediario no ciclo bioldgico de parasitos que possuem relevancia médica
e veterinaria (DURCO et al., 2013). Ferreira e Almeida (2003) indicaram esse molusco como
hospedeiro intermediario do trematédeo Platynosomum fastosum — sin P. concinnum (Bielsa
& Greiner, 1985), considerado o parasito hepatico mais importante em gatos domésticos. Em
adicdo, esse molusco também pode atuar como hospedeiro intermediario do nematoide
Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935), o agente etioldgico da angiostrongiliase neural,
uma zoonose com importancia médica e veterinaria, que possui roedores como hospedeiros
definitivos. Além disso, humanos podem adquirir a doenca através da ingestdo de hospedeiros
intermediarios ou paraténicos infectados contendo larvas de terceiro estagio (L3) (WANG et
al., 2008; CALDEIRA et al., 2007).

InfeccOes por larvas de trematddeos podem alterar a atividade reprodutiva dos
moluscos hospedeiros. Essas mudangas sdo frequentemente determinadas através da
observagdo de parametros relacionados a oviposicdo e viabilidade dos ovos postos
(TUNHOLI-ALVES et al., 2011). Associados a esses parametros, outros indicadores também

podem ser avaliados para compreender melhor essas mudancas, como, por exemplo, a anélise
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do conteudo de galactogénio e a analise de possiveis alteracfes histopatologicas nos tecidos
gonadais do molusco (BRANDOLINI, 2000).

Galactogénio é um homopolimero de galactose, sintetizado na glandula de albdmen,
como parte constituinte do fluido perivitelinico, o qual é depositado dentro dos ovos em
formacdo para nutrir os embrides durante o seu desenvolvimento e 0s moluscos recém
eclodidos (GOMOT et al., 1989).

Tunholi e colaboradores (2011) verificaram a compensacdo da fecundidade em
Biomphalaria glabrata Say, 1818 experimentalmente infectada com doses de 5 e 50
miracidios de Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967), conforme fenbmeno caracterizado
por Minchela (1985). De acordo com este autor, o animal infectado pode aumentar os seus
esforcos reprodutivos para compensar perdas futuras.

No entanto, a infeccdo por trematddeos pode diminuir a atividade reprodutiva dos
moluscos, como observado por Pinheiro e Amato (1995) ao avaliar os efeitos da infeccdo por
Eurytrema coelomaticum (Giard e Billet, 1892) Looss, 1907 em Bradybaena similaris
(Férussac, 1821), onde o fendbmeno da castracdo parasitaria relatado por Baudoin (1975) foi
observado. De acordo com esse autor, 0 molusco pode sofrer a total ou parcial reducdo da
atividade reprodutiva, resultante de uma acdo mecanica direta do parasito nas estruturas
reprodutivas ou de acdo indireta associada com a diminuicdo das reservas energéticas do
molusco e alteracfes neuroenddcrinas.

As mudancas na atividade reprodutiva de moluscos frente a infecgdes por larvas de
trematodeos digenéticos tém sido amplamente estudadas, principalmente em moluscos
aquaticos pertencentes a familia Planorbidae (CREWS; YOSHINO, 1990; TUNHOLI et al.,
2011; FARO et al., 2013). No entanto, h& escassez de dados na literatura sobre as respostas
acerca da fisiologia reprodutiva de moluscos terrestres em decorréncia da infeccdo por larvas
de trematddeos (PINHEIRO; AMATO, 1995).

AlteragGes reprodutivas podem ser influenciadas por fatores bioticos e abidticos, tais
como a nutricdo, densidade populacional, idade do molusco, intensidade da infec¢do do
parasito, isolado do parasito e do molusco, umidade, temperatura, fotoperiodo (SANDLAND;
MINCHELLA, 2003; TUNHOLI et al., 2011, BRANDOLINI; GOMES, 2002).
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Considerando a importancia de analisar os aspectos reprodutivos de moluscos
infectados para entender a dindmica da interacdo parasito-hospedeiro, o objetivo desse estudo
foi verificar as alteragOes reprodutivas causadas pelo parasitismo por P. bragai no molusco
terrestre S. octona através da avaliacdo dos parametros reprodutivos (nUmero de ovos
eclodidos/molusco e numero de ovos no trato reprodutivo/molusco), quantificagdo do

contetido de galactogénio e analise histopatolégica dos moluscos.
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2 MATERIAL E METODOS
A obtencdo dos moluscos aptos para a infeccdo e dos ovos do parasito foi realizada
como descrito previamente no item 3 Metodologia Geral, encontrada na pagina 31.

2.1 Coleta e processamento das amostras

Os moluscos foram acompanhados durante 40 dias apo6s a infecgdo. A cada 10 dias, foi
realizada a contagem do numero de filhotes e do numero de ovos em formagdo no trato
reprodutivo dos moluscos. Finalizada a contagem, os moluscos foram dissecados, sem
anestesia para a coleta das glandulas de albimen sob banho de gelo, as quais foram pesadas
em balanca digital analitica (Bel®), identificadas e armazenadas em microtubo eppendorf a -
20°C para posterior analise do contetido de galactogénio. O contetdo de galactogénio presente
na glandula de albumen foi determinado de acordo com Pinheiro e Gomes (1994) e Sumner
(1924) e os resultados foram expressos em mg galactose/g tecido, peso fresco.

Aos 10, 20, 30 e 40 dias pos infecgdo, trés moluscos de cada grupo (infectado e
controle) foram dissecados e colocados no fixador Duboscg-Brasil modificado (etanol 80°GL
— 600 ml + formalina comercial — 250 ml + acido acético glacial — 150 ml) (FERNANDES,
1949) durante 48h para a realizacdo da andlise histoldgica e, posteriormente transferidos para
alcool 70%, onde foram mantidos até o processamento. O processamento foi realizado pela
técnica histoldgica de rotina (TOLOSA et al., 2003) no Laborat6rio de Técnicas Histoldgicas
do Departamento de Biologia Animal da UFRRJ. Cortes seriados com 5um de espessura
foram obtidos. O material foi corado com tricromico de Gomori. O material foi observado sob
0 microscépio Olympus BX51®, e as imagens foram capturadas com o software Olympus
CellSens Standard (CS-ST-V1, CellSens Standard, v.1.00) ®.

2.2 Analise estatistica

Os resultados numéricos da analise reprodutiva foram expressos como média * erro
padrdo da média e o grupo controle foi comparado com o grupo infectado através do teste t
para dados ndo pareados (0=5%). A relacdo entre o tempo de infeccdo e os parametros
reprodutivos foi determinada pela analise de regressao polinomial de terceira ordem (InStat,

GraphPad, V.4.00, Prisma, GraphPad, v.3.02, Prisma Inc.)
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3 RESULTADOS

A média total do nimero de ovos observados no trato reprodutivo por molusco durante
o periodo experimental foi de 18,64 para o grupo controle e 16,66 para o grupo infectado,
representando uma reducéo de 10,62% nesse parametro como consequéncia da infeccdo.

Dez dias ap0s a infec¢do, os moluscos infectados (3,11 £ 0,20) mostraram uma reducéo
significativa em 34,94% no namero de ovos observados no trato reprodutivo em comparagao
com o grupo controle (4,78 + 0,12). Aos 20 d.p.i., 0 oposto foi observado, houve um aumento
em 5,6% desse parametro nos moluscos infectados (4,34 + 0,15) em relacdo aos moluscos
controle (4,11 £ 0,16). A partir desse ponto, o0 numero de ovos diminuiu novamente em 5,96%
decorridos 30 d.p.i. (4,26 + 0,17) e 5,17% ap6s 40 d.p.i. (4,95 + 0,12), respectivamente,
comparado ao grupo controle avaliado no mesmo periodo (4,53 + 0,16; 5,22 + 0,07). Reducéo
significativa foi observada no grupo infectado ap6s 40 dias pos infeccdo em comparagdo ao
grupo controle (Tabela 1).

Reducdes foram observadas em 10,07%, 30,48% e 33,33% no numero de moluscos
eclodidos/molusco quando analisamos os animais infectados aos 10 d.p.i. (2,50 £ 0,27), 20
d.p.i (1,3 £0,24) e 40 d.p.i. (0,80 = 0,01), comparado com 0s grupos controle analisados no
mesmo periodo (2,78 + 0,24, 1,87 + 0,34 e 1,2 + 0,01, respectivamente). Apenas 0s moluscos
analisados ap6s 40 dias de exposicdo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle. No entanto, um aumento de 12,04% foi observado nos moluscos infectados
aos 30 d.p.i. (3,07 £ 0,84) quando comparados aos moluscos controle (2,74 + 1,35) (Tabela 1).

O mesmo padrdo oscilatério foi observado em ambos 0s grupos quando realizada a
analise da relacdo entre o nimero de moluscos eclodidos e o tempo de infecgcdo (controle e
infectado), apresentando uma relagdo negativa entre esses parametros. A relacdo entre esses
parametros para moluscos infectados (r?=0,49) nio foi significativa, porém foi verificada uma

forte relacio para os moluscos controle (r?=0,91) (Figura 1A).
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Tabela 1: Efeitos da infeccdo experimental por Paratanaisia bragai sobre os parametros
reprodutivos, expressos em média £ erro padrdo da média (£ £ EPM), do molusco Subulina
octona, seu hospedeiro intermediario, ao longo de 40 dias pos infec¢do (d.p.i.).

'ITempoNde Ovos no trato Moluscos eclodidos/molusco Galactogénio
infeccdo repro@tlvo/molusco T + EPM (mg de galactose_/g de tecido, peso fresco)
(d.p.i.) X +EPM - X + EPM
Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
10 4,78+0,128 3,11 +0,20° 2,78 +0,242 250+0,27% 65,34 +3,84% 63,65+ 1,522
20 411+0,162 4,34+0,15° 1,87 +£0,34°2 1,3+£0,24% 67,59 + 2,542 79,60 £ 0,31°
30 453+0,16% 4,26+0,172 2,74+135% 3,07+0,84% 79,23 +1,86° 93,55+ 0,62°
40 522 +0,07% 4,95+0,12° 1,2+0,012 0,80+0,01° 79,78 + 0,602 74,12 +0,29°
¥ das médias 18,64 16,66 8,59 7,67 291,94 310,92
Média final 4,66 417 2,15 1,92 72,99 77,73

ab Médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes, diferem entre si ao nivel de significancia de, no
minimo, 5%,com diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo infectado.

A andlise da regressdo polinomial mostrou um padrdo reprodutivo alternante nos
moluscos controle, onde periodos de alta producdo de ovos foram seguidos por periodos de
baixa producdo de ovos, com uma forte relacdo positiva entre os parametros analisados. Essas
analises indicam uma inversao no padrdo reprodutivo de S. octona, resultando em uma relacdo
negativa entre os parametros analisados, onde os moluscos comegam com uma baixa producao
de ovos, até 0 20° d.p.i., seguida de um investimento reprodutivo (Figura 1B).

Uma reducdo em 2,59% do contetdo de galactogénio na glandula de albdmen dos
animais infectados decorridos 10 d.p.i. (63,65 + 1,52) foi observada em comparagcdo com 0
grupo controle (65,34 + 3,84). Apos 20 d.p.i. e 30 d.p.i, aumentos significativos em 17,77% e
18,07% foram observados nos moluscos infectados (79,60 = 0,31 e 9355 + 0,62,
respectivamente) em relacdo aos grupos controle (67,59 = 254 e 79,23 + 1,86,
respectivamente). No entanto, aos 40 d.p.i. o conteddo de galactogénio nos moluscos
infectados (74,12 + 0,29) mostraram uma diminui¢do significativa em 7,09% comparado ao
controle (79,78 + 0,60) (Tabela 1).

A andlise de regressdo mostrou uma forte relagdo positiva em ambos os grupos. Aos 20

d.p.i., o contetdo de galactogénio estava elevado nos moluscos infectados, porém aos 30 d.p.i.
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foi observado um declinio. No entanto, os dois grupos (controle e infectado) apresentaram, o
mesmo padréo de variagdo no contetdo de galactogénio (Figura 1C).

A anélise histoldgica, observamos que nos moluscos ndo infectados a atividade
reprodutiva foi preservada, com gametogénese ativa e a presenca de gametas masculinos e
femininos em diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 2A). No entanto, como resultado
da infeccdo em P. bragai uma reducdo foi observada no nimero de odcitos presentes no
ovotestis aos 30 d.p.i. (Figura 2B). Os o0citos observados nos moluscos infectados

apresentavam citoplasma irregular e granuloso e nicleos em processo de apoptose.
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Figura 1: Relacdo entre parametros reprodutivos em Subulina octona e o tempo de
infeccdo com Paratanaisia bragai, durante 40 dias pos infeccdo (d.p.i.). A) Numero
de ovos observados no trato reprodutivo, B) Numero de moluscos eclodidos por

moluscos e C) Contetido de galactogénio.
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Figura 2: Corte histologico do tecido gonadal do molusco Subulina octona. A) Corte de um
molusco ndo infectado, mostrando numerosos gametas masculinos (gm) em diferentes estagios
de maturacdo em um od6cito (0). Barra da escala = 100 um. B) Corte de um molusco
experimentalmente infectado pelo trematédeo Paratanaisia bragai aos 40 dias p6s infecgdo
(d.p.i.) mostrando numerosos gametas masculinos (gm) em diferentes estagios de maturacao e
dois odcitos (0) com citoplasma granular e nicleo (na) em processo apoptético. Barra da

escala = 100 um. Coloracdo: tricromico de Gomori.
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4 DISCUSSAO

O primeiro a observar que S. octona é capaz de atuar experimentalmente como
hospedeiro de P. bragai foi Maldonado (1945). Porém, Keller e Araujo (1992) afirmaram que
esse trematddeo digenético ndo obteve sucesso na infeccdo experimental em S. octona. Apos
cinco anos, Brandolini e colaboradores (1997) mostraram que S. octona atua como hospedeiro
intermediario de P. bragai em condi¢des experimentais e avaliaram o efeito do parasitismo
sobre aspectos reprodutivos e biologicos. No entanto, no presente estudo, os resultados
encontrados previamente foram complementados. Alteracdes reprodutivas foram associadas as
alteracbes metabolicas no hospedeiro durante o periodo pré-patente do desenvolvimento do
parasito.

O ndmero total de ovos observados no trato reprodutivo dos moluscos foi reduzido
como resultado da infeccdo embora haja disponibilidade de galactogénio. Isso é evidente, a
partir da anélise de regressdo polinomial, que revelou a inversdo do padrdo oscilatério na
producdo de ovos, deixando de ser uma relacdo positiva, evidenciando que os moluscos
infectados iniciaram sua atividade reprodutiva com menor investimento, seguido de um
aumento na producdo de ovos em relacdo aos moluscos ndo infectados. Sullivan e
colaboradores (1985) observaram um fendmeno similar em outros sistemas parasito-
hospedeiro, chamado de compensacdo de fecundidade. No presente estudo, apenas
observamos essa compensacao aos 20 d.p.i. quando, entdo, o nimero de ovos produzidos foi
ligeiramente maior (5,6%) no grupo de moluscos infectados.

Notavelmente, este aumento aos 20 d.p.i. nos moluscos infectados ndo se traduziu em
aumento no sucesso reprodutivo, uma vez que o numero de ovos eclodidos foi menor que o
dos moluscos controle, embora tenha havido um maior investimento energético no processo
reprodutivo, com um aumento de aproximadamente 18% no conteldo de galactogénio nos
moluscos infectados.

Apesar do menor investimento inicial, evidenciado pela reversdo do padrao oscilatério
na producdo de ovos, os moluscos infectados ndo conseguiram manter um padrdo semelhante

ao observado nos moluscos controle em sua biologia reprodutiva. A eclodibilidade manteve o
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mesmo padrdo em ambos 0s grupos, porém os moluscos infectados, em média, tiveram uma
taxa de eclosdo menor do que os espécimes ndo infectados.

O aumento do conteudo de galactogénio durante os periodos de 20 d.p.i. até 30 d.p.i.
indica que os moluscos, em certa medida, mantiveram a via biossintética deste polissacarideo
a uma taxa normal. Apesar da producdo de ovos e alta quantidade de galactogénio, muitos
embrides ndo eram viaveis, como evidenciado pela reducdo na taxa de eclosdo dos moluscos
infectados. Além disso, observou-se que, em média, o conteldo de galactogénio foi maior na
glandula de albdmen dos moluscos infectados do que naqueles ndo infectados, evidenciando
que o processo de castracao parasitaria observado no sistema S.octona/P.bragai ndo pode ser
classificado como castracdo nutricional (BAUDOIN, 1975). Em conclusdo, mesmo com o
aumento do investimento em energia, houve falha dos processos compensatorios, resultando
em um processo de castracdo em moluscos parasitados. Em 1971, Fantin e Gervaso
demonstraram a presenca das enzimas UTP-glicose-1-fosfato uridililtransferase (E.C. 2.7.7.9)
e UDP-glicose 4-epimerase (E. C. 5.1.3.2) em glandula de albdmen de Helix pomatia e
Lymanea stagnalis. van Elk e Joosse (1981) evidenciaram que a atividade catalitica da enzima
UDP-galactose 4-epimerase em glandula de albimemde L. stagnalis infectada com miracidios
de Trichobilharzia ocellata, foi significativamente reduzida em relacdo a atividade desta
mesma enzima em moluscos ndo infectados. Assim sendo, tais autores evidenciaram a
possibilidade do parasito modular a atividade de enzimas importante na via metabolica de
galactogénese e afetar a mobilizacdo do galactogénio presente na glandula de albumen para a
formacéo dos ovos e desenvolvimento dos embrides.

A interferéncia das larvas do trematédeo digenético na reproducdo do molusco
hospedeiro ¢ um fendmeno comum (PINHEIRO; AMATO, 1995). O termo castracao
parasitaria é usado quando ha uma interrupcdo ou uma diminuicdo na atividade reprodutiva
dos moluscos em resposta a infecgdes parasitarias. Isso pode ser causado por mecanismos
diretos, como a destruicdo dos tecidos gonadais do hospedeiro durante o desenvolvimento
larval intramolusco do parasito, ou indiretamente, devido a mudangas na acdo hormonal ou
absorcdo de nutrientes circulantes na hemolinfa, necessaria para o desenvolvimento e
manutencdo do parasito e do molusco (BAUDOIN, 1975; TUNHOLI-ALVES et al., 2011).
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Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a presenca do parasito causou
uma diminuicdo na atividade reprodutiva dos moluscos infectados, principalmente decorridos
10 e 40 dias de infeccdo, quando o nimero de ovos no trato reprodutivo/molusco, nimero de
moluscos eclodidos/molusco e contetudo de galactogénio apresentaram reducdo na comparacao
com o grupo controle. Brandolini e Amato (2006), monitorando o desenvolvimento
intramolusco de P. bragai em S. octona, observaram que aos seis, oito e dez dias apds a
infeccdo, foi possivel observar esporocistos de primeira geracdo proximos a parede do
intestino e se espalhando em direcdo a glandula digestiva. A capacidade germinativa do
esporocisto de primeira geracdo depende da disponibilidade de espaco nos tecidos do
hospedeiro (MALDONADO, 1945). Brandolini e Amato (2006), também observaram a
presenca de esporocistos de segunda geracdo apds 15 dias de infeccdo e apds 32 dias a
presenca de cercarias e metacercarias completamente desenvolvidas na glandula digestiva.

O fato de que, através da analise histopatoldgica, ndo terem sido observadas larvas de
P. bragai em desenvolvimento na regido da génada do molusco infectado, evidencia que o
processo de castracdo observado no sistema P. bragai/S. octona, ndo é nutricional, divergindo
do que foi observado em estudo anterior realizado por Brandolini e colaboradores (1997).
Brandolini e Amato (2006) relataram que a castracdo neste sistema parasito-hospedeiro é
mecénica, devido a presenca de metacercarias no ovotestis de moluscos. N&o identificamos a
presenca de larvas no ovotestis e 0s tecidos gonadais ndo apresentaram alteracdes
morfologicas ou estruturais devido a pressdo mecanica. Adicionalmente, foi observada
auséncia de desenvolvimento de odcitos ou desenvolvimento de numero reduzido de ovécitos
nos hospedeiros infectados.

Assim, a quantidade semelhante de galactogénio e a auséncia de larvas em
desenvolvimento nos tecidos gonadais indicam a existéncia de um processo endocrino,
levando & inibi¢do da maturacdo dos odcitos, provavelmente devido a presenca de produtos de
excrecdo e secregdo (E/S) liberados pelas larvas durante o seu desenvolvimento intramolusco.
Nesse caso, a castracdo parasitaria parece afetar apenas o aparelho reprodutor feminino do
hospedeiro. De Jong-Brink (1995) aponta que os hormonios gonadotroficos femininos,
calfluxina (CaFl) e horménio das células caudodorsais (CDCH), produzidos pelas células

secretoras caudodorsais (CDC), controlam a oviposi¢cdo e comportamentos associados. Ja o
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horménio do corpo dorsal (DBH), produzido pelas células do corpo dorsal (DB), regula a
diferenciacdo e o crescimento do sistema reprodutor feminino e a maturacdo dos odcitos.
Portanto, a reducdo média na producdo de ovos, reducdo no nimero de o0citos no ovostetis,
parecem indicar que a castracdo, ndo nutricional e nem direta, ocorre de forma indireta pela
modulacdo do SNE do hospedeiro pelo parasito, afetando o funcionamento das regibes
secretoras do CDC e DB.

Morley (2010) indicou que muitas espécies de nematoides terrestres tém a capacidade
de usar moluscos aquaticos em condi¢des naturais para completar seu ciclo biologico, com a
compatibilidade fisioldgica entre hospedeiros e parasitos sendo observada. No entanto, os
trematddeos sdo muito especificos na escolha do hospedeiro intermediario para o seu
desenvolvimento larval. Assim, € importante realizar estudos para esclarecer a relacdo
parasito-hospedeiro entre os trematodeos e seus hospedeiros terrestres.

Em geral, a literatura sobre o trematddeo digenético P. bragai estd relacionada a
ocorréncia desse parasito em diferentes espécies de aves que podem atuar como hospedeiros
definitivos. Poucos estudos tém procurado elucidar a relacdo do parasito com seus hospedeiros
intermediarios S. octona e L. unilamellata. Aliado ao fato de que os autores que estudaram o
processo de castracdo parasitaria obtiveram resultados diferentes, com esse sistema parasito-
hospedeiro, demonstrando a necessidade de continuacdo desse estudo com incluséo de novas
metotodologias que contribuam para a elucidacdo do tipo de castracdo parasitaria e seus

mecanismos determinantes.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS DO MOLUSCO
TERRESTRE SUBULINA OCTONA (BRUGUIERE, 1789) (GASTROPODA,
SUBULINIDAE) EXPERIMENTALMENTE INFECTADO PELO TREMATODEO
PARATANAISIA BRAGAI (SANTOS, 1934) (DIGENEA, EUCOTYLIDAE)
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RESUMO

Entre os efeitos do desenvolvimento larval de trematddeos digenéticos em seus
hospedeiros intermediarios, destacam-se as alteracbes no metabolismo de carboidratos dos
moluscos. O objetivo do estudo foi analisar os efeitos da infeccdo por Paratanaisia bragai
sobre o conteddo de glicogénio presente na glandula digestiva e na massa cefalopediosa do
molusco terrestre Subulina octona experimentalmente infectado, assim como verificar a
concentracdo de glicose, a atividade da enzima D-lactato desidrogenase (EC1.1.1.27 and
EC1.1.1.28) (LDH) e a concentracdo de alguns acidos organicos (&cido oxalico, succinico,
piravico e latico) presentes na hemolinfa. Analises histoquimicas da massa cefalopediosa e da
glandula digestiva também foram realizadas. Foi verificado o aumento total de 54,81% na
concentracdo de glicose nos moluscos infectados, e um padrdo oscilante no conteddo de
glicogénio presente na massa cefalopediosa (+30,50%, -6,4%, +44,01% e -18,90% em 10, 20,
30 e 40 d.p.i, respectivamente) e na glandula digestiva (+15,26%, -6,3%, +13,84%, +2,19%,
em 10, 20, 30 e 40 d.p.i, respectivamente). A atividade de LDH apresentou aumento aos 10
d.p.i. (+74,32%) e 40 d.p.i. (+47,81%) e dimunuicdo aos 20 d.p.i. (-3,03%) e 30 d.p.i. (-
32,77%). Os é&cidos oxalico, succinico e piravico apresentaram reducdes significativas e
progressivas, no entanto o &cido latico apresentou aumento significativo. A analise dos cortes
histolégicos mostrou desorganizacdo tecidual na massa cefalopediosa dos moluscos infectados
e alteracGes morfoldgicas na glandula digestiva. Esses resultados confirmam que a infecgédo
provocou mudangas na via metabolica utilizada pelo molusco pois ocorreu a ativagdo de uma
via anaerobica alternativa para a obtencdo de energia indicada pelo aumento do conteddo de

acido latico e aumento da atividade de LDH.

Palavras-chave: metabolismo anaerdbio, relagdo parasito-hospedeiro, acidos organicos.
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ABSTRACT

Among the effects caused by the larval development of digenetic trematodes able to use snails
as intermediate hosts, changes may be observed in the carbohydrate metabolism. The aim of
this study was analyze the effects of P. bragai infection on the glycogen content present in the
digestive gland complex and cephalophedal mass in the terrestrial snail S. octona, and also
verify the glucose concentration and the enzyme D- e L-lactate dehydrogenase activity
(EC1.1.1.27 and EC1.1.1.28) (LDH) and the concentration of some organic acids (oxalic,
succinic, pyruvic and lactic acid) present in hemolymph. Histochemical analyzes were also
performed. A total increase of 54.81% in glucose concentration in infected snails and an
oscillating pattern in the glycogen content in the cephalophedal mass (+ 30.50%, -6.4%, +
44.01% and - 18.90% at 10, 20, 30 and 40 d.p.i., respectively) and in the digestive gland
complex (+ 15.26%, -6.3%, + 13.84%, + 2.19%, at 10, 20, 30 and 40 d.p.i., respectively) was
verified. LDH activity shows an increase of 10 d.p.i. (+ 74.32%) and 40 d.p.i. (+ 47.81%) and
at 20 d.p.i. (-3.03%) and 30 d.p.i. (-32.77%) a decrease. The oxalic, succinic and pyruvic acids
showed a significant and progressive reduction; however, lactic acid had a significant increase.
Histology showed a tissue disorganization in the cephalopodal mass of infected snails and
morphological changes in the digestive gland. These results confirm that infection causes
metabolic pathway changes in the snails due to activation of an alternative anaerobic pathway

for produce energy.

Keywords: anaerobic metabolism, host parasite relationship, organic acids.
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1 INTRODUCAO

Trematddeos digenéticos pertencentes ao género Paratanaisia (Santos, 1934) Freitas
1959 sdo parasitos do sistema urinario de aves (SANTI et al., 2018). Paratanaisia bragai
(Santos, 1934) é encontrado em ductos renais de diversas aves domésticas e silvestres. Os
ovos embrionados sdo eliminados nos produtos de excre¢do do hospedeiro definitivo, 0s
moluscos ingerem esse conteudo, dessa forma a infeccdo ocorre de maneira passiva. No
molusco, ha a liberacdo dos miracidios e o desenvolvimento de duas geracdes de esporocistos,
posteriormente ha o desenvolvimento de cercérias e o encistamento em metacercarias. O
hospedeiro definitivo adquire a infecgdo atraves da ingestdo do molusco contendo as
metacercérias (XAVIER, 2015).

O ciclo biologico de P. bragai, usando Subulina octona (Bruguiére, 1789) como
hospedeiro intermediario, foi estudado pela primeira vez por Maldonado (1945).
Posteriormente, Keller e Araujo (1992) realizaram infeccGes experimentais de S. octona com
este parasito, porém ndo obtiveram sucesso na infeccdo e concluiram que esta espécie de
molusco ndo atuava como hospedeiro intermediario nesse ciclo. Porém, Brandolini e
colaboradores (1997) e Brandolini e Amato (2006), em condi¢Bes experimentais,
demonstraram que P. bragai é capaz de completar o seu desenvolvimento larval em S. octona.
Esses estudos analisaram a influéncia do parasitismo sobre a funcéo reprodutiva dos moluscos
infectados e registraram a localizacdo e morfologia das larvas do parasito durante 40 dias apds
a infeccéo.

Entre os efeitos do desenvolvimento larval de trematddeos em moluscos que atuam
como hospedeiros intermediarios, altera¢cdes no metabolismo de carboidratos sdo observadas,
principalmente no contetdo de glicose (PINHEIRO; AMATO, 1994). Moluscos apresentam
metabolismo predominantemente aerdbio para a obtencdo de energia, porém quando expostos
a situacdes fisioldgicas adversas, como o parasitismo por larvas de trematddeos, podem
redirecionar o fluxo do metabolismo energético, alterando esta caracteristica (TUNHOLI et
al., 2013).

Com base na importancia associada ao metabolismo de carboidratos em moluscos

infectados por helmintos e para melhor compreender a relacéo parasito-hospedeiro que ocorre
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no modelo P. bragai/S. octona, o0 objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos da
infecgdo por P. bragai sob o contetdo de glicogénio presente na glandula digestiva e na massa
cefalopediosa dos moluscos infectados, a concentracdo de glicose e a atividade da enzima D- e
L-lactato desidrogenase (EC1.1.1.27 e EC1.1.1.28) (LDH) presente na hemolinfa dos
moluscos. Além disso, foram determinadas as concentracfes de acidos organicos (&cido
oxalico, succinico, piravico e latico) na hemolinfa dos moluscos. Andlises histoquimicas da

glandula digestiva e da massa cefalopediosa foram realizadas.
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2 MATERIAL E METODOS

A obtencdo dos moluscos aptos para a infeccdo e dos ovos do parasito foi realizada como

descrito previamente no item 3 Metodologia Geral, encontrada na pagina 31.

2.1 Coleta das amostras

Os moluscos foram acompanhados durante um total de 40 dias, a cada 10 dias foi
realizada a dissecacdo de um grupo controle e um grupo infectado para a coleta de hemolinfa,
glandula digestiva e massa cefalopediosa em banho de gelo. A hemolinfa foi coletada ap6s o
apice da concha ser removido, o conteldo extravasado era gotejado diretamente em um
microtubo eppendorf com capacidade para 1,5 ml, identificado e armazenado a -20 °C até sua
utilizacdo. A glandula digestiva e a massa cefalopediosa foram removidas, pesadas em balanca
digital analitica (Bel®), identificadas e armazenadas em microtubo eppendorf 1,5 ml a -20°C

para posterior anélise do contetdo de glicogénio.

2.2 Determinacdo da concentracao de glicose e da atividade da LDH

Para determinar o contetdo de glicose e a atividade de LDH nas amostras de hemolinfa
coletadas foi utilizado um analisador automatico A15 (Biosystems®). Os kits de reagentes
para a determinacdo da concentracdo de glicose a atividade de LDH eram da mesma marca
fabricante do equipamento (Biosystems®).

Na verificacdo da concentracédo de glicose, 3 UL de hemolinfa foi adicionada a 300 pL
do reagente de cor (fosfato 100 mmol/L, fenol 5 mmol/L, glicose oxidase 10 U/mL,
peroxidase 1 U/mL, 4-aminoantipirina 0.4 mmol/L, pH 7,5), e o produto resultante da
oxidacédo de 4-aminoantipirina foi medido ao espectrofotdmetro em um comprimento de onda
de 510nm & 37 °C (TRINDER, 1969)

Para determinar a atividade de LDH, foram adicionados 6 pL de hemolinfa a 300 pL
de reagente (Tris 100 mmol/L, piruvato 2,75 mmol/L, cloreto de s6dio 222 mmol/L, pH 7,2,
NADH 1,55 mmol/L e Azida sddica 9,5 g/L). A absorbancia foi medida em 340nm de
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comprimento de onda a 37 °C (SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1989;
SCIENTIFIC COMMITEE, 1982).

2.3 Determinacédo do conteudo de glicogénio
O contetdo de glicogénio presente na glandula digestiva e na massa cefalopediosa foi
extraido segundo Pinheiro e Gomes (1994) e quantificado de acordo com o método 3,5 DNS

(SUMNER, 1924) e os resultados foram expressos em mg glicose/g tecido, peso fresco.

2.4 Determinacdo dos 4cidos organicos

Antes de analisar a hemolinfa através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), foram realizados dois procedimentos: a desproteinizacdo (0,1 mL de hemolinfa foi
adicionado 1,5 mL de agua destilada, 0,2 mL de hidroxido de bario [Ba(OH)2] 0,5N.
Posteriormente, acrescenta-se 0,2 mL de sulfato de zinco (ZnS0O.) 5% e centrifuga-se a 3.556
G por 15 minutos, por fim o sobrenadante foi aliquotado) (VILLELA et al., 1973). Em
seguida, procedeu-se a concentracdo da amostra no Speed Vac até atingir o volume de 100 pl.

As etapas para a determinacao dos acidos organicos através da CLAE foram realizadas
de acordo com o protocolo descrito em Tunholi-Alves e colaboradores (2014). Essas analises
foram realizadas na Central Analitica Multiusuario, Programa de P6s-Graduacdo em Quimica,
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ

(Cromatogramas e dados dos padrdes utilizados, em anexo).

2.5 Andlises histoquimicas

Aos 10, 20, 30 e 40 dias pods infeccdo, trés moluscos de cada grupo (infectado e
controle) foram dissecados e fixados em liquido de Duboscg-Brasil modificado (etanol 80°GL
— 600 ml + formalina comercial — 250 ml + acido acético glacial — 150 ml) (FERNANDES,
1949), durante 48h, transferidos para alcool 70% e mantidos em temperatura ambiente até o
processamento histoldgico. Os tecidos foram processados através da técnica histoldgica de
rotina no Laboratdrio de Técnicas Histoldgicas do Departamento de Biologia Animal, UFRRJ,
cortes seriados com 5 um de espessura foram obtidos e corados pela técnica do Acido

Periodico-Schiff (PAS) para deteccdo de glicogénio (HUMASON, 1979) e os cortes foram
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observados em um microscopio Olympus BX51®; a aquisicdo das imagens foi feita atraves do
Olympus CellSens Standard software (CS-ST-V1, CellSens Standard, v.1.00) ®.

2.6 Analises estatisticas

Os valores da concentracdo de glicose e atividade de LDH foram expressos em média
+ erro padrdo da média devido ao fato de sua distribuicdo ndo seguir padrdo normal. No
entanto, os contetdos de glicogénio e a concentracdo dos &cidos organicos foram expressos
como média = desvio padrdo, uma vez a distribuicdo destes foi normal (InStat, GraphPad
v.4.00; Prism, GraphPad v.3.02, Prism Inc). A ANOVA foi realizada seguida pelo teste de
Tukey para comparar as médias (InStat, GraphPad v.4.00; Prism, GraphPad v.3.02, Prism Inc).

A regresséo polinomial de terceira ordem foi calculada para analisar a relagéo entre os

valores obtidos e o tempo de infeccdo (Prism, GraphPad v.3.02, Prism Inc).
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3 RESULTADOS

A glicemia dos moluscos infectados, se manteve aumentada significativamente
(21,11%, 24,77%, 11,47% e 156,93% decorridos 10 d.p.i, 20 d.p.i, 30 d.p.i e 40 d.p.i,
respectivamente), em comparacdo com 0s moluscos controle, ao longo do periodo pré patente
(Tabela 1; Figura 1A).

A atividade da enzima LDH foi aumentada (+74,32%) nos moluscos infectados apos
10 d.p.i., quando comparada com os moluscos controle do mesmo periodo. Nos periodos
seguintes, o padrao foi invertido, sendo a atividade desta enzima nos animais infectados (20
d.p.i. € 30 d.p.i. reduzidos em -3,03% e -32,77%, respectivamente) mantida abaixo do que foi
observado nos moluscos ndo infectados. Apés 40 d.p.i., a atividade de LDH foi novamente
aumentada em 47,81% nos moluscos infectados (Tabela 1; Figura 1B). A média dos valores
obtidos ao avaliar a atividade de LHD no grupo controle foi de 43,54, enquanto que no grupo
infectado foi de 50,58, representando um aumento total de 16,17% para os moluscos

infectados.

Tabela 1: Atividade da enzima lactato desidrogenase (Ul) e concentracdo de glicose (mg/dL)
na hemolinfa de Subulina octona experimentalmente infectada por Paratanaisia bragai,

expressas como média * erro padrdo.

Dias po6s Atividade de LDH (Ul) Concentracéo de glicose
infeccdo (mg/dL)

(d.p.i.) Controle Infectado Controle Infectado
10 36,33 +7,31* 63,33+11,172 180,00 +3,79° 218,00 * 3,22°
20 33,00+ 13,08 32,00 + 5,032 211,33 +2,40° 263,67 + 3,28°
30 59,50 + 12,50* 40,00 + 11,002 200,50 +2,50% 223,50 + 1,50°
40 4533+8,99* 67,00+ 20,002 206,67 +2,91* 531,00 + 8,00°

4 b= médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes diferem significativamente em relacio ao grupo
controle em cada periodo do experimento.

O contetdo de glicogénio presente na massa cefalopediosa dos moluscos infectados
apresentou um padrdo oscilatério, em comparacdo com o0s moluscos controle, havendo um

aumento significativo de +30,50% decorridos 10 d.p.i., seguido de uma reducdo significativa
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de -6,4% aos 20 d.p.i., e um novo aumento significativo em 44,01% aos 30 d.p.i seguido por

uma diminuig&o significativa de 18,90% aos 40 d.p.i. (Tabela 2; Figura 1D).
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Figura 1: Relacdo entre o conteGdo de carboidratos em Subulina octona infectada
experimentalmente por Paratanaisia bragai e o tempo de infec¢do. A) Contetdo de glicose
presente na hemolinfa do molusco (mg/dL). B) Atividade da lactato desidrogenase (LDH)
(UI). Contetdo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido, peso fresco). C) Glandula digestiva e

D) Massa cefalopediosa. (Regressao polinomial de terceira ordem).
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Quando comparados o conteddo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos
infectados e controle, até 30 d.p.i., observamos padrdo semelhante ao visualizado no contetdo
de glicogénio da massa cefalopediosa. Poréem, nos moluscos infectados, aos 40 d.p.i., houve
novamente o aumento na concentracao deste polissacarideo (+15,26%, 10 d.p.i.; -6,3%, 20
d.p.i; +13,84%, 30 d.p.i; +2,19%, 40 d.p.i.) (Tabela 2; Figura 1C).

Tabela 2: Conteldo de glicogénio na massa cefalopediosa e na glandula digestiva (mg
glicose/g tecido, peso fresco) em Subulina octona experimentalmente infectada por
Paratanaisia bragai durante 40 dias pos infec¢do (d.p.i.), expresso como média + desvio
padréo.

Dias p6s Conteudo de glicogénio (mg glicose/g tecido, peso fresco)
infeccao Massa cefalopediosa Complexo glandula digestiva
(d.p.i.) Controle Infectado Controle Infectado
10 8,36 +0,12¢2 10,91 +0,37° 18,60 + 0,308 21,44 +0,32°
20 10,00 £ 0,082 9,36 + 0,11° 21,89 + 0,308 20,51 + 0,24°
30 7,18 +0,198 10,37 +0,12° 19,87 + 0,142 22,62 +0,18°
40 529+0,33%  4,29+0,25P 20,51 + 0,328 20,96 + 0,262

& b= médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes diferem significativamente em relagéo ao grupo
controle em cada periodo do experimento.

A avaliacdo do conteido de acido oxalico apresentou uma diminuigdo significativa e
progressiva em 5,65% aos 10 d.p.i, 20,57% aos 20 d.p.i., 27,92% aos 30 d.p.i e 27,90% aos 40
d.p.i. nos moluscos infectados em comparacdo com os moluscos controle (Tabela 3; Figura
2C).

O mesmo padrdo descrito acima foi observado na comparagdo do contetdo de acido
succinico entre moluscos infectados e ndo infectados. Decorridos 10 d.p.i., foi observada uma
reducdo em 7,35%, aos 20 d.p.i. a reducdo foi em 8,43% seguida de uma reducéo de 8,5% aos
30 d.p.i. e de 9,03% aos 40 d.p.i. (Tabela 3; Figura 2D).
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Tabela 3: Conteldo de acidos organicos (mM) presentes na hemolinfa de Subulina octona
apos a infecgdo experimental por Paratanaisia bragai, expressos como média + desvio

padréo.
Dias pos Acido Oxalico (mM) Acido Succinico (mM) Acido Pirdvico (mM) Acido Latico (mM)
'geﬁa; Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
10 20,34 +0,032  19,19+0,05° 139,69+0,212 129,42 +0,75> 129,47 +1,332 114,50+0,02° 33543 +0,242 344,50+ 0,12°
20 20,52 +£0,102 16,30 +0,05° 137,91 +0,112 126,28 +0,05> 127,25+0,092 114,45+0,02° 332,55+0,242 351,77 +0,39°
30 20,38 £0,042  14,69+0,12° 138,21 +0,112 126,49 +0,13> 127,29+0,032 114,51 +0,01° 333,10+0,18% 353,34 +0,21°
40 20,18 £0,022  1455+0,02° 139,20+0,112 126,64 +0,08® 127,30+0,032 114,52 +0,01° 334,88 +0,062 356,37 +0,18"
ab—

médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes diferem significativamente em relagcdo ao grupo
controle em cada periodo do experimento.

Em relacdo ao conteldo de &cido piravico, também foi observada uma reducdo
significativa em 11,56%, 10,06%, 10,04% e 10,04% aos 10 d.p.i.,20 d.p.i., 30 d.p.i. € 40 d.p.i.,

respectivamente (Tabela 3; Figura 2B).

Ao analisar a quantidade de acido latico presente na hemolinfa, obervamos o aumento

significativo e progressivo de 2,7% aos 10 d.p.i., seguido de 5,78% aos 20 d.p.i., 6,08% aos 30
d.p.i. e de 6,42% decorridos 40 d.p.i. (Tabela 3; Figura 2A).
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Figura 2: Relacdo entre o conteddo de &cidos organicos (mM) na hemolinfa de Subulina
octona infectada experimentalmente por Paratanaisia bragai e o tempo pdés-infeccdo. A)
Concentracdo de acido latico (lactato). B) Concentracdo de &cido pirdvico (piruvato). C)
Concentracdo de acido oxalico (oxalato). D) Concentragdo de acido succinico (succinato).
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Na analise histoldgica da glandula digestiva dos moluscos controle observa-se células bem
delimitadas com nucleos regulares e &cinos com pouco tecido conjuntivo entre eles. O epitélio
possui pouca vacuolizacdo e reduzida quantidade de material amorfo intra acinar (Figura 3A).
Porém, ao analisar 0 mesmo tecido em um molusco infectado podemos verificar um aumento
do espaco intra acinar e elevada vacuolizacdo nas células acinares; hd aumento significativo da
quantidade de material amorfo intra e interacinar, as células ndo apresentavam limites bem
definidos, porém contavam com intensa vacuolizacdo (Figuras 3B).

Os tecidos da massa cefalopediosa dos moluscos controle mostraram uma organizagéo
das fibras musculares em arranjos de feixes longitudinais e verticais, com intensa marcacao de
glicogénio ao longo de todo o tecido analisado (Figura 3C). Nos animais infectados,
observamos a perda da organizacdo dos feixes perpendiculares, sendo observados apenas 0s
feixes longitudinais, afrouxamento da disposicao das fibras e dispersdo de nucleos no tecido,
0S quais se mostram mais cromafins do que no molusco nao infectado. Em decorréncia do
afrouxamento do arranjo das fibras musculares, houve uma marcacdo menos intensa do

glicogénio muscular pela técnica do PAS (Figura 3D).
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Figura 3: Corte histolégico do molusco Subulina octona. A) Glandula digestiva de um
molusco ndo infectado. Barra da escala = 100 um. B) Glandula digestiva de um molusco
infectado pelo trematédeo Paratanaisia bragai, onde estdo indicados acinos (a), nucleo (n),
limen com presenca de material amorfo (ma), vacuolos (v), espacos intraacinares (ei) e
interacinares (ee). Barra da escala = 100 um. C) Massa cefalopediosa de Subulina octona nao
infectada. Barra da escala = 100 um. D) Massa cefalopediosa de um molusco infectado por
Paratanaisia bragai com indicacdo dos feixes de fibras musculares longitudinais (fl) e
verticais (fv) e nacleos (n). Barra da escala = 100 um. Coloracdo: Acido Periodico-Schiff
(PAS).
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4 DISCUSSAO

Ao atingir o hospedeiro intermediario, as larvas de trematddeos induzem mudangas
significativas no padrdo metabolico do molusco hospedeiro, pois passam a competir
diretamente por nutrientes e utiliza-los para o seu desenvolvimento. Além disso, ocorre a
liberacdo de produtos de excrecdo/secrecdo do parasito (BECKER, 1980), alterando a
composicdo da hemolinfa.

Alteracbes no metabolismo de carboidratos séo frequentemente observadas em
moluscos infectados, principalmente em gastrépodes pulmonados nos quais o metabolismo
energético € mantido essencialmente através do consumo de glicose (JOOSSE, 1988). No
entanto, quando os moluscos sdo expostos a condicGes fisioldgicas adversas, como o jejum e 0
parasitismo, ele pode usar substratos alternativos, como lipidios e proteinas para produzir
energia (BONFIM et al., 2014; TUNHOLI et al., 2011; TUNHOLI-ALVES et al., 2011)

Os moluscos utilizam suas reservas polissacaridicas na tentativa de reestabelecer a
normoglicemia. O glicogénio, cujos principais locais de armazenamento sdo a glandula
digestiva e o tecido muscular, passa entdo a ser mobilizado, pois a partir da sua degradacéo
ocorre a liberacdo de metabdlitos que podem ser convertidos rapidamente em glicose livre, o
que auxilia na regulacdo do balanco energético (PINHEIRO et al., 2009; PINHEIRO;
AMATO, 1994). No presente estudo, a quantidade de glicose na hemolinfa nos moluscos
infectados foi maior que a dos moluscos controle em todos os periodos analisados, indicando
que hd uma mobilizacdo maior de glicose e 0 molusco precisa produzir mais intensamente esse
monossacarideo. No entanto, o contedo de glicogénio tanto da massa cefalopediosa quanto da
glandula digestiva apresentaram padrfes alternantes entre os periodos observados, ou seja, aos
10 d.p.i. foi observado um aumento nesses parametros, que foi seguido por uma diminuicao
aos 20 d.p.i., aos 30 d.p.i. um novo aumento foi observado nos dois parametros e, por fim, aos
40 d.p.i. foi observada uma diminui¢do no contedo de glicogénio na massa cefalopediosa e
um aumento no contetido de glicogénio presente na glandula digestiva. Esse comportamento
indica que a manutencéo das altas concentracdes de glicose nos moluscos infectados néo tem
como origem a degradacdo das reservas de glicogénio presentes na massa cefalopediosa e na

glandula digestiva.
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Esse cenario metabolico indica um processo de sintese de novo de glicose, através da
gliconeogénese, em resposta aos distdrbios causados pelo parasitismo, resultando em um
redirecionamento das rotas metabolicas utilizando aminoécidos ou lipideos como substratos
energéticos (TUNHOLI-ALVES et al., 2014; LIMA et al., 2016). Dessa forma, ha a producgéo
de glicose a partir de substratos ndo-glicidicos, para manter a glicemia do molusco hospedeiro
(PINHEIRO et al., 2009).

Na tentativa de compreender melhor o metabolismo energético de S. octona frente a
infeccdo por P. bragai, as concentracGes de alguns acidos organicos que participam do ciclo
de Krebs foram analizadas. A diminuicdo progressiva dos contetdos de acido pirdvico nos
moluscos infectados associados ao aumento do conteldo de é&cido latico e aos valores
aumentados da LDH aos 10 d.p.i. e aos 40 d.p.i indicam a aceleracdo do metabolismo
anaeradbio, pois o piruvato esta sendo convertido a lactato pela acdo da LDH e esta ativando a
via fermentativa garantindo a obtencdo de energia através da reducdo do &cido piravico em
acido lactico e a reoxidagdo do NADH™ (LIMA et al., 2016).

A reducdo nos niveis de &cido oxalico nos moluscos infectados pode ser explicada pelo
redirecionamento desse acido para a gliconeogénese (TUNHOLLI et al., 2013) e pelo uso dessa
molécula como um substrato necessario para o desenvolvimento larval do parasito. Massa e
colaboradores (2007) ao estudarem o modelo Biomphalaria glabrata (Say, 1818)/Schistosoma
mansoni Sambom, 1907 observaram o uso de alguns acidos organicos, especialmente o acido
oxalico como um substrato necessario para o desenvolvimento de esporocistos e cercarias.

Ja a reducdo da quantidade de acido succinico presente na hemolinfa dos moluscos
infectados pode ser explicada pela metabolizacdo do succinato em propionato, que gera
energia e ajuda a manter o balanco redox. Essa reacdo colabora para a reducéo dos niveis de
acido succinico e, consequentemente, a manutencdo do pH (TUNHOLI-ALVES et al., 2014).

Os resultados da analise histoquimica indicam um intenso processo de lesdo e
desorganizacdo tecidual na glandula digestiva. Brandolini e Amato (2006) ao estudar o
desenvolvimento larval de P. bragai, verificaram a presenca de esporocistos, cercarias e
metacercarias na glandula digestiva dos moluscos parasitados. Apesar desses estagios larvais

ndo terem sido observados nas imagens obtidas através da histoquimica no presente estudo,
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essas alteracdes evidenciam que os parasitos podem causar alteracGes através de mecanismos
indiretos na organizacao e, possivelmente, na fungéo da glandula digestiva.

Na massa cefalopediosa, a anélise da histologia revelou que a organizacéo tecidual foi
comprometida nos moluscos infectados, pois as fibras musculares se apresentavam dispersas e
desorganizadas. Além disso, 0s nacleos celulares apresentavam-se dispersos entre as fibras
musculares e com aumento da afinidade cromética. Esse resultado indica que apesar de nao
fazer uso significativo das reservas de glicogénio presentes nesse tecido para manutencéo da
normoglicemia, as oscilacbes observadas no contetdo de carboidratos entre os periodos
analisados causaram alteracGes nas caracteristicas histologicas do tecido muscular dos
moluscos.

Esses resultados confirmaram que a infeccdo provocou mudangas na via metabodlica
utilizada pelo molusco pois 0 metabolismo aerébio foi diminuido e ocorreu a ativacéo de uma
via anaerdbica alternativa para a obtencdo de energia, a fermentacdo latica. Esta é uma
resposta fisioldgica interessante e importante pois produz energia e metabdlitos fundamentais
para a sobrevivéncia do molusco e desenvolvimento larval do parasito. Além disso, também
foi observado que a obtencdo de glicose nos moluscos infectados esta ocorrendo através do
uso de substratos ndo-glicidicos que podem ser de origem proteica ou lipidica, caracterizando
0 processo conhecido como gliconeogénese, necessitando de estudos posteriores capazes de
esclarecer ainda mais essa estratégia.

De forma conclusiva, podemos observar que em face do estabelecimento da infeccédo
com o ingresso dos miracidios no corpo do molusco e o inicio da rapida multiplicacdo
assexuada das larvas desevolvimento, elevam a demanda energética de forma significativa
pelo para larvas em desenvolvimento-molusco hospedeiro. Segundo Livingstone e de Zwaan
(1983), os carboidratos sdo 0s substratos mais prontamente urtilizaveis para a obtencdo de
energia metabdlica pelos moluscos em geral. Contudo, no caso do sistema P. bragai/S. octona
observamos a elevacdo da glicemia em todos os periodos de infeccdo estudados e padréo
oscilante de variacdo nos depdsitos de glicogénio analisados, com elevagdes na glicemia e nos
contetidos de glicogénio aos 10 dias de infeccdo. Neste mesmo periodo observa-se elevacdo da
atividade da LDH e da concentracdo ode lactato e redugdes nas quantidades de oxalato e

succinato, indicando um desvio metabdlico no sentido de reduzir a atividade do metabolismo
76



oxidativo mitocondrial e elevar a atividade fermentativa no sentido de degradar o piruvato
para formacdo de lactato, com garantias de producdo rapida, apesar de menos rentavel, de
energia e de reoxidagdo dos aceptores de elétrons (NAD™). Porém, os depdsitos de glicogénio
ndo sdo reduzidos, apesar da elevada demanda glicolitica com o destino anaerébio da
fermentacdo lactica. Tal fato, pode ser explicado pelo fornecimento de alimento em proporcao
acima do consumo para 0s moluscos, apesar de ndo ter havido a quantificagdo do consumo
alimentar, este é o fator que pode ser apontado como provavel explicagdo para a ndo reducao
dos depositos de glicogénio, quando ha aumento da glicemia e da atividade anaerdbia para
obtencdo de energia livre. O mesmo padrdo se repete aos 30 dias de infeccdo, quando ha a
formacdo das cercérias no interior dos esporocistos, outro ponto de elevada atividade de
reproducéo assexuada no desenvolvimento larval intramolusco.

Inversamente, aos 20 observa-se a manutencdo da hiperglicemia, com consequente
reducao nos depositos de glicogénio, e a atividade da LDH sendo reduzida a quase metade do
valor observado aos 10 dias de infeccdo. Considerando que neste periodo do ciclo temos a
formacéo dos esporocistos de 12 e 22 geracdo etapas com reducdo da demanda energética pelas
larvas em desenvolvimento por ndo ocorrer intensa multiplicacdo assexuada. Contudo, o
metabolismo oxidativo mitocondrial permanece inibido e a degradacdo anaerobia do piruvato
segue estimulada, em relacdo aos moluscos controle, apesar da reducdo da atividade da LDH.

Aos 40 dias, quando ja comeca a se dar a formacao das metacercérias, observa-se que a
reducdo significativa da demanda energética pelas larvas em desenvolvimento, uma vez que as
metacercarias se encistam no interior do molusco, reduzindo sua atividade metabdlica até que
o ciclo de vida possa ter seu prosseguimento. Ha, entdo, uma elevacdo abrupta da glicemia
(156,9%, em relacdo aos moluscos ndo infectados e de 137,5% em relacdo aos valores
observados aos 30 dias de infecgdo), o que, por fim, provoca a reducdo nos depositos de
glicogénio, uma vez que a glicose se mantém circulante na hemolinfa e ndo é direcionada para
0s sitios de polimerizacdo para formagéo de glicogénio.

A infeccdo de B. glabrata com A. cantonensis (TUNHOLI-ALVES et al., 2019) e com
Echinostoma paraensei (TUNHOLI et al., 2016) observaram que a adigédo de succinato e ADP
aos tecidos da glandula digestiva dos moluscos, provoca a elevacdo do consumo de oxigénio,

evidenciando uma tendéncia a recuperacdo do metabolismo oxidativo mitocondrial ao final do
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periodo pré patente nestes sistemas estudados. Diferentemente, no sistema estudado no
presente trabalho, ndo observamos ao final do periodo pré patente a tendéncia a retomada do
metabolismo oxidativo mitocondrial, uma vez que os conteldos de oxalato e succinato

permanecem significativamente menores do que nos moluscos ndo infectados.
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CAPITULO Il

EFEITOS DA INFECCAO EXPERIMENTAL POR PARATANAISIA BRAGAI
(DIGENEA, EUCOTYLIDAE) SOBRE O METABOLISMO DE PRODUTOS
NITROGENADOS E ASPECTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS EM SEU
HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO EXPERIMENTAL SUBULINA OCTONA
(GASTROPODA, SUBULINIDAE)
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RESUMO
Frente a condi¢Bes adversas como o parasitismo, os moluscos tentam manter o equilibrio
homeostatico, fazendo uso de diferentes estratégias, como a utilizagdo de proteinas como
substrato energético. Porém, essa estratégia faz com que o molusco precise lidar com
aumentos em seus produtos nitrogenados de excrecao. O objetivo desse estudo foi verificar as
alteracbes causadas pela infeccdo experimental por Paratanaisia bragai no contetudo de
proteinas totais, ureia e &cido Urico, assim como na atividade da _-aspartato:2-oxoglutarato
aminotransferase  (E.C.2.6.1.1) (AST) e (-alanina:2-oxoglutarato aminotransferase
(E.C.2.6.1.2) (ALT) presentes na hemolinfa do molusco terrestre Subulina octona, durante 40
dias. Espécimes de S. octona foram expostos individualmente durante 24 horas a 20 ovos de P.
bragai e quatro grupos foram formados (10, 20, 30 e 40 d.p.i.), grupos controle contendo
moluscos ndo infectados também foram formados. A cada 10 dias, os moluscos eram
necropsiados para a coleta de hemolinfa. Aumentos significativos foram observados na
concentracdo de proteinas totais, ureia e 4cido urico circulantes na hemolinfa. Em relacéo as
transaminases, foi observado o aumento na atividade de ALT em todos os pontos de analises,
assim como para a atividade de AST aos 10 d.p.i. e aos 20 d.p.i. A atividade aumentada das
aminotransferases indicam uma acdo espoliativa das larvas no tecido dos moluscos causando
intenso dano tecidual e extravasamento enzimatico para a hemolinfa circulante. Proteinas
também extravasam e sdo aproveitadas para a realizagdo da gliconeogénese e, em decorréncia
da utilizacdo de esqueletos carbdnicos provenientes de aminoacidos, ocorre 0 aumento na
concentracdo de produtos nitrogenados de excrecdo. Apesar de uricotélicos, os moluscos
infectados passam a excretar maior quantidade de ureia na tentativa de eliminar tais
substéncias toxicas da hemolinfa circulante. Observa-se que a gliconeogénese, utilizando
proteinas como substrato energético, € um processo intensamente utilizado pelo molusco mas
que gera alteracdes expressivas no conteldos dos produtos nitrogenados de excrecdo, 0 que

modifica a composi¢do hemolinfatica e a homeostase do hospedeiro.

Palavras-chave: produtos nitrogenados de excrecédo, gliconeogénese e aminotransferases.
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ABSTRACT
Faced to adverse conditions such as parasitism, snails try to maintain their homeostatic
balance, using emergency reactions, such as the use of proteins as energy substrate. However,
this strategy means that the snail needs to deal with increases in its nitrogen excretion
products. The objective of this study was to verify the changes caused by experimental
infection by P. bragai in the content of total proteins, urea and uric acid, as well as in the
activity of L-aspartate: 2-oxoglutarate aminotransferase (EC2.6.1.1) (AST) and L-alanine: 2-
oxoglutarate aminotransferase (EC2.6.1.2) (ALT) present in the hemolymph of the terrestrial
snail S. octona, for 40 days. Specimens of S. octona were individually exposed for 24 hours to
20 P. bragai eggs and four groups were formed (10, 20, 30 and 40 d.p.i.), control groups
containing uninfected snails were also formed. Every 10 days, the snails were necropsied for
the collection of hemolymph. Significant increases were observed in the concentration of total
proteins, urea and uric acid circulating in the hemolymph. Regarding transaminases, an
increase in ALT activity was observed at all points of analysis, as well as for AST activity at
10 d.p.i. and at 20 d.p.i. The increased value of the aminotransferases indicates a spoliative
action of the larvae under the snail tissue causing intense tissue damage and protein leakage to
the circulating hemolymph. These proteins are used to carry out gluconeogenesis and, due to
the use of carbonic skeletons from amino acids, there is an increase in the production of
nitrogenous excreta. Despite being ureotelic, snails start to excrete more uric acid in an

attempt to eliminate such toxic substances from circulating hemolymph.

Keywords: nitrogen excreta, gluconeogenesis and aminotransferases.
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1 INTRODUCAO

Paratanaisia bragai (Santos, 1934) é um digenético que possui ciclo bioldgico
heteroxeno, com moluscos gastrépodes atuando como hospedeiros intermediarios e aves como
hospedeiros definitivos. Para adquirir a infecgédo, as aves devem ingerir o estagio infectante de
metacercéria encistada, presente nos moluscos. Ja os moluscos adquirem a infec¢do atraves da
ingestdo de ovos do parasito eliminados nos produtos de excrecéo das aves infectadas (SANTI
etal., 2018).

Apesar de ser considerado pouco patogénico, sérias complicacBes clinicas podem ser
observadas em aves com infeccdes intensas, que variam de acordo com a suscetibilidade dos
animais a infeccdo e formacdo de lesdes, possivelmente relacionadas a espécie e a idade dos
animais infectados (UNWIN et al., 2013). Sendo assim, é importante o fornecimento de mais
dados sobre essa espécie de trematddeo no intuito de evitar perdas econémicas associadas ao
comércio de aves de producdo e aves de companhia e, considerando o contrabando de espécies
de aves tropicais e a sua capacidade de migracéo, evitar a disperséo do parasito.

Desde a sua descricdo, P. bragai tem sido registrada em diferentes espécies de aves
pertencentes as ordens Columbiformes, Galliformes, Passeriformes, Psittaciformes (SANTI et
al., 2017). A maioria das publicacdes sdo registros de ocorréncia do parasito em aves de vida
livre, zoologicos e aves de companhia (SANTI et al., 2018). A escassez de estudos sobre a
biologia e comportamento do parasito em seus hospedeiros, tem dificultado a ado¢do de
medidas de controle da parasitose por ele provocada.

Estudos prévios relatam que, no Brasil, as espécies de moluscos Leptinaria unilamellata
(D’Orbigni, 1835) e Subulina octona (Brugtiéere, 1789) atuam como hospedeiros
intermediarios de P. bragai (KELLER; ARAUJO, 1992; BRANDOLINI; AMATO, 2006). A
literatura encontrada sobre S. octona possui como objetivos esclarecer aspectos
conquiologicos, questdes de sinonimia, distribuicdo geografica, aspectos morfologicos,
histolégicos e comportamentais, desenvolvimento de moluscicidas (BESSA; ARAUJO, 1995;
ALMEIDA; MOTA, 2011, FERREIRA et al., 2009), poucos foram os trabalhos com enfoque
parasitolégico (BRANDOLINI et al., 1997; BRANDOLINI; AMATO, 2006; CALDEIRA et

al., 2007, XAVIER, 2015).
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Os moluscos utilizam carboidratos como principal fonte energética para a manutencdo dos
processos metabolicos e reprodutivos. No entanto, quando expostos a condi¢Bes de estresse,
como a estivacdo e o parasitismo por larvas de trematddeos, outros substratos podem ser
usados para a mesma finalidade (PINHEIRO et al., 2001). Como consequéncia da competicédo
pelas fontes glicidicas e na tentativa de manter o equilibrio homeostatico, reacoes
emergenciais podem ser observadas, tais como a utilizagdo de proteinas como substrato
energético. Porém, o efeito da utilizacdo do esqueleto carbénico de aminoacidos faz com que o
molusco precise lidar com um aumento nos contetdos de aménia, &cido Urico e ureia, que sdo
seus produtos nitrogenados de excrecdo (PINHEIRO et al., 2009).

Alteracdes causadas pela infe¢do por P. bragai na atividade reprodutiva e no metabolismo
de carboidratos foram previamente estudadas em S. octona. Portanto, o objetivo desse estudo
foi elucidar as alteracGes nos padrdes do metabolismo dos produtos nitrogenados de excrecao
para melhor entender o cenario metabolico e as alteracbes causadas pela infeccdo por P.
bragai em seu hospedeiro intermediario S. octona através da analise do contetdo de proteinas
totais, ureia e é&cido Urico, assim como na atividade da (-aspartato:2-oxoglutarato
aminotransferase  (E.C.2.6.1.1) (AST) e (-alanina:2-oxoglutarato aminotransferase
(E.C.2.6.1.2) (ALT), durante 40 dias ap0s a infeccéo.
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2 MATERIAL E METODOS

A obtencdo dos moluscos aptos para a infeccdo e dos ovos do parasito foi realizada como

descrito previamente no item 3 Metodologia Geral, encontrada na pagina 31.

2.1 Coleta e processamento das amostras

A cada 10 dias, durante 40 dias, um grupo de moluscos controle e um grupo infectado
eram necropsiados e dissecados para a coleta de hemolinfa. A hemolinfa foi coletada em
banho de gelo através da remocdo do apice da concha, o material extravasado era gotejado
diretamente sob um microtubo eppendorf com capacidade para 1,5 ml, identificado e
armazenado a -20°C até sua utilizacao.

A concentracdo de proteinas totais, ureia e acido Urico, assim como a atividade da -
aspartato:2-oxoglutarato aminotransferase (aspartato aminotransferase - AST) e -alanina:2-
oxoglutarato aminotransferase (alanina aminotransferase - ALT), presentes na hemolinfa dos
moluscos foi determinada utilizando um analisador automatico A15 (Biosystems®). Os kits de
reagentes para a determinacdo da concentracdo de proteinas, ureia, &cido Urico e atividade de
AST e ALT eram da mesma fabricante do equipamento (Biosystems®). Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais, 20 yuL de amostra foram
adicionados a 1mL de reagente de cor (acetado de cobre (111) 6mmol/L, iodeto de potassio 12
mmol/L, hidréxido de sodio 1,15 mol/L, detergente). O padrdo usado foi albumina sérica
bovina, na concentracdo de 50 g/L. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 540
nm, e o0s resultados expressos em g/L (GORNALL et al., 1949).

Para a avaliacdo da concentracdo de ureia, 10 pL de amostra foram adicionados a
1,5mL do reagente de cor (Tris 200mmol/L, 2-oxoglutarato 5,6mmoL/L, urease > 140U/mL,
glutamato desidrogenase > 140U/mL, etilenglicol 200g/L, azida sodica 0,95¢g/L, pH 8,0,
NADH 1,5mmol/L, azida sodica 9,5g/L). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
aos 340 nm, e os resultados expressos em mg/dL (GUTMANN; BERGMEYER, 1974).
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A determinacdo do acido Urico foi realizada adicionando-se 25 pL de amostra a 1mL
de reagente de cor (fosfatos 100mmol/L, detergente 1,5g/L, diclorofenolsulfonato 4mmol/L,
uricase > 0,12U/mL, ascorbato oxidase > 5U/mL, peroxidase > 1U/mL, 4-aminoantipirina 0,5
mmol/L, ph 7,8). As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 520 nm, e os resultados
expressos em g/L (FOSSATTI et al., 1980).

Para a avaliacdo da atividade enziméatica de ALT, 50 pL de amostra diluida foram
adicionados a 1mL de reagente (Tris 150 mmol/L, L-alanina 750 mmol/L, desidrogenase latica
> 1350 U/L, pH 7,3, NADH 1,9 mmol/L, 2-oxoglutarato 75 mmol/L, hidroxido de sodio 148
mmol/L, azida sodica 9,5 g/L). O produto formado foi determinado por espectrofotometria no
comprimento de onda de 340 nm, expressos em U/L (SOCIEDAD ESPANOLA DE
QUIMICA CLINICA, 1987; GELLA et al., 1985).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica da AST, 50uL de amostra foram adicionados
a ImL de reagente (Tris 121 mmol/L, L-aspartato 362 mmol/L, desidrogenase malica> 460
U/L, desidrogenase latica > 660 U/L, hidroxido de sédio 255mmol/L pH 7,8, NADH 1,9
mmol/L, 2- oxoglutarato 75 mmol/L, hidréxido de sddio 148 mmol/L, azida sddica 9,5 g/L).
Os resultados, expressos em U/L, foram lidos em espectrofotdmetro a 340 nm (SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1987; GELLA et al., 1985).

2.2 Anélise estatistica

A concentracdo de proteinas totais, ureia e acido Urico, assim como a atividade de ALT
e AST foram expressos como média = desvio padrdo (InStat, GraphPad v.4.00; Prism,
GraphPad v.3.02, Prism Inc). A ANOVA foi realizada seguida pelo teste de Tukey para
comparar as médias (InStat, GraphPad v.4.00; Prism, GraphPad v.3.02, Prism Inc).

A regressédo polinomial de terceira ordem foi calculada para analisar a relagéo entre os

valores obtidos e o tempo de infecc¢éo (Prism, GraphPad v.3.02, Prism Inc).
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3 RESULTADOS

Em relagdo a quantidade de proteinas totais presentes na hemolinfa, foi observado um
aumento significativo (p < 0.001) em +19.54% aos 10 d.p.i., + 21,59% aos 20 d.p.i. e +12,80
aos 40 d.p.i nos moluscos infectados pelo trematédeo em comparagdo com os moluscos
controle (ndo-infectados). Aos 30 d.p.i.,, 0 aumento verificado foi de +4,76%. Somando as
médias obtidas nos pontos de analise, podemos verificar um aumento de +14,51% na
concentracdo de proteinas disponiveis na hemolinfa dos moluscos infectados em comparacgéo
aos moluscos controle (Tabela 1).

Foi verificado o aumento na concentragdo de ureia nos moluscos infectados em
comparagdo ao controle em +72,63% ao comparar 0 somatério das médias obtidas. Ao
verificar os valores decorridos 10, 20, 30 e 40 d.p.i, verificamos o aumento da ureia em
+54,57%, +19,40%, +61,86% e +98,43, respectivamente. Porém, observamos diferenca
significativa (p < 0.001) na concentragdo de ureia entre moluscos infectados e controle apenas
aos 40 d.p.i. (Tabela 1).

Um comportamento semelhante foi observado na avaliagdo do conteldo de acido uUrico
presente na hemolinfa, onde 0 aumento comparando as médias de todos os periodos analisados
foi de +23,55%. Averiguando os resultados com os intervalos de 10 dias, vemos aos 10 d.p.i.
um aumento em +21,28%, seguido por um aumento em + 35,53% aos 20d.p.i., de +21,25%
aos 30 d.p.i. e +21,98% aos 40 d.p.i em comparagdo com 0s moluscos controle (ndo-
infectados) (Tabela 1).
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Tabela 1: Efeitos da infeccdo experimental por Paratanaisia bragai sobre a concentracao de
proteinas totais, ureia e &acido Urico de seu hospedeiro experimental Subulina octona,
expressos em media + desvio padrdo da média, ao longo de 40 dias po6s infecgéo (d.p.i.).

Dias apds Proteinas totais (g/L) Ureia (mg/dL) Acido Urico (g/L)
i?;es%a)o Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
10 . 59,67 +2,08%  71,33+1,53° 7,33 +£2522 11,33 +1,53¢ 0,97+0,082 1,14+0,13%
20 59,67 +1,53* 72,67 +1,53° 6,67 £1,162 8,0+£1,02 0,76 £0,07# 1,03+0,18%
30 63,0 £ 2,0? 66,0 £ 1,732 70+x141% 11,33+1,16% 0,8+0,15 0,97+0,11°
40 70,33 £ 0,582 79,33 +3,51° 21,67 £2,082 43,0+ 0° 091+0,06% 1,110,082
¥ das medias 252,67 289,33 42,67 73,66 3,44 4,25
Média Final 63,17 72,33 10,67 18,66 0,86 1,06

ab Médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes, diferem entre si ao nivel de significancia de, no
minimo, 5%,com diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo infectado.

A atividade da enzima alanina aminotransferase mostrou-se significativamente
aumentada (p < 0.001) nos moluscos infectados em comparagédo com o controle em todos os
periodos observados. Sendo maior em +46,26% aos 10 d.p.i., +47,97% aos 20 d.p.i., +26,97%
aos 30 d.p.i. e +96,45% aos 40 d.p.i. Quando somamos todas as médias obtidas durante o
periodo de 40 dias, é possivel verificar um aumento superior em 50% na atividade de ALT
(53,2%) (Tabela 2).

No entanto, a atividade da enzima aspartato aminotransferase mostrou-se
significativamente aumentada (p < 0.001) nos primeiros 10 d.p.i., com valor +44,42% superior
nos moluscos infectados quando comparados com moluscos controle. Aos 20 d.p.i., 0 aumento
foi de apenas +5,6%. Porém, aos 30 d.p.i., observamos a diminuicdo de atividade dessa
enzima em -2,27%, seguido por uma diminuicéo significativa (p < 0.001) em -38,26% aos 40

d.p.i. nos moluscos infectados quando comparados com o controle (Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliacdo da atividade das enzimas alanima aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) em Subulina octona experimentalmente infectada por Paratanaisia
bragai. Dados expressos em média + desvio padrdo da média, ao longo de 40 dias pds
infeccéo (d.p.i.).

Dias p6s infecgdo ALT (U/L) AST (U/L)
(d.p.i.) Controle Infectado Controle Infectado
10 147 + 3,0 215+ 7,07° 415+ 3,462 599,33 + 3,79°
20 232+1,73% 3433+ 6,11° 513+3,02 541,67 £ 42,022
30 241 £3,02 306 +5,2° 692,67 + 7,372 676,33 £ 6,112
40 197,67 +5,13% 388,33 +£12,22° 636 +£ 11,53 392,67 +25,66°
Y das médias 817,67 1252,63 2256,67 2210
Meédia Final 204,42 312,16 564,17 552,5

ab Médias de uma mesma linha seguidas por letras diferentes, diferem entre si ao nivel de significancia de, no
minimo, 5%,com diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo infectado.
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4 DISCUSSAO

As aminotransferases analisadas nesse trabalho, sobretudo a ALT, indicam a existéncia de
danos teciduais e apresentaram valores aumentados, sugerindo uma atividade histolitica
indireta das formas larvais de P. bragai, pois como vimos em capitulos anteriores, 0s estagios
larvais de P. bragai ndo foram observados nos tecidos do hospedeiro. Como consequéncia
dessa intensa degradacéo tecidual, € extravasada para a hemolinfa uma quantidade elevada de
proteinas constituintes dos tecidos danificados. Porém, a hiperproteinemia é uma condicao
desfavoravel ao metabolismo do molusco, sendo necessaria a utilizacdo dessas moléculas.
Uma das formas de aproveitamento desse material é utiliza-lo na gliconeogénese tendo como
objetivo principal diminuir hiperproteinemia da hemolinfa e, em segundo plano, aumentar a
liberacdo de intermediarios glicidicos para a producédo de energia.

Dictus e colaboradores (1987) observaram a existéncia de um neuropeptideo, denominado
calfluxina, em glandula de albimem de Lymnaea stagnalis, o qual atua regulando o influxo de
calcio nas mitocondrias. No presente estudo, a observacdo da reducdo da atividade oxidativa
mitocondrial, leva a aceleracdo da degradacdo anaerdbia da glicose até lactato, elevando de
forma significativa a reducdo de NAD" — NADH.H* citossélico. A AST é uma enzima
essencial para o funcionamento da lancadeira via malato que permite a reoxidacdo do
NADH.H" produzido na reacéo catalisada pela gliceraldeido-3-fostato desidrogenase. Contudo
a atuacdo da via malato, requer, além da atividade catalitica da AST, a acdo sequencial da
malato desidrogenase, pois 0 aspartato transportado da mitocondria para o citossol precisa ser
transaminado para formar oxaloacetato, o qual é reduzido a malato pela malato desidrogenase,
reoxidando o NADH.H", e sendo este malato transportado para o interior da mitocondria.

Considerando que diversas isoformas de malato desidrogenase (BRENDA:EC1.1.1.37), 0
calcio é um metal que atua como ativador da enzima, podemos compreender que, aléem das
diferentes interpretaces clinicas que a atividade da AST possa ter, no presente estudo, a
elevacdo de sua atividade na hemolinfa pode estar associada ndo apenas ao dano tecidual
causado pelas larvas de P. bragai em desenvolvimento, mas também a aceleracdo da
lancadeira via malato, a qual esta acoplada a reacdo catalisada pela enzima malato

desidrogenase, que requer o fon Ca*? como ativador.
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A utilizacdo das proteinas como substrato energético corrobora com resultados
encontrados em capitulos anteriores, onde observamos que os moluscos ndo fazem uso de suas
reservas glicidicas frente a infeccdo por P. bragai. Além disso, consequéncia do uso das
proteinas extravazadas na hemolinfa, verificamos o aumento significativo dos niveis de
glicose nos moluscos infectados em todos os pontos de analise. Em contrapartida, foi
verificado que o piruvato (produto da glicolise) encontrava-se reduzido nos moluscos
infectados, indicando a répida conversdo desse &cido pela acdo da enzima lactato
desidrogenase em lactato. Observamos previamente também, que o0s &cidos organicos
indicadores do funcionamento do ciclo de Krebs apresentavam valores significativamente
menores em moluscos infectados comparados com os moluscos controle. Esse cenério
metabdlico nos aponta novamente para a ocorréncia da gliconeogénese, porém também indica
que o ciclo de Krebs esta sendo inibido, dessa forma, esses aglcares presentes na hemolinfa
estdo sendo aproveitados através da via anaerobia, confimada pelo aumento das concentracdes
de lactato e de atividade de LDH aos 10 d.p.i. e 40 d.p.i.

O consumo dos aminoacidos como substrato energético causa alteracdes na excrecdo de
produtos nitrogenados, pois 0s aminoacidos sdo desmembrados em um esqueleto carbonico,
que segue como um o-cetoacido utilizado para a producéo de energia e reoxidar o NADH.H?,
e em um grupo NH4*. A amdnia produzida neste processo pode ser destinada a formacdo de
novos aminodacidos, aminas bioldgicas e nucleotideos; ou ainda ser desviada para formacéo de
carbamil fosfato e entrar no ciclo da ornitina. Caso o grupamento NH4* seja enderecado para
formacdo de nucleotideos, esta sintese ocorre pela via das purinas, tendo como um dos seus
produtos o acido urico. Porém, se o destino for a formag&o de carbamil fosfato, o grupamento
nitrogenado entra no ciclo da ornitina e é excretado na forma de ureia (LIMA, 2016;
NELSON; COX, 2011).

Os moluscos terrestres, em fun¢do da sua maior dificuldade em manter o seu balanco
hidrico, estdo expostos a perda excessiva de agua e, portanto, a dessecacdo, buscando
mecanismos fisioldgicos que evitem a perda excessiva de agua. Assim, em condi¢des normais,
estes moluscos excretam predominantemente o acido Urico como produto nitrogenado de
excrecdo/degradacgéo, o qual pode ser eliminado em forma concentrada com pouca perda de

agua, exibindo um padrdo excretor uricotélico. Apesar da eliminagéo de acido Urico necessitar
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de quantidades menores de 4gua, em comparacao a eliminagédo de ureia, em niveis elevados na
hemolinfa, esse componente pode cristalizar, causando danos maiores ao molusco.

A hiperproteinemia decorrente dos danos teciduais, leva, entdo, a uma sobrecarga de
produtos nitrogenados oriundos das reacdes de desaminacao catalisadas pela transaminases, 0
que faz 0 molusco ter que excretar este excesso de produtos nitrogenados, a fim de evitar a
intoxicacdo do organismo. Assim, no momento em que a producdo de &cido Urico se eleva
demasiadamente, elevando sua concentracdo hemolinfatica, se d& a saturagdo da via e,
consequentemente, ocorre a estimulacdo da aceleracdo da via da ureia. Elevando a producéo
desta pelo molusco, realizando a detoxificacdo do organismo (LIMA, 2016).

A requisicdo de substratos protéicos pelos parasitos em desenvolvimento esta
relacionada ao seu intenso processo de multiplicacdo assexuada, no ciclo dos trematodeos,
combinados com a alta demanda de proteinas para sintese de membrana celular de suas
organelas (PINHEIRO, 2003). Portanto, além da sua utilizacdo como substrato energético para
a gliconeogénese, os aminoacidos também podem ser usados na constituicdo corporal dos
parasitos em desenvolvimento. H& também a referéncia ao consumo direto de L-arginina por
larvas de trematddeos durante seu desenvolvimento larval intramolusco (NEGRAO-CORREA
et al., 2008).

Esta constatacdo nos remete diretamente a aceleracdo do ciclo da ureia observada no
presente estudo, que exige a presenca de aspartato, o qual reage com a citrulina oriunda da
mitocondria para formar o argininosuccinato que é clivado em fumarato e arginina. Assim, a
producdo acelerada de arginina, no ciclo da ureia, ndo apenas explica a elevagdo do conteudo
de ureia na hemolinfa, mas também a elevacéo da atividade a AST, a qual catalisa a formacéo
do aspartato, necessario para manutencdo do ciclo da ureia, por transaminacdo do

oxaloacetato.
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CAPITULO IV

ALTERACOES NO METABOLISMO DE CALCIO E CRESCIMENTO DA CONCHA
DO MOLUSCO TERRESTRE SUBULINA OCTONA (GASTROPODA,
SUBULINIDAE) EXPERIMENTALMENTE INFECTADO POR PARATANAISIA
BRAGAI (DIGENEA, EUCOTYLIDAE)
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RESUMO
A presenca do mineral célcio é indispensével para o desenvolvimento dos moluscos, pois além
de ser o principal componente da concha desses animais, ele é considerado um importante
fator para o metabolismo energético. O objetivo desse estudo foi analisar as alteracdes nos
conteddos de calcio na concha e hemolinfa de Subulina octona experimentalmente infectada
com Paratanaisia bragai, relacionando estes pardmetros com o crescimento e 0 metabolismo
energético geral do molusco hospedeiro. Os moluscos infectados foram expostos
individualmente por 24 horas a 20 ovos do parasito e quatro grupos contendo moluscos
infectados foram formados (10, 20, 30 e 40 d.p.i.), assim como grupos controle. A cada 10
dias, os moluscos eram medidos, a hemolinfa coletada e as conchas removidas eram lavadas e
processadas. O contetdo de célcio nas conchas dos moluscos infectados com P. bragai foi
menor do que o observado nos moluscos controle em todos os periodos analisados. No
entanto, com excessao aos 30 d.p.i., 0 conteudo de calcio hemolinfatico foi maior nos pontos
de observacdo. O padrdo oscilante verificado previamente em pardmetros da biologia
reprodutiva e metabolismo de carboidratos também foi observado na anélise polinomial entre
a concentracdo de calcio na concha e o tempo de infec¢do.Além disso, os moluscos infectados
apresentaram crescimento menor gque o verificado para os moluscos controle. Tais resultados
podem refletir as alteragdes metabdlicas origindrias do processo de mobilizacdo de
carboidratos para obtencdo, por via anaerdbia, de energia e uso de precursores ndo glicidicos
para a sintese de glicose e subsequente obtencdo de energia. Assim, o calcio, presente na
concha, predominantemente sob a forma de carbonato de célcio (CaCOs3), é mobilizado para a
hemolinfa com a liberacdo do carbonato e consequente hidratacdo para levar a formacdo do
tampdo bicarbonato e compensar as possiveis alteracbes decorrentes do aumento da
concentracdo de lactato, que causaria a reducdo do pH dos liquidos corporais e prejuizos ao

funcionamento do metabolismo geral do animal.

Palavras-chave: trematddeo digenético, relacdo parasito-hospedeiro, metabolismo energético.
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ABSTRACT
The presence of the mineral calcium is indispensable for the development of snails, because in
addition to being the main component of the shell of these animals, it is considered an
important factor for energy metabolism. The aim of this study was to analyze changes in
calcium content in the shell and hemolymph of S. octona experimentally infected with P.
bragai, relating these parameters to the growth and general energetic metabolism of the host
snail. The infected snails were individually exposed for 24 hours to 20 parasite eggs and four
groups containing infected snails were formed (10, 20, 30 and 40 d.p.i.), as well as control
groups. Every 10 days, the snails were measured, the hemolymph collected and the shells
removed were washed and processed. The calcium content in the shells of snails infected with
P. bragai was lower than that observed in control snails in all periods analyzed. However,
with the exception of 30 a.i., the hemolymphatic calcium content was higher at the observation
points. The oscillating pattern previously verified in parameters of reproductive biology and
carbohydrate metabolism was also observed in the polynomial analysis between the
concentration of calcium in the shell and the time of infection. In addition, the infected snails
showed less growth than that observed for the control snails. Such results may reflect the
metabolic alterations originating from the carbohydrate mobilization process to obtain energy,
anaerobically, and use of non-glycidic precursors for glucose synthesis and subsequent energy
acquisition. Thus, calcium, present in the shell, predominantly in the form of calcium
carbonate (CaCO3), is mobilized to the hemolymph with the release of carbonate and
consequent hydration to lead to the formation of the bicarbonate buffer and compensate for
possible changes resulting from the increase in lactate concentration, which would cause the

pH reduction of body fluids and impair the functioning of the animal's general metabolism.

Keywords: digenetic trematode, parasite-host relationship, energy metabolism.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, o ion célcio ganhou significativo destaque na Fisiologia e Bioquimica,
deixando de ser visto apenas como um mineral com funcdo estrutural, na composicao de
0ss0s, conchas e outras estruturas em animais. Passando a ser amplamente reconhecido como
segundo mensageiro, cofator de diversas enzimas, mediador na transmisséo de potencial de
acdo, componente de solucdo tampao em processos metabélicos e producdo de células de
defesa dos moluscos, os hemdcitos, além de influenciar na sua capacidade fagocitica (ZELCK
etal., 1995; MAGALHAES et al., 2011).

Nos gastropodes, a concha composta predominantemente por este mineral esta presente
em todos os representantes deste grupo. Porém, os artigos publicados pelo grupo chefiado por
Marijke de Jong-Brink, principalmente na década de 1980, evidenciaram o papel do calcio
como importante fator para o metabolismo energético, uma vez que o hormonio calfluxina
(CaF) secretado pelas células caudodorsais (CDC) do sistema neuro enddcrino (NES) nos
moluscos, regula o influxo de calcio nas mitocondrias, alterando, subsequentemente, a acao
catalitica das desidrogenases envolvidas no metabolismo oxidativo mitocondrial (DICTUS et
al., 1978; DE JONG-BRINK et al., 1988a; 1988b; DICTUS et al., 1988; SCHALLIG et al.,
1991a; 1991b; HORDIJK et al., 1991; 1992).

Quando olhamos para a coevolugdo que tornou obrigatdria a associacao das larvas de
trematodeos digenéticos com moluscos para que possam realizar, ao menos, o inicio do seu
desenvolvimento larval, a importancia deste ion se avoluma de forma significativa.

Ao ingressar no corpo do molusco, seja de forma ativa ou passiva, como no caso de
Paratanaisia bragai (Santos, 1934), as larvas do trematddeo digenético passam a ter o corpo
do molusco como seu Unico ambiente e nicho ecoldgico. E deste habitat que as larvas retiram
0s nutrientes essenciais para a obtencdo da energia metabdlica para garantir os processos
plasticos presentes em seu desenvolvimento intramolusco, como a intensa multiplicagéo
assexuada que ocorre. Ademais, € no organismo deste molusco que as larvas eliminam seus
produtos de excre¢do, assim como, liberam produtos de excrecdo, estes ultimos que podem

modular o sistema de defesa interno (IDS) e o NES do molusco hospedeiro, visando garantir
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as condicdes necessarias para seu desenvolvimento chegar a termo (PINHEIRO; AMATO,
1994, BECKER, 1980).

Paratanaisia bragai é um trematdédeo digenético de ampla distribuicdo geogréfica,
sendo registrado na América do Sul, América Central, Oceania e Asia (KELLER; ARAUJO,
1992; KUMAR et al., 2009). No Brasil, parasitos deste género tém sido encontrados nos
Estados do Parana (TARODA et al., 2013), Goias (CARNEIRO et al., 1975), Rio de Janeiro
(SANTQOS, 1934 apud PINTO el at., 2004; MENEZES et al., 2001), Sdo Paulo (SANTI et al.,
2018; SANTI et al., 2017; SILVA et al., 2016) e Minas Gerais (TEODORO et al., 2018;
TAVELA etal., 2014).

Maldonado (1945a), Keller e Araudjo (1992) e Brandolini e Amato (2006) estudaram o
ciclo bioldgico desse parasito indicando os moluscos terrestres Subulina octona (Bruguiere,
1789) e Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835) como hospedeiros intermediarios no Brasil.
Sdo animais hermafroditas, considerados pragas agricolas e encontrados em locais umidos e
sombreados, como jardins de flores e hortas (ARAUJO; BESSA, 1993; BOFFI, 1979). Um
aspecto importante que destaca a relevancia dos estudos sobre S. octona é o seu papel como
hospedeiro intermediario no ciclo biolégico de parasitos de relevancia médica e veterinaria
(DURCO et al., 2013), como Platynosomum illiciens (Braun, 1901), um importante parasito
de gatos domésticos (MALDONADO, 1945b); Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) 1905,
parasito de cdes domésticos e carnivoros silvestres (BESSA et al., 2000) e A. cantonensis
parasito de ratos (CALDEIRA et al., 2007).

O maior volume de publicacGes sobre P. bragai, trata de registros de aves encontradas
naturalmente infectadas em zooldgicos, centros de triagem e conservacdo da vida selvagem.
Destas caracteristicas, depreendemos a elevada importancia veterinaria deste parasito, pois a
atividade de contrabando de aves selvagens acaba por contribuir por dispersar o parasito para
diversas regibes geograficas. Além disso, P. bragai tem sido registrada infectando aves
domeésticas ou domesticadas, como papagaios e calopsitas, 0 que traz a tona o atual conceito
relativo a One Health onde esforgos de diferentes areas devem atuar em sinergia para a
resolucéo de questBes de salude humana, veterinaria e ambiental.

Os artigos pioneiros no estudo da relacdo de P. bragai com seu hospedeiro

intermediario molusco sdo aqueles de Brandolini (BRANDOLINI et al., 1997;
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BRANDOLINI; AMATO, 2006). O conhecimento da fisiologia da interacdo entre molusco e
larvas de trematddeos, trazem informacBes importantes para embasar 0s programas de controle
integrado das doencas parasitarias. Assim, vemos que no sistema P. bragai/S. octona ha uma
auséncia de informacdes, fazendo com que o controle desta infeccdo em aves seja dificultado
ou ndo efetivo.

Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar as alteracfes nos conteudos de
calcio em concha e hemolinfa de S. octona experimentalmente infectada com P. bragai,
relacionando estes parametros com o crescimento e o metabolismo energético geral do

molusco hospedeiro.
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2 MATERIAL E METODOS
A obtencdo dos moluscos aptos para a infeccdo e dos ovos do parasito foi realizada
como descrito previamente no item 3 Metodologia Geral, encontrada na pagina 31.

2.1 Coleta e processamento das amostras

Os moluscos foram acompanhados durante 40 dias. A cada 10 dias, foi realizada a
medicdo em milimetros (mm) dos moluscos utilizando um paquimetro universal, com
capacidade para 200mm e resolucdo de 0,05mm (Marca Mitutoyo, modelo 530-114BR) e,
posteriormente, a necropsia para a coleta de hemolinfa e da concha.

A hemolinfa foi coletada em banho de gelo através da remoc¢éo do apice da concha, o
liguido extravasado foi gotejado diretamente em um microtubo eppendorf com capacidade
para 1,5 ml, identificado e armazenado a -20°C até sua utilizacdo. Para a determinacdo da
concentracdo de calcio na hemolinfa o analisador automatico A15 (Biosystems®) foi utilizado
utilizando kits de diagndstico (Biosystems®), neste 15 pL de amostra foram adicionados a
ImL de reagente de cor (arsenazo Il 0,2 mmol/L, imidazol 75 mmol/L). As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro a 650 nm, e a concentracdo hemolinfatica de célcio foi
expressa em mg/dL (MICHAYLOVA; ILLKOVA, 1971).

As conchas foram removidas, lavadas em &gua destilada, deixadas para secar a
temperatura ambiente, pesadas em balanca digital analitica (Bel®) e guardadas secas em
temperatura ambiente. A determinacdo de calcio na concha foi realizada de acordo com as
metodologias descritas em 2009 por Soido e colaboradores (As conchas foram colocadas em
mufla a 450° C durante 48 horas, posteriormente as cinzas foram pesadas e adicionadas a 50
ml de acido nitrico concentrado durante 12 horas. Apds a abertura das conchas, 1 ml dessa
solucdo foi elevado & 100 ml utilizando agua destilada e um baldo volumétrico. Em um
erlenmeyer, adicionou-se 25 ml da solucdo de abertura diluida, 40 ml de &gua destilada, 10 ml
de hidroxido de potassio 30% e 0,1g de murexida. Em uma bureta de vidro de 50 mL, foi
adicionado 50mL de solugédo de EDTA 0,1M (Dissolver 37,22 g de Etilenodiaminotetracetato
Dissddico Diidratado em um baldo de volumétrico de 1000 ml, contendo 500ml de agua
destilada. Agitar e adicionar agua destilada até completar 1000 ml). Titular as amostras com

solugdo de EDTA 0,1M até que a coloragdo passe de vermelho cereja para lilas e anotar o
105



volume gasto. Para a obtencdo do padrdo deve-se pipetar 25 ml de solucdo padrdo de
carbonato de célcio 0,01mol/L para um erlenmeyer e adicionar 40 ml de &gua destilada, 10 ml
de hidroxido de potassio e 0,1 g de murexida e realizar a titulagdo com EDTA 0,1M onde a
coloracdo passara de vermelho cereja para lilas e anotar o volume de EDTA 0,1M gasto.). A
massa de carbonato de calcio foi calculada e expressa em mg de CaCOz/g de cinza.

Nos mesmos intervalos, trés moluscos de cada grupo (infectado e controle) foram
dissecados e colocados no fixador Duboscqg-Brasil (FERNANDES, 1949) durante 48h e depois
transferidos para alcool 70% até a realizacdo do processamento. O processamento foi
realizado pela técnica histologica de rotina (TOLOSA et al., 2003) no Laboratério de Técnicas
Histologicas do Departamento de Biologia Animal da UFRRJ. Cortes seriados com 5um de
espessura foram obtidos. O material foi submetido ao procedimento de coloracdo de von
Kossa para a marcacdo de calcio. O material foi observado sob o microscopio Olympus
BX51®, e as imagens foram capturadas com o software Olympus CellSens Standard (CS-ST-
V1, CellSens Standard, v.1.00) ®.

2.2 Andlise estatistica

Os resultados numéricos da analise de célcio foram expressos como média + desvio
padrdo. As médias observadas no grupo infectado foram comparadas com o controle através
do teste t para dados ndo pareados (a=5%). Two-way ANOVA foi utilizado para verificar as
diferencas significativas entre as médias. A relacdo entre o tempo de infeccdo e os parametros
estudados (quantidade de calcio presente na concha e na hemolinfa e crescimento da concha)
foi determinada pela analise de regressdo polinomial (InStat, GraphPad, V.4.00, Prisma,
GraphPad, v.3.02, Prisma Inc.).
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3 RESULTADOS

O contetdo de célcio nas conchas ndo variou de forma significativa dentro dos grupos
controle (ndo infectado) (P=0,3010; r’=0,33) e infectado (P=0,1198; r>=0,52) ao longo dos 40
dias de observacao. Apesar do conteudo de célcio nas conchas de S. octona infectadas com P.
bragai ter sido menor do que nos moluscos ndo infectados em todos os periodos de anélise
(Tabela 1), quando foi realizada a analise comparativa entre 0s grupos, a cada periodo de
infeccdo, utilizando o teste two-way ANOVA, ficou evidenciada a existéncia de diferenca
significativa apenas entre os moluscos nao infectados e infectados aos 30 dias de infec¢do com
P. bragai (P<0,001).

A andlise de regressdo polinomial revelou relagdo significativa (r>=0,91) entre a
concentracdo de calcio na concha e o tempo de infeccdo (Figura 1A), havendo o mesmo
padrdo oscilante observado em parametros da biologia reprodutiva e metabolismo de
carboidratos no presente estudo.

De forma semelhante ao que foi observado para a concentracdo de célcio na concha, na
hemolinfa, a analise de regressdo polinomial revelou haver apenas relacao significativa entre o
tempo de infeccdo e o contetudo de célcio na hemolinfa para os moluscos infectados (Figura
1B).
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Figura 1: Relacdo entre o tempo de infeccdo (em dias) de Subulina octona com larvas de
Paratanaisia bragai e o contetdo de célcio A) na concha dos moluscos (mg CaCOas/g de

cinza); B) na hemolinfa (mg/dL) do molusco hospedeiro.
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O contetdo de calcio na hemolinfa dos moluscos ndo infectados (controle) néo variou
ao longo dos 40 dias de observagdo (P=0,3566; r’=0,29), 0 mesmo ocorreu com os moluscos
infectados com P. bragai (P=0,6223; r?=0,15) (Tabela 1). O teste t revelou nio haver, em
média, diferenca significativa entre o conteddo de calcio na hemolinfa de moluscos S. octona
infectados com P. bragai e ndo infectados (P=0,0790). Contudo, quando comparamos 0S
valores obtidos aos pares em cada periodo do desenvolvimento larval intramolusco analisado,
através da analise de variancia (two-way ANOVA), ficou evidente a diferenca significativa na
concentracdo de célcio na hemolinfa de moluscos nédo infectados e infectados em quase todos

os periodos, com excecdo do periodo de 30 d.p.i.

Tabela 1: Variacdo no conteudo de célcio na concha (expresso como mg de CaCOs/g de
cinza) e na hemolinfa (expresso em mg de Ca™/dL) de Subulina octona infectada
experimentalmente por Paratanaisia bragai, ao longo do periodo pré-patente de infecgdo
(expresso em dias). Valores expressos em média * desvio-padréo (X + DP)

Concha Hemolinfa
Tempo de infeccao (mg de CaCOs/g de cinza) (mg/dL)
(dias) X +DP X +DP
Controle Infectado Controle Infectado
10 48,02 + 0,557~ | 47,09 + 1,98** | 27,57 + 0,38%* | 28,49 + 0,15%B
20 49,44 +151%~ | 48,67 +£0,39** | 27,14 + 0,46** | 28,33 + 0,18%"
30 47,68 + 1,173 40,89 + 0,40*B | 27,68 +0,122* | 27,43 +0,16*4
40 47,83 + 0,402 46,25 +0,70** | 27,73 +0,52*A | 29,06 + 0,14*B

* Medias de uma mesma coluna seguidas pelas letras minasculas iguais, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de significancia (P<0,05).
** Médias de uma mesma linha seguidas pelas letras maiusculas iguais, ndo diferem entre si

ao nivel de 5% de significancia (P<0,05).
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Ao analisarmos a evolucdo do comprimento da concha dos moluscos ao longo do
periodo de desenvolvimento larval intramolusco, correspondente ao periodo pré-patente de
infeccdo de S. octona com P. bragai, observamos que, por amostra de conveniéncia, moluscos
maiores foram utilizados para as infeccdes experimentais. Contudo, o crescimento percentual,
expresso através do comprimento da concha dos moluscos, foi sempre maior nos moluscos
ndo infectados (Tabela 2), sendo 1,28% maior do que o crescimento percentual do
comprimento da concha de S. octona infectada com P. bragai. Apesar desta variacdo, a
diferenca observada, ndo foi significativa (P=0,3696; r’=0,10).

Quando analisamos de forma comparativa 0 comprimento da concha dos pares,
moluscos controle (ndo infectado) e infectado, em cada periodo (two-wayANOVA),
observamos que apenas aos 30 dias de infeccdo ndo ha diferenca significativa entre o

comprimento médio da concha dos moluscos controle e infectado (P>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Variagfes no comprimento de concha (expresso em cm) de Subulina octona ao
longo do desenvolvimento larval intramolusco de Paratanaisia bragai em infeccdo
experimental. Média + desvio-padrdo = X + DP.

- g Comprimento de concha (cm) Diferenca
empo de
. . Aumento Aumento percentual entre
infeccéo Controle Infectados .
_ percentual percentual  infectados e
(dias) X + DP X + DP
(%) (%) controle (%0)
0 1,19 +0,1308%"A™ - 1,25 + 0,1148%*8 - 5,04
10 1,29 +0,1285%4 8,40 1,35+ 0,1196*B 8,00 4,65
20 1,34 +0,1296%4 12,60 1,40 +0,1279*B 12,00 4,48
30 1,40 +£0,1274>4 17,65 1,45 +0,1213%A 16,00 3,57
40 1,41 +£0,1275%4 18,49 1,45 +0,1176*B 16,00 2,84
Média 1,3262 14,28 1,3790 13,00 3,98

* Médias de uma mesma coluna seguidas pelas letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de significancia (P<0,05).
** Médias de uma mesma linha seguidas pelas letras maiusculas iguais, ndo diferem entre si

ao nivel de 5% de significancia (P<0,05).
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A andlise de regressdo polinomial revelou uma fraca relagédo entre o tempo de infeccao
e 0 crescimento do comprimento da concha de moluscos infectados com P. bragai (Figura 2).
Embora o tamanho dos moluscos infectados sempre se manteve acima daquele observado para
os moluscos ndo infectados, € preciso atentar para o fato de termos iniciado a infeccdo dos
moluscos com espécimes maiores do que aqueles que foram tomados como grupo controle.

Ao contrario da percepgdo inicial, os moluscos infectados apresentaram crescimento
menor do que o que foi verificado para os moluscos ndo infectados (controle). Quando
comparamos a variacdo percentual dos moluscos de ambos os grupos no periodo 0 (zero),
antes da infeccdo, os moluscos infectados sdo 5% maiores do que os do grupo controle, ao
longo do periodo pré-patente estudado esta variacdo percentual vai sendo reduzida (Tab. 2).

A analise histoquimica pela técnica de von Kossa revelou intensa deposi¢do de célcio nos
tecidos da glandula digestiva (Figura 3). Nos moluscos controle verifica-se a presenca de
grandes quantidades de célcio, o tecido conjuntivo frouxo e a estrutura acinar mostraram-se
preservados, nos acinos verifica-se a presenca de material amorfo em seu interior (Figura 1A).
As imagens obtidas de moluscos infectados por P. bragai evidenciaram a presenca de larvas
do parasito, danos a estrutura dos acinos caracteristicos da glandula digestiva e intensa
vacuolizacdo. No entanto, apesar dos danos teciduais observados, é possivel verificar a
presenca de célcio de maneira difusa no tecido, e, também, no interior dos estagios larvais
(Figura 1B, 1C e 1D).
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Figura 2: Relacdo entre o tempo de infeccdo com Paratanaisia bragai e o crescimento da

concha de Subulina octona, expresso como comprimento de concha (em cm).
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Figura 3: Histoquimica para célcio em tecidos de Subulina octona experimentalmente
infectada com Paratanisia bragai. A) Seccdo de glandula digestiva de molusco néo
infectado (controle), com marcagdo intensa (setas) evidenciando a presenca de grande
quantidade de célcio neste tecido; a — regido acinar. Barra da escala = 50um. B) Regido da
glandula digestiva de molusco infectado aos 30 d.p.i., com intensa presenca de calcio nos
tecidos do hospedeiro (setas) e nas larvas do parasito em desenvolvimento (L), com
intensa desorganizacdo da estrutura acinar. Barra da escala = 50um. C) Regido da glandula
digestiva de molusco infectado aos 30 d.p.i. com aumento significativo da quantidade de
calcio nos tecidos de forma difusa (setas), evidenciando o lumen tubular (1), vacuolizacéo
(*), desorganizacdo da estrutura acinar e aumento da quantidade de material amorfo intra
acinar (ma). Barra da escala = 50um. D) Corte de parte da glandula digestiva (DG) e de
ovotestis de molusco infectado aos 30 d.p.i., neste ultimo observamos gametas femininos
(0) e masculinos (s) em desenvolvimento, porém sem a presenca de depdsitos de célcio na
regido da gbnada. Barra da escala = 50um. Coloracdo: von Kossa. ObservagOes feitas em
campo claro (A e B) e DIC (Ce D).
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4 DISCUSSAO

Analisando de forma global os resultados obtidos neste estudo, observamos que 0
contetdo de célcio nas conchas dos moluscos infectados manteve-se abaixo dos valores
obtidos para os moluscos néo infectados, o que leva os hospedeiros a crescerem menos, sendo
evidenciado pela reducdo progressiva do percentual deste parametro ao longo do periodo pré-
patente analisado.

Brandolini e colaboradores (1997) observaram que o parasitismo por P. bragai exerce
influéncia sobre o crescimento de S. octona. Estes autores constataram que entre a I* e 52
semanas de infeccdo, os moluscos infectados exibiram crescimento maior do que aquele dos
moluscos do grupo controle. Contudo, esta diferenga foi mais pronunciada na 42 semana de
infeccdo. Ainda, foi observado que a partir da 62 semana, quando as larvas alcancaram o
estagio de metacercéria, o crescimento dos moluscos infectados com P. bragai foi inferior ao
dos ndo infectados, com a progressao desta reducdo de crescimento até o final do periodo de
observacao utilizado por estes autores (10% semana de infec¢do). No presente estudo, de forma
oposta, os moluscos infectados tiveram uma taxa de crescimento menor do que 0s moluscos
ndo infectados, tal divergéncia pode estar associada ao nimero de ovos de P. bragai utilizados
para a infeccdo experimental, o que resultou em cargas parasitarias diferentes, uma vez que
assumimos que Brandolini e Amato (2006) em um outro artigo utilizaram cinco ovos do
trematodeo para as infeccGes experimentais, e, no presente estudo foram utilizados vinte ovos,
elevando a carga parasitaria e, consequentemente, os efeitos do desenvolvimento larval
intramolusco sobre o metabolismo do molusco hospedeiro.

Simultaneamente as alteracbes no conteddo de célcio na concha, observou-se que a
calcemia foi, em média, maior nos moluscos infectados (28,33mg/dL) em comparagcdo aos
animais nao infectados (27,53mg/dL), sendo inferior aos valores obtidos para 0s animais
controle apenas aos 30 dias de infeccéo.

Tunholi e colaboradores (2011) observaram que em B. glabrata infectada com
diferentes cargas miracidiais de E. paraensei o conteido de célcio na concha é maior do que
nos moluscos ndo infectados nas duas primeiras semanas de infec¢do, sendo

significativamente reduzido nas duas semanas subsequentes. Enquanto que na hemolinfa o
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comportamento foi oposto, com reducédo inicial e elevacdo final da calcemia. No presente
estudo, o metabolismo de célcio seguiu um padrdo semelhante ao observado por Tunholi e
colaboradores (2011) nas duas primeiras semanas de infeccdo, sendo reduzido na concha e
elevado na hemolinfa, o que nos permite inferir que as alteracdes decorrentes no metabolismo
de S. octona em decorréncia da infeccdo por P. bragai sdo mais severas do que aquelas
observadas em B. glabrata infectada com E. paraensei, mobilizando as reservas de célcio da
concha para a hemolinfa, elevando a capacidade tamponante deste meio fisioldgico.

Tais resultados podem refletir as alteracfes metabdlicas que surgem no processo de
mobilizacdo de carboidratos para obtencédo, por via anaerdbia, de energia e outros precursores
ndo glicidicos para a sintese de glicose e subsequente obtencdo de energia. Estes processos
metabdlicos elevam de forma significativa a concentracdo de acidos organicos, tal como foi
evidenciado com o contetdo de &cido latico na hemolinfa de moluscos infectados,
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em capitulo anterior do
presente estudo. Assim, o célcio, presente na concha, predominantemente sob a forma de
carbonato de célcio (CaCOs), € mobilizado para a hemolinfa com a liberacdo do carbonato e
consequente hidratacao para levar a formacdo do tampdo bicarbonato e compensar as possiveis
alteracdes decorrentes do aumento da concentracdo de lactato que causariam a redu¢do do pH
dos liquidos corporais e prejuizos ao funcionamento do metabolismo geral do animal, como,
por exemplo, pela alteracdo ou inativacdo de enzimas.

Geralmente, a infec¢do por larvas de trematodeos leva a deplecdo de estoques de
carboidratos dos hospedeiros intermediarios, uma vez que estes substratos sdo a base do
metabolismo energéticos de moluscos (JOOSSE; VAN ELK, 1986). Contudo, em capitulo
anterior, ficou evidenciado que a infeccdo com P. bragai tem poucos reflexos sobre os
depositos de carboidratos, havendo principalmente a elevacdo da glicemia de S. octona, em
decorréncia desta infec¢éo.

Nos moluscos S. octona, a infeccdo por P. bragai levou a uma significativa
hiperproteinemia, relacionada a lesdes celulares, caracterizadas pela elevacgéo da atividade da
ALT. Assim, o molusco necessita metabolizar o excedente de proteinas hemolinféaticas,
levando a elevacdo de produtos nitrogenados de excrecdo, como ureia e &cido drico,

provocando mudancas no pH do meio. Esta degradagdo dos substratos proteicos, leva a um
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balango negativo em funcdo do alto consumo de nutrientes pelas larvas em desenvolvimento e
levando a um aumento na producdo de &cidos organicos, seguido da reducdo do pH
hemolinfatico (PINHEIRO; AMATO, 1994).

Tal processo dispara a mobilizagdo do CaCOs da concha para que o carbonato possa
compor o tampao bicarbonato e levar a correcdo do pH para que este ndo varie além dos
limites fisiologicos (DE WITT; SMINIA, 1980; PINHEIRO; AMATO, 1994).

A andlise histoquimica mostra a presenca de célcio distribuido de forma dispersa na
glandula digestiva dos moluscos infectados. Esse resultado corrobora com os demais
encontrados no presente estudo, pois o calcio presente no molusco esta sendo mobilizado para
formacdo do tampdo bicarbonato. Além disso, como foi relatado em capitulo anterior, a
presenca do parasito causa danos teciduais intensos no molusco hospedeiro.

Concluindo, observamos que os efeitos da infeccdo de S. octona com P. bragai séo
bastante divergentes do que temos encontrado na literatura quanto a sua sequéncia de eventos,
com reduzida mobilizacdo de carboidratos e elevada metabolizacdo de proteinas. Neste caso,
ndo devido a um balango energético negativo decorrente da elevacdo da demanda energética
pelas larvas em desenvolvimento, mas como consequéncia das lesdes teciduais provocadas
pelo desenvolvimento larval intramolusco, levando a hiperproteinemia. Assim, o molusco
langa m&o de processos homeostaticos, visando retomar o equilibrio &cido-bésico do meio

interno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Analisando o conjunto de resultados obtidos no presente estudo, podemos melhor
definir as alteracdes reprodutivas e metabolicas em Subulina octona quando infectada, sob
condicdes experimentais, pelo digenético Paratanaisia bragai.

Em relagcdo aos aspectos reprodutivos, a quantidade semelhante de galactogénio e a
auséncia de larvas em desenvolvimento nos tecidos gonadais indicam a existéncia de um
processo de castracdo parasitaria causada por mecanismos indiretos enddcrinos, levando a
inibicdo da maturacdo dos odcitos, provavelmente devido a presenca de produtos de excrecao
e secrecdo (E/S) liberados pelas larvas durante o seu desenvolvimento intramolusco. Dessa
forma, os resultados obtidos nos pardmetros analizados indicam que a castra¢do, ndo é do tipo
nutricional e nem direta, ocorrendo de forma indireta pela modulacdo do sistema neuro-
enddcrino do hospedeiro pelo parasito, afetando o funcionamento das regides secretoras das
células caudo dorsais e corpo dorsal.

O mapa metabdlico, presente na pagina X, foi reformulado de tal forma que fosse
possivel observar os achados desse estudo. Na figura, representamos em verde todos o0s
parametros nos quais as médias globais se mostraram aumentadas e em vermelho todos
aqueles em que as médias se apresentaram diminuidas nos moluscos infectados em
comparagdo com o controle.

Nesse esquema, podemos ver a inibicdo do ciclo de Krebs, ou seja, a desaceleracdo do
metabolismo aerdbio, indicada pela diminuicdo do conteudo de piruvato, oxalato e succinato.
Porém, 0 metabolismo anaerébio é aumentado, como pode-se observar com 0 aumento da
atividade da lactato desidrogenase e aumento do contetdo de lactato. Esses resutados indicam
a ocorréncia de um desvio metabolico onde a atividade do metabolismo oxidativo
mitocondrial é reduzida e ocorre 0 aumento da atividade fermentativa no sentido de degradar o
piruvato para formacéo de lactato, com garantia de producéo rapida, apesar de menos rentavel,
de energia e de reoxidacdo dos aceptores de elétrons (NAD™).

A diminuicdo no conteldo de &cidos orgéanicos pode entendida como uma resposta
fisiologica na tentativa de equilibrar o pH. Além disso, a reducdo nos niveis de &cido oxalico

pode indicar que esse composto esta sendo utilizado como um substrato necessario para o
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desenvolvimento de esporocistos e cercarias. Ja a diminui¢do no contetido de acido succinico
também é importante pela metabolizacdo do succinato em propionato, gerando energia e
auxiliando na manutencgéo do balango redox.

Podemos verificar também que a concentracdo de glicogénio, mantém-se elevada nos
moluscos infectados, indicando que esse polissacarideo de reserva ndo esta sendo mobilizado,
mas sim, sintetizado a partir dos elevados niveis de glicose presentes na hemolinfa .Essa
glicose pode ser oriunda de duas fontes distintas, sdo elas: 0 uso de substratos ndo glicidicos
para a producdo de energia e o fornecimento de alimentacdo ad libitum, ou seja, oferta de
alimentos acima do necessario para a sobrevivéncia dos moluscos.

No presente estudo, as proteinas foram indicadas como o substrato proteico utilizado na
gliconeogénese para a sintese de novo de glicose e manutencéo do balanco redox. O aumento
da atividade das aminotransferases, sobretudo a ALT, indicam a existéncia de danos teciduais,
sugerindo uma atividade histolitica indireta das formas larvais de P. bragai, extravazando
grandes quantidades de proteinas constituintes dos tecidos danificados para a hemolinfa.
Porém, a hiperproteinemia é uma condicdo desfavoravel ao metabolismo do molusco, sendo
necessaria a utilizacdo dessas moléculas. Na tentativa de aproveitar esse material e diminuir a
hiperproteinemia, o molusco utiliza-o na gliconeogénese, onde haverd a producdo de
intermediéarios glicidicos. Adicionalmente, os aminoacidos podem ser usados na constituicao
corporal dos parasitos em desenvolvimento.

O uso de aminoacidos como substrato energético é responsavel pelo aumento da
concentracdo dos produtos nitrogenados de excrecdo. Apesar dos moluscos terrestres
possuirem o padrdo de excrecdo uricotélico, onde a perda de &gua é significativamente
reduzida, quando a via das purinas encontra-se saturada e ha riscos do acido urico sofrer
cristalizacdo, € necessaria a intensificacdo da detoxificacdo através da eliminagdo de ureia,
apesar da perda de &gua que esse processo possa causar. No entanto, a producdo de ureia
através do ciclo da ornitina, leva a producdo de arginina, um metabolito que é usado pelas
larvas de trematddeos durante seu desenvolvimento larval intramolusco.

Além de indicar danos teciduais, 0 aumento da atividade de AST esta ligado a varios
processos metabdlicos realizados pelo molusco. Observando o metabolismo de produtos

nitrogenados, atribui-se a AST a formacéo de aspartato necessario para a realizacdo do ciclo
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da ureia por transaminacdo do oxaloacetato, o que leva a producao de arginina. Além disso, o
aumento da atividade de AST pode estar associada a aceleracdo da lancadeira via malato, a
qual esta acoplada a reacdo catalisada pela enzima malato desidrogenase, que requer o ion
Ca*? como ativador, cujo objetivo é reoxidar o NAD*. Dessa forma, essa enzima assume papel
importante nas alteracGes metabdlicas em S. octona infectada por P. bragai.

Em relacdo ao metabolismo de célcio, fica evidenciado, no presente estudo, que o
calcio, presente na concha, predominantemente sob a forma de carbonato de célcio (CaCOs), é
mobilizado para a hemolinfa para formacéo do tampéo bicarbonato na tentativa de compensar
as possiveis alteracdes decorrentes do aumento da concentracdo de &cidos organicos que
causariam a reducdo do pH dos liquidos corporais e prejuizos ao funcionamento do

metabolismo geral do animal, como, por exemplo, pela alteracdo ou inativagéo de enzimas.
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Figura 1: Mapa metabolico de Subulina octona experimentalmente infectada por
Paratanaisia bragai durante 40 dias p6s infeccdo com a indicacdo dos parametros analisados
no presente estudo. Em verde estdo em destaque os pardmetros que apresentaram médias

globais aumentadas e em vermelho os que apresentaram diminuicdo. Fonte: Autora.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que a

infeccdo de Subulina octona por Paratanaisia bragai teve as seguintes consequéncias:

A atividade reprodutiva dos moluscos infectados foi alterada, sugerindo um
processo de castracdo parasitaria indireta, que indicam a presenca de produtos
enddcrinos que reduziram a gametogénese feminina e a viabilidade dos embrides.
A determinacdo das concentracbes hemolinfaticas de glicose, e dos acidos
carboxilicos, succinico, oxalico, latico e pirtvico; assim como a atividade da
enzima lactato desidrogenase, evidenciaram a transicao do metabolismo energético,
preferencialmente, aerdbio para anaerébio ao longo do periodo pré patente da
infeccéo.

A lesdo tecidual causou elevacdo na concentracdo das proteinas totais presentes na
hemolinfa e intensa atividade das aminotransferases, AST e ALT.

A sobrecarga de produtos nitrogenados na hemolinfa, levou a um processo de
detoxificacdo, provocando a alteracdo do padrdo excretor de uricotélico para
ureotélico.

O carbonato de célcio, presente na concha, foi possivelmente mobilizado para
formacdo do tampdo bicarbonato, buscando compensar as possiveis alteracGes do
pH dos liquidos corporais e prejuizos ao funcionamento do metabolismo geral do
molusco.

Entre os periodos analisados, verificamos alteragdes mais evidentes aos 40 d.p.i.,
momento no ciclo bioldgico em que ocorre o encistamento do parasito para formar

0 estagio de metacercaria.

O estudo da biologia reprodutiva, do metabolismo de -carboidratos, produtos

nitrogenados e calcio dos moluscos da espécie Subulina octona frente & infecgdo pelo

digenético Paratanaisia bragai apresentou alteracbes importantes para a compreensdo da

relacdo parasito x hospedeiro, porém alguns pontos ainda precisam ser esclarecidos.
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O conjunto desses resultados delimita um cenadrio metabolico importante para
compreender a dindmica de P. bragai em relagdo ao seu hospedeiro intermediério e das
estratégias para manutencdo da vida desses moluscos frente & infeccdo e as alteracGes

causadas por esta.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do perfil metabdlico de Subulina octona Bruguiére, 1789 (Gastropoda,
Subulinidae) experimentalmente infectada por Paratanaisia bragai (Santos,1934) (Digenea, Eucotylidae)”, protocolada sob o CEUA
n% 2225230617 (o vooss7), sob a responsabilidade de Jairo Pinheiro da Silva e equipe; TATIANE CRISTINA DOS SANTOS BONFIM -
que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reunido de 08/12/2017.

We certify that the proposal "METABOLOIC PROFILE OF SUBULINA OCTONA BRUGIERE, 1789 (GASTROPODA, SUBULINIDAE)
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH PARATANAISIA BRAGAI (SANTOS, 1934) (DIGENEA, EUCOTYLIDAE)", utilizing 20 Birds (males and
ferales), protocol number CEUA 2225230617 o oooes7), under the responsibility of Jairo Pinheiro da Silva and team; TATIANE
CRISTINA DOS SANTOS BONFIM - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural
Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the meeting of 12/08/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2018 a 02/2020 Area: Parasitologia Animal

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie:  Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 10 anos N: 20
Linhagem: Diversas ragas Peso: 50al50g

Local do experimento: Laboratério de Parasitologia, Area de Biologia, Departamento de Biologia Animal, ICBS, UFRR], Campus Sede.
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CEUA N 2225230617

139



ACIDO OXALICO

Equation y =a+b*x
Plot B
Weight No Weighting
Intercept 6317,15453 + 6837,12977 A
Slope 1,41854E7 + 60474,28274 B (14185400)
Residual Sum of Squares 3,25E+13
Pearson's r 9,99970E-01
R-Square (COD) 0,99995
Adj. R-Square 0,99993
Y=A+B*X
X=(Y-A)/B
X=(Y-6317,15453)/14185400
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2
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D:D 0 0:2
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ACIDO PIRUVICO

Equation y =a+ b*x
Plot B
Weight No Weighting
Intercept 1706,8871 + 1792,85096 A
Slope 4945120,92812 + 13036,01249 B
Residual Sum of Squares 3285690000000,00000
Pearson's r 0,99999
R-Square (COD) 1,00
Adj. R-Square 1,00

Y=A+B*X

X=(Y-A)/B

X=(Y-1706,8871 )/4945120,92812
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500000

0p 0,1 02
[ TmgfmL
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ACIDO SUCCINICO

Equation y =a+b*x
Plot B
Weight No Weighting
Intercept -1331,36364 + 1738,72635
Slope 527937,08958 + 8680,56877
Residual Sum of Squares 599905235227,000
Pearson's r 1,000
R-Square (COD) 1,00
Adj. R-Square 1,00

Y=A+B*X

X=(Y-A)/B

X=(Y+1331,36364)/527937,08958
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ACIDO LATICO

Equation y =a+ b*x
Plot B
Weight No Weighting
Intercept -6619,15 + 16187,66647
Slope 471758,99201 + 10836,51217
Residual Sum of Squares 7,15E+13
Pearson's r 9,992100E-01
R-Square (COD) 0,99842
Adj. R-Square 0,99789
Y=A+B*X
X=(Y-A)/B

X=(Y+6619,15)/471758,99201
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Evaluation of the reproductive profile of Swbulina octona
{Gasiropoda, Subulinidae) experimentally infected by Paratanaisia
bragai (Digenea, Eucotylidae)
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Abstract

Snails infected by rematodes may increase or decrease their reproductive activity in response to the presence of
infaction. Crr aim was to verify the reproductive alieratons m Subuiing octong after mfection by Pormmaisia brogm.
The inferted snails were individoalty expesed for 24 heurs to 20 parasite epzs and four proups were formed (10, 20, 30
and 40 d p i - days afier infection), along with confral groups. Every 10 days, the mmber of egps in the reproductive
iract, mumber of eges hatched, palactopen comtent and histopathological chanpes wene evalnated The reproductive in
the contral and mfected snails presenied an altemating pattern, where periods of high prodoction of epps and newly
hatched were followed by periods of low production. Howewer, in relation to the ameunt of galactogen, both control
and infected groups followed the same pattern of vaniation. In the histoloey, we observed the presence of male and
female pametes with marked reduction in the mmber of oocytes. The results indicate that the intra-snail development
of the parasite affects the reproductive biology of the bost.

Avalincio do perfil reprodutive de Subuling ectona (Gastropoda, Subulinidae)
infectada experimentalmente por Poraranarsa bragat (Dizenea, Eucotylidae)

Eesnmo

Mohsscos infectades por trematodecs podem aumentar oo diminoir sua atividade reprodutiva em resposta 3 presenca da
infecgao. Nosso objetive foi verificar as alieragoes reprochriivas de Sufaling sciong apos a infecgao por Paratamarsia
Gragal. mmmmmmm%hﬂuMm&memm
foram formados (10, 20, Jﬂe-lﬂd.pl dlaspo&mﬂ!u;m},mmchvo&gmposm_hmhlﬂdm om

CompaTamants
005 quais periedes de alta produgdo de owos e filhotes foram seguides por periodos de baixa prodogdo. No enfanto,
em relacio 20 conteirdo de palactopénio, mobuscos controle e infartados sepuiram o mesme padrae de variagio. Na
histologia, ebservames a presenca de gametas masculings e feminings com acentoada redugdo po mimens de GoCits.
0k resultades indicam que o desenvohnimento intramohrsco do parasito afeta a biologia reprodutiva do hospedeira.

Palmvras-chave: wematades digenstico, relacio parasite-hospedeio, padries reprodutives.

1. Introduction

Paratamaizia bragai (Santes, 1934) Freitas, 1850isa  of infacted definitive hosts. Several species of wild and
dipenetic rematode able to parasite sails of te Family  domestc birds can be used as the definitive host by the
Saubulinidas Fischer and Crosse, 1877, who acquire the  parasite, among them there are species with economic
infection bry ingesting eeps present in the exTetion products  Imporance as Gallur gelius domerticns (L) Maleagris
Brar I Biod 2020, Aheod of Prine I'B

144



Bonfen TCE. stal

gailapave L. and Phacious coicous L. (Sambes, 1934 qoud
Pinto et al |, 2004; Gomes et al , 2005; Brener et al.. 2004).
The bird inferfion ooours by the mepstion of sails confinng
infective metacercariae, which develop imto the adult stage
in the host’s remal collecting duocts (Samt e al , 2017).

The presence of this mematede has been recorded m
Serth America, Central America, Ciceania and A=ia (Feller
and Aradje, 1992; Eumar etal , 2009). In Brawil we found
recands of the ooomrence of Ponmbmuaisia spp. in Parana
(Taroda et al, 2013), Goids (Cameiro et al., 1975), Rio
de Janeiro (Menezes etal | 3001; Santos, 1934 apud Pinto
el at., 2004, Xawier ef al., 2015), 530 Paule (Sitva et al,
2016; Samti et al, 2017; Santi et al | 2018) and Miras
(Gerais (Tavela et al , 2014; Teodoro et al., 201 8). Mostof
these records imvalved hirds care at vetermary haspitals,
zoos of wildlife miage and copservation centers. These
records show the ereat veterinary importance of rematodss.
from Paratanaisia gems, not only to the wildlife and its
conservation but, also, by affecting domestic or domesticated
Tirds, as parmots and cockatisl (Lauppi ef al , 2007, Santietal ,
2018). From the perspective of the One Hisaith concept,
where we mmst combine efforts from diffarent areas o solve
environmental, veterinary or buman health problems, te
study of P brqesa is even mare mopor@nt

The hlnlug;:alcyd&nfﬂnspm was smdied
by Maldonado (1945), Eeller and Aragjo (1992) and
Brandalini and Amate (2006), mdicating the temestrial
snails Subuiing ocfona (Brogiiére, 1789) and Leprinaria
wrilgmeliate (4" Orbigny, 1835) as infermediate hosts m
i be agriculfural pests and fomd m humid and shady
places, such as flower zardens and wegetable gardens
(Baffi, 197%; Arifjo and Bessa, 1993). The participation
of 5. ociong as mienmediate host in the biological cycle of
parasites of medical and veterinary impartance mereases.
the relevance of stodies focusing on this species of snail
(Durgo et al , 3013).

Infection by larval tremartedes can alter the reproductive
activity of the snail bost, making it important to ebserve
parameters related to the ovipository actvity and the
2eps laid wiability (Tunholi-Alves ef al, 2011). Besides
this, other indicators can also be evahated o understand
these changes, swch as the palacizen content and the snail
histopathology. Galactopen is a heteropolymer of palactose,
synthesized in the altnmen pland, as a constitaent part of

hatched smails (Gomot etal., 1988).

The reproductive behavior of mail: during inramolscan
especially in aguatic snails belonging to the Family
Planorhidae Fafimesque, 1815 (Crews and Yoshina, 1990;
Tupholi et al., 2011; Fare et al, 2013). However, thers
Jsmlg'nfihh mﬂmlltua.un mdmhehwn-uf

Ty Minchella (1985) and called as fecundity compensation.
Tunholi etal (201 1) verified this phenomenon in Rismphalorio
Elabrata Say, 1818 expenimentally infecied with doses
of 5 and 5 Echinostoma paraense (Lie and Basch, 1967)
miracidia. However, the mfection by larval trematodes
may lead to reduction of reproductive activity in snails,
‘phencmenon called parasitic castration by Baudodn (1975),
as ohzarved by Pinheiro and Amato (1995) in the system
Enrytrema coelomaticem (Giard et Billet, 1892) Loess,
1907/ Bradybaena similaris (Ferossac, 1821). The snail
may present 3 tof@l misermaption or partial redoction of
action of the parasite on the reproductive strachmes ar
indirect action, as decrease of the snail s energy reserves
or inferference n the neumendocrine system.

Comsidening, the wide geopraphical dismitution of
this rematnde, if is mportant o wnderstand the dynamics
snail host, an impartant target to conirol progams.
Thus, &5 impaortant understand the reproductive profile
of the miermediate host to clanfying the ecological and
population dynamics of P bragai. The objective of this
study was to verify the reproductive changes caused by
P Brago parasitism in the temestrial smail 5. ectoma thnoush
evahmtion of the reproductive parameters (mumber of epzs
hairhed 'snail and mmmber of ezgs in the reprductive tract”
snail), zalaciepen determination and histopathological
analysis of the madls.

1 Methodology
2.]. Snaiis collection and mamienamce

The snails were collected near of the Instihate of
Biological and Health Sciences (ICBS) of Federal Rural
University of Fio de Janeire (UFRET) (Latitade: -22, 7634,
Longrhade 43 5281). Subsequently, they were taken to
the Biophysics Labaratory of the Phrysiolopical Sciences
n terrarioms (20 cm long x 12 om wide x & om high),
with a kayer of approximately 2 cm of sterilized earth at
the bottom. which was maistened with distilled water in
alternate days.

The snails were fod with fresh letuce leaves (Lacmca
nmva L) and freshly peeled vepetables: camot (Diqucns
rarota L.}, macchini {(Cururbifa pepo L) and chayote
(Sechium edule (Tacq.) Swartz, 1500). In addition, the dist
‘was supplemented with ration for birds growth enriched
‘with calcium carbosate (C200. ), in propertion 3:1 (Bessa
and Aratjo, 1095).

The temanums were cleaned twice a week, when
the feed offered was renewed, the baiched snails were
mansfermed to another similar teranium. where they wers
maintaimed until reaching a shell length preater than 10mm
and reaching sevoial manrity (confirmed by the presence
of eges observed by shell ransparency) for fo beused in
experimenial procedunes.

Braz. L Riol 2020, Akead of Pries
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1.2 Experimenital infection

The specimens of P fragar used in thiz shady were
nhmmdﬁumnaumﬂynﬁamdp@ms (Codrmba invia
Gmelin, 1789) collected in the nmmicipality,
B, Brazil (Latifuder 23%44"3875; Longitade: 43°42°1TW;
Altitnde: 26m) in 3018, The Ethics Committes on the
Use of Animals (CEUA) of the Veterinary Instihate of
UFEF] approwed this stapge of the experiment (Process
Wumber 2123523061 7). The identification of the adult
dipenetic rematodes was made acconding fo Yamagnt
(19:58) and Kanev ot al. (2002} .

The pigeons infection was sfated by excetions
mmnatnnﬂ:!eﬂaﬂ:, 1094), wﬂ.unngﬂmme of

from kidney_ Afier this, adult specimens were dissaced to
collect the eggs directly from the uterine cavity. The snails
were previously subjected to foeod deprivation for 24 hours,
fallowed by exposure to the rematode egps.

The smudy used a total of 200 smails (p=800). Four
Imdred specimens of 5. octona were exposed to the
parasite in 34-well plates, sach with one piece of chayote
and 20 paraszite eggs. The snails remained i these
conditions for 24 hours to f==d on all the chayote affered.
The exposed snails were divided into 4 groups: 10, 20,
30 and 40 days after infection (dp i ) with 100 snails each
Eroup. In onder to maintain population density along the

and maintaimed for replacement of dead malhesks threughet
the obsemation period

The comimol groups, consisting of 400 wminfected
snails, divided in 4 groups of 100 specimens, were also
placed m 24-well plates containing ooe piece of chayote
amd 20 pl of distilled water for 24 hours.

The snails were placed in terraroms copfainmg 50 snails
eachand ¥ cm of sterilized earth, moistened with distilled
Water.

213 Experimenizi analyzes

The snails were monitersd for 40 days. Every 10 days,
the numbers of hatched eges and eggs in the adult
reproductive ot were Tecorded  After this step, 07 spadls
from each group {control and infected) were dissected and
stored at -2 *C for further analysis of the zalactogen content.
All collaction of biological material ecomred i ice bath.

The zalactopen comtent of the albumen gland was
determined according Summer (1924) and Pinheiro and
Gomes (1994) and the results were expressed as mg
ealaciose’g dssue, fresh weight

In the same infervals, three snails from each Froup
(infecied and confrol) were dissected for shell remeval
and placed in the Duboscg-Brazl fizative (Femandes,
19407 for 48 b for histological amalysis. The tissuss were
processed according to routine histological techmigques.
(Tolosa et al, 2003). Serial sections 5 pm thick were
obtained and stained with hematoxylin-eosin (HE) and

Braz J. Biol. 2020, Abead of Print

(Gomari’s richrome. The slides were observed under an
Obympus BX5] micoscope and imapes were capiured
with the Ofynopus CallSens Standard software (C5-5T-VL,
CellSens Standard w.1.0d0).

2.4 Sermistical analyzi

The numenical results of the reproduciive anakysis
‘were expressed as mean + standand emor of the mean and
the conirel group was compared with the infiected proup
throuzh the t-4est for unpaired data (j0=3%5). The relationship
determined by polynomial regression analysis (nSat,
GraphPad, w400, Prism, GraphPad, v3.00, Prism Inc ).
3. Results

The experimental infection by P bropai induced
alterations in the repraductive biclegy, palacieen content
and the tisaue organiztion of the 5. ortomg smails exposed
to the parasite.

The total mumber of ezes observed inside the snails
during the experimental period was, in average, 1864 eggs’
=nail for the comtrol group and 16.56 eggs'mmadl for the
infected group, representing redoction of 10.52% in this
parameter a5 consequence of the infection.

Feductions of 10.07%, 30.48% and 33.33% were
observed i the muomber of hatched eges per smail when
anatyzing the infected animals at 10 dpi (2.50+027),
Wdpi(l.3+024)and 40 dp.i (0.80=0.01), respectively,
compared o the conirel proups analyzed after the same
period (.78 024, 187034 and 1. 2=0.01, respectively).
Omly snails anahyzed after 40 days of exposure presented
2 significant difference in relation to the comesponding
comiral proup. However, moease of 12.04% was observed
in infected smails at 30 d.pi (3.07 = 0.84) compared to
the control snails (2.74 = 1.35) (Table 1).

In the amalysis of the relation between the mmmber of
hatched agzs and time of infection, the same oscillating
‘pattern was cheerved in both groups (mminfeced and infected),
[presanhng a neFafve relation between these parameters,
‘with lower values for infected snails than comtrel snails.
The relation between the parameters mahyzed for nfected
snails (=0 49) was not siznificant, but there was a soong
relation for uninfected snails (*=0.91) (Figme 1A}

Ten days after infection, imfected snails (3.11 =0.20)
shewed siznificant reduotion (2 = 0.001) m the mmber of
eges observed in the reprodhactive tract per snail, equivalent
to 34.04% in relation to the contmal group (4.78 £ 0.12)
At 20 d p.i, the oppesife was observed, with an increase
of 5.5%: in this parameter in the infected snails (4.34=0.15)
in redation o the control {4.11 +0.16). From this time on,
the mmmher of epgs derlined azain by 5967 after 30 dpi.
(4.26 = 0.17) and 5.17% after 40 dpi (4.95 = 0.12),
respectively, compared to the control snails evahmted in
the same period (4.53 =0.16, 522+ 0.07). The reduoction
ohserved in the mmnber of ezps ohserved m the repmducine
tract pex snail of infected snails, after 40 days of infection
'was sipnificant i relation to the control proup (Table 1)

E
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Tabde 1. Efferts of the experimenta] mfection by Paraamarsia braes oo the reproductive parameters, exressad a5 mean =
standard eror of the mean, of the imenmediate host Subuling octona during 40 days after infection (p.i).
- . CGalactogen (mg of
Days past Eg::nt:emn Hatrhed eggs /snail galactuse’g of tissue, wet
infection (dpi) weight)
Contral Infected Contral Infected _Control Infected
10 478=012 311020 278024 230027 653423834+ HE=15>
0 411=015 434=01% 1E7+034 132024 675925 T60=03]
30 453=018 426017 2M=13% 307084+ TO1I=1BHF 9355062
40 312=007 495012 12001 080001 7078=060 ™12+02

** Wolsoms fnllowsd by diffarent letiemn in the row diffar from sech other with signifiemes of at kast 3
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Figure 1. Relation hetween the period of infection and

mumber of egps observed in the reproductive iact, B)
mmber egzs hatched per smail: and C) the galactogen
coment in 5. ociong mieced by P Sraga,
and the pre patent development of infection, 40 days after
infection (dpi).

4%

reproductive pattern in uninfected 5. ocfona, in which
there was periods of higher egg production followed
by a subsequent period of lower ez production, with a
mmmammtmﬁ'matasmltﬂPm
infection, thers was inversion of the reproductive pattern
of 5. ocione, resulting in a negative relation between the
paramsters anabyzed, n which the snals bepan with lower
ezp production, mdl 20 d pi., afier that the reproductive
imvestment increased (Figure 1B).

A reduction of 2.59% in the galaciogen combent in
the infected snails" albumen gland afier 10d pi (63.65=
1.5 mg of zalactose's of desuwe, wet weizht) was obsarved
in comparison with the comtrol (§3.34 = 3.84 mg of
zalaciose of tissue, wet weizghf). After X dpi and 304 pi,
significant increases (o= 0.01) were observed of 17.77%%
and 18.07% in the amount of palactopen measured in
the infected snails (7960 = 0.31 and 93.55 = 0.62 mg of
zalactose’g of tissue, wet weight, respectively) in relaton
tothe coatrel group (67.59 =2 54 and 79.23 = 1 26 mg of
zalactose’E of dssue, wet weipht, respectively). However,
40 dpi. the ameunt of alactogen in the infected smadls
(74.12 = 020 mg of palactose’r of tisme, wet weight)
azain showed a significant decrease of 7.08% compared
to the controd (79,78 = 0,60 mg of zalactose’s of dssue,
wet weighf) (Table 1.

Bezression amatysis revealed a stions positive relation
for both groups. At 20 d p.i, the palactopen content was
higher in the infacted snails, but then declined at 30d.pi.,
bt the two groups stdied fallowed the same pattemn of
variation in the palactopen content (Figure 1C).

The histological araly=is revealsd that in the uninfeced
at different stages of development (Figure 24). However,
becanse of mfection by P broged a significant reduction in
the oocytes mumber in the ovotestes of infected 5. ocfona,
from 30 d.pi ecoured (Figure 1B). In addition, the few
oocytes observed in the infected mails presented imegular
and pramilar cytoplasm and mcleus in apopbotic process.

4. Discussion

Maldonado (1945) first observed that 5. ecfons was
able to host P Gragar allowing its larval intramolluscan
development. Fzller and Aramjo (1992 repanted that this
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The total mmaber of ezps observed inside the parental
snails was redoced because of the infection. It could also

e evidenced an inwersion of the oscillstory pattern in
the egE produoction, no longer being a positive relation,
with a lower investment, followed by an increase in
the egg production n relation fo the uminfected spails.
Soltivem ef al {1985) ohserved a similar phenomanon m
other parasite-host systems, called feomdity compensation.
In the present stody, this compensation was enly ohserved

Braz J. Biol. 2020, Abead of Print

at 20 dpi . when then the mmmber of apzs produced was
slighthy higher (3.§%) in the group of infected snails.
Hotably, this reproductive effort inrreased at 20 d p.i
minfected snails did net lead to an inrease in reprodocive
success, since the mmmber of eggs hatched was lower than
that of confrol snails, even though there was a larger eperzy
mvesment m the reproductive process, with an inorease
of almost 15% in the palaciogen content in infected smadls,
Diespite the lower initial investment, evidenced by
the reversal of the oscillating pattern in ezg producton,
uminfected spails could not mamtin the nermal pattern of
their reproductive biology, as ohserved in the uninfected
animals. Hatrhability maintamed the same partern in bath
Eroups, i infected smails, i averaze, bad a lower hatching
rate than the uninfected specimens (contral).
mnzly, the galachogen content was higher in the
altumen gland of infected snails than in uninfected cnes,
inthe 5 ocfona’F brogal sysiem is not a muirtional fype
castration (Bmudoin, 1975). In conchision, even with an
mcTeased enarzy mweumm. thers was fathre nfd!

mmﬁmﬂhﬂﬁMMmﬂ!
reprochucion of the spail first infermediate bost is 2 conmen
phenomenon (Pinheiro and Amato, 1995). The term
‘parasitic castaton is wsed to refer to an infermiption or a
decrease in the reproductive activity of snails in response
to parasific infections. This can be cansed by direct
mechanizms, such as destruction of gonadal tizswes of
the bost during inframaliuscan larval development of the
‘parasite, or indirectly, doe interferences with nersendocrine
system (ME'S) or absorption, bry the parasite. of ciroulating
outrients in the hemalymph required for the
and maintenance of the snail (Bandain, 1973, Tunhali-
Alves etal, 2011

The results obained in the present stady showed that
the presence of developing larvae of P fragar caused a
decrease in the reproductive activity of infected 5 octoma,
mainty during the first 10 days of infection, when all the
analyzed parameters presenied a reduction in comparison
with the control group. Brandolini and Amato (2008),
menitoring the inframaliuscan development of P Sneer
in & octong, observed that six, eight and ten days after
mfection, it was possible to observe first zeneration
sparocysts near the wall of the intestine and spreading
of the first generation sporocyst depends on the space
am]aﬁlﬂyhd!hﬂ'shﬂdrﬂﬂﬂﬁ:ﬂdﬂ.lﬁi].m
authors also observed the presence of second
sporocysts after 15 days of infection and after 32 days the
presence of fully deweloped cercariae and metacencariae
i the dipestive gland.

The increaze of the galactogen content during
the 20 to 30 dpi. penod indicates that the snails, to
some extent, maintained the biosynthetic patbmmay of this
polysaccharide near to normal vale In spite of the epps
producton and high amount of Zalactogen, many embryos
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were oot viable, as evidenced by the reduced hatching rate
of infected snails.

The histopathological aralysis showed that the castration
process observed in the system P GrapanS. octong, B
not muritional, contrary to what Brandelmi et al. (1997)
reported. Brandolini and Amato (2008) reported that
castration in this hest-parasite system is mechamical, doe
i the presence of metacercariae in the ovotestis of snails.
We did not identify the presence of larval trematodes in the
or stroctural alterations due to mechanical pressure.
Additional y, absence of develppment or reduced mambers.
af socytes in mfected hosts was observed.

5, the simyilar ammunt of Falactogen and the absence

of deweloping larvae in penadal tissues indicate the
existence of an endocTine process, leading to mbibiton
af oocyte manmation, probably doe fo the presence of
exrretary and saoreiory products (E/5) released by the
action of these ES products, fhe parasite may madnlate
fhe NES, altering the development and finctioning of the
female reproductive system.
Ph’ngm:slilahdwme ocoumrence of this parasite m
different bird species that can act as defimitive hosts.
Few stadies have sought to elucidate the relation of
the parasite with its nfermediate hosts 5. octong md
L umilameliata. The obligatary character of the use of a
malhusk as an miermediate host and the high specificity
of the interaction between larval rematode and their
molhusk host, makes this point of the parsite life cyclean
excellent tarpet for inteprated disease comirol proprams.
Although to establish mare effective comirol proprams
it is required a deep knowledge about the bost-parasite
interactions. By this reason, the present shady, by the
first time, bring some light to physielogical aspects of the
interaction P bragai-5. ocfona, focusing the repraductive
features of this system.
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