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RESUMO

TUNHOLI-ALVES, Vinicius Menezes. Caracterizacio Do Perfil Mineral, Lipidico E
Oxidativo De  Biomphalaria  glabrata  (Mollusca, Gastropoda) Infectada
Experimentalmente Por Angiostrongylus cantonensis, (Nematoda, Metastrongylidae).
2015. 120p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Animal). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O nematdide Angiostrongylus cantonensis foi primeiramente descrito como parasito de
artéria pulmonar de Rattus norvegicus e Rattus rattus em Canton, China. Este helminto tem
sido mencionado como principal agente etioldogico da meningoencefalite eosinofilica humana,
uma metazoonose endémica no continente asidtico € que recentemente, tem-se disseminado
para Africa, Norte ¢ Sul da América e Ilhas do Caribe. Atualmente, o Brasil é considerado
area de alto risco ao estabelecimento da angiostrongiliase humana, justificado ndo somente
pela presenca de moluscos, mas também roedores naturalmente infectados, que atuam
respectivamente como hospedeiros intermediarios e definitivos desse parasito, fatores que
favorecem diretamente a dinamica de transmissdo da angiostrongiliase neural. Em seu ciclo
de vida moluscos atuam como hospedeiros intermediarios, possibilitando a partir se sua
infeccdo, o desenvolvimento de formas larvais infectantes ao hospedeiro definitivo. Nos
ultimos anos, a caracterizagdo de padroes metabdlicos de moluscos infectados
experimentalmente, tem sido estudada como base para o desenvolvimento de medidas focadas
principalmente no controle de patologias transmitidas por estes organismos. Porém, quando
nos referimos a modelos experimentais utilizando A. cantonensis e Biomphalaria glabrata, os
dados ainda s3o escassos, o que preocupa, nao apenas pela importancia do parasito, mas
também pela ampla distribuicdo da espécie B. glabrata no Brasil. Neste estudo, foram
observadas alteracdes no metabolismo mineral, lipidico e oxidativo de B. glabrata,
decorrentes da infecgdo experimental por A. cantonensis. Para isso, foram utilizados moluscos
da linhagem pigmentada criados desde a oviposicao e mantidos em condigdes laboratoriais.
Foram formados dois grupos: controle (C1, C2, C3) com animais ndo infectados e infectados
(I1, 12 e I3). Os grupos eram compostos por 10 moluscos. Todo experimento foi feito em
duplicata, utilizando um total de 120 moluscos. Apds 1, 2 e 3 semanas de infec¢ao, 20
moluscos de cada grupo eram dissecados para a coleta da hemolinfa e tecidos. As leituras

espectrofotométricas foram realizadas a partir de kits comercias da marca Doles. As dosagens
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bioquimicas demonstraram que a infeccdo por A. cantonensis induziu uma diminui¢ao
significativa nos contetidos hemolinfaticos de calcio ap6s primeira semana de infecgdo,
seguido por um aumento nas concentragoes desse ion na segunda semana de estudo. Este
cenario foi acompanhado por uma intensa mobilizacdo de CaCO; na concha de moluscos
infectados, possivelmente como tentativa em restabelecer o equilibrio acido-base alterado
durante o desenvolvimento do parasito. Resultados histopatologicos demonstraram ainda
alteragdes morfologicas na glandula digestiva de moluscos infectados, caracterizadas
principalmente na forma de reagdes granulomatosas e areas de calcificacdo metastatica.
Variacdes nas reservas de lipidios neutros estocados no complexo glandula digestiva-gonoda
foram também demonstradas. A infec¢do resultou em um decréscimo significativo nos
conteudos de colesterol € no aumento dos niveis de acido graxo e triacilglicerol apds as duas
primeiras semanas de infec¢do. O aumento nos contedos de acido graxo foi associado ao
aumento da atividade lipasica, indicando que A. cantonensis induz de fato a ativagdo de um
processo lipolitico durante etapa de desenvolvimento em seu hospedeiro intermediario. Por
fim, a infeccdo de A. cantonensis resultou em mudancas no metabolismo oxidativo de B.
glabrata. Além da deplecdo de reservas polissacaridicas estocadas na glandula digestiva e
massa cefalopodal, o parasitismo por A. cantonensis induziu a ativagdo do metabolismo
anaerdbio de seu hospedeiro, resultando ndo apenas no aumento da atividade da lactato
desidrogenase hemolinfatica, mas também na redu¢do dos niveis de acido piruvico e acimulo
de lactato. Isso representa uma interessante resposta adaptativa do hospedeiro frente a
infeccdo, possibilitando o hospedeiro a partir do metabolismo anaerdbio, gerar energia e ao
mesmo tempo mantém seu balanco redox. Adicionalmente, a redug¢do nas concentracdes de
acido oxalico observado nos periodos finais do desenvolvimento parasitario, sugere o seu
desvio para a gliconeogénese, destacando o envolvimento dessa molécula como precursora na
sintese de glicose-6-fosfato. Este cendrio metabolico foi acompanhado por uma supressao na
fosforilagdo oxidativa de moluscos infectados (1 e 2 semanas) de infec¢do, sugerindo uma
diminui¢do na quantidade de mitocondrias no tecido analisado, ou ainda, na inibi¢do de

centros enzimaticos relacionados as reagoes oxidativas.

Palavras chaves: Angiostrongylus cantonensis, Biomphalaria glabrata, alteragdes

bioquimicas, relagdo parasito-hospedeiro
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ABSTRACT

TUNHOLI-ALVES, Vinicius Menezes. Characterization of the mineral, lipid and
oxidative profile of Biomphalaria glabrata (Mollusca, Gastropoda) experimentally
infected with Angiostrongylus cantonensis, (Nematoda, Metastrongylidae). 2015. 120 p.
Doctoral Thesis in Veterinary Sciences and Animal Parasitology. Instituto de Veterindria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2015.

Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935 was first described as a parasite of the
pulmonary artery of Rattus norvegicus and Rattus rattus in Canton, China. This helminth is an
etiological agent of eosinophilic meningoencephalitis, a zoonotic disease endemic to certain
Asian countries, which has recently dispersed to Africa, North and South America, and
Caribbean islands. Currently Brazil is considered an area of high risk for the establishment of
human angiostrongyliasis, due mainly to the occurrence of naturally infected snails and
rodents, acting respectively as definitive and intermediate hosts of this parasite, directly
favoring the transmission dynamics of neural angiostrongyliasis. In its life cycle, snails act as
intermediate hosts, allowing the development of infective larval forms in the definitive host.
In recent years, the metabolic characteristics of experimentally infected snails have been
studied in an effort to develop measures to control the pathologies transmitted by these
organisms. However, there is little information on the relationship between A. cantonensis
and the freshwater snail Biomphalaria glabrata, which is cause for concern, not only because
of the importance of this parasite, but also due to the widespread distribution of this snail in
Brazil. In this study, the metabolic alterations of B. glabrata resulting from experimental
infection by 4. cantonensis were evaluated. For this purpose, snails of the pigmented strain
were used, reared in the laboratory since oviposition. Two overall groups were formed:
control (C1, C2 and C3), with uninfected animals, and treated (I1, 12 and 13), with infected
snails. Each subgroup was composed of 10 snails. The entire experiment was performed in
duplicate, utilizing a total of 120 snails. After one, two and three weeks of infection, 20 snails
from each group were dissected to collect the hemolymph and tissues. The
spectrophotometric readings were performed with Doles commercial reagent kits. The

biochemical measurement demonstrated that infection by A. cantonensis induced a significant
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reduction in the hemolymph concentrations of calcium after one week of infection, followed
by an increase in the concentrations of this ion in the second week of infection. This situation
was accompanied by intense mobilization of CaCOs in the shell of the infected snails,
possibly as an attempt to reestablish the acid-base equilibrium after its alteration during the
parasites’ development. The histopathology results also demonstrated morphological changes
in the digestive gland of infected snails, mainly in the form of granulomatous reactions and
areas of metastatic calcification. Variations in the reserves of neutral lipids stored in the
digestive gland-gonad complex were also observed. Infection resulted in a significant
decrease in the concentrations of cholesterol and an increase in the levels of fatty acid and
triacylglycerol after the first two weeks of infection. The increase in the concentration of fatty
acid was associated with an increase in lipase activity, indicating that A. cantonensis induces
activation of a lipolytic process during development in its intermediate host. Finally, infection
by A. cantonensis resulted in changes in the oxidative metabolism of B. glabrata. Besides
depletion of the polysaccharide reserves stored in the digestive gland and cephalopodal mass,
parasitism by A. cantonensis induced activation of the host’s anaerobic metabolism, resulting
not only in an increase in activity of lactate dehydrogenase in the hemolymph, but also
reduction of the levels of pyruvic acid and accumulation of lactate. This is an interesting
adaptive response of the host to infection, enabling the host, through anaerobic metabolism, to
generate energy while still maintaining its redox balance. Additionally, the reduction in the
concentrations of oxalic acid in the final parasite development periods suggests its diversion
to gluconeogenesis, indicating the involvement of this molecule as a precursor in the synthesis
of glucose-6-phosphate. This metabolic condition was accompanied by a deletion in oxidative
phosphorylation infected snails (1 and 2 weeks) after infection, suggesting a decrease in the
number of mitochondria in the examined tissue, or suppression of enzymatic centers related to

oxidative reactions.

Key Words: Angiostrongylus cantonensis, Biomphalaria glabrata, biochemical change, host-

parasite relationship

17



1 INTRODUCAO

Angiostrongiliase Neural ¢ uma doenga causada pela migracdo da larva de
Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935. Tal patologia ¢ caracterizada por uma disfun¢ao do
sistema nervoso central, frequentemente associada a uma infiltracdo eosinofilica na regido. O
processo patologico decorrente a migracdo das larvas de A. cantonensis mostra-se bastante
agressiva ao hospedeiro, resultando em reagdes que potencializam os sinais clinicos
colocando em risco sua vida (ALICATA, 1991). De acordo com estudos de autdpsia, a
superficie externa do cérebro e o cordao espinhal mostram-se envolvidos por uma infiltragao
linfocitica, células plasmaticas e eosinofilos (EAMSOBHANA; TUNGTRONGCHIRT,
1978). A infiltragdo celular ao redor de larvas vivas € proeminente, evoluindo para a morte
parasitaria como consequéncia ao desenvolvimento de reacdes granulomatosas envolvidas no
processo de encapsulamento parasitdrio. Como consequéncia as lesdes espoliativas causadas
durante o comportamento migratorio das larvas, a presenga de microporos sdo observadas,
localizadas principalmente no cérebro e corddo espinhal (CHOTMONGKOL,;
SAWANYAWISUTH, 2002). As larvas podem por vezes direcionar-se para os olhos de
humanos, desenvolvendo um caso de angiostrongiliase ocular, com disturbios oculares tais
como diplopias e estrabismos em muitos pacientes.

Essa espécie de metastrongilideo ¢ encontrada principalmente nos paises do sudeste
Asiatico e Ilhas do Pacifico, regides consideradas endémicas ao parasito. No entanto, este
cendrio comegou a mudar nas ultimas décadas, com a primeira ocorréncia relatada nas
Américas em 1981, quando ratos e moluscos infectados foram encontrados em Cuba
(AGUIAR et al., 1981). A partir de entdo, a ocorréncia de 4. cantonensis tem sido reportada
nos Estados Unidos, Jamaica, Equador (KIM et al. 2002, SLOM et al. 2002, WANG et al.
2008) e mais recentemente no Brasil (CALDEIRA et al., 2007, GRAEF-TEIXEIRA et al.,
2009, ESPIRITO-SANTO et al., 2013), com quadros de infec¢des em humanos ja
confirmados (MORASSUTTI et al., 2014).

A infeccdo humana se déa através da ingestdo de alimentos crus contendo as larvas
infectantes ou por ingestdo dos hospedeiros intermedidrios. Outra via de infecgcdo nao
completamente esclarecida ¢ através de dgua contaminada com as larvas que se evadem de
moluscos mortos. A penetracdo de larvas presentes no solo através da pele lesada, também ¢
considerada uma possivel via de entrada (ALICATA; BROWN,1962). No entanto, estudos
epidemiologicos tem demonstrado que a rota de infec¢do em casos humanos varia
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geograficamente (ALICATA, 1965, KLIKS; PALUMBO., 1992) . Em toda Asia, a maioria
dos casos sdo adquiridos pela ingestdo de moluscos crus ou mal cozidos, enquanto que no
Taiti e em outras ilhas do Pacifico, camardes de 4gua doce e caragueijos configuram como a
principal fonte de infecgao (WALLACE; ROSEN, 1956). Casos esporadicos sdo por vezes
dificeis de ser explicados, e pode resultar da ingestdo acidental de pequenos hospedeiros
intermediarios e paraténicos, ou através de larvas infectantes presentes em seu muco
depositados sobre os vegetais cosumidos em saladas (MORASSUTTI et al., 2014).

Em seu ciclo biolégico, envolvem obrigatoriamente a participacao de dois hospedeiros,
sendo os moluscos, os hospedeiros intermedidrios, e roedores os hospedeiros definitivos,
caracterizando, portanto, um ciclo heteroxénico. Estudos tém demonstrado o envolvimento de
diferentes espécies de moluscos (Bradybaena similaris, Subulina octona e Sarasinula
marginata) como hospedeiros naturais deste helminto, destacando a participagdao do caramujo
africano, Achatina fulica, em razdo a sua maior susceptibilidade e capacidade de albergar
elevadas parasitemias, contribuindo para a expansao dessa endemia (CALDEIRA et al., 2007,
HARRIS; CHENG, 1975). Tais estudos destacam a grande plasticidade do parasito, fator este
que favorece o processo de disseminacao da meningoencefalite eosinofilica no mundo.

Biomphalaria glabrata Say, 1818, encontra-se amplamente distribuida no territorio
brasileiro, com ocorréncia assinalada em 16 estados brasileiros (CARVALHO et al., 2005).
Esta espécie possui grande importancia para a saude publica por atuar como o principal
hospedeiro intermedidrio do trematddeo digenético Schistosoma mansoni (Sambon, 1907),
agente etioldgico da esquistossomose humana, sem duvida uma séria endemia ainda hoje no
pais, devido a alta morbidade e ampla distribui¢do. Em adicdo, estudos também tém
confirmado a participagdo de B. glabrata como hospedeiro intermediario potencial de A.
cantonensis (YOUSIF; LAMMLER, 1977, HARRIS; CHENG, 1975). Este fato, acrescido de
sua importancia epidemiologica, faz da espécie B. glabrata um dos principais agentes
hospedeiros de parasitos, portanto, de grande relevancia tanto em medicina humana quanto
em veterindria.

Atualmente, recomenda-se que o controle de tais enfermidades seja baseado em
medidas integradas, nas quais o controle do molusco torna-se indispensavel. Deste modo,
além do conhecimento epidemiolégico da doenga, aspectos ambientais, ecologicos,
parasitologicos e fisioldgicos sdo importantes. Alteragdes metabdlicas no molusco
hospedeiro, decorrentes da infeccao, podem predizer seu status fisioldgico, e deste modo
ajudar a responder questdes relacionadas a sua sobrevivéncia, dispersdo e reprodugao,
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aspectos fundamentais ao sucesso de programas de controle de moluscos hospedeiros. Desta
maneira, o objetivo do presente estudo foi determinar as caracteristicas metabolicas do
molusco B. glabrata em resposta a experimental pelo nematoide A. cantonensis, durante o

periodo pré-patente de desenvolvimento deste helminto no hospedeiro intermediario.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

Angiostrongylus cantonensis foi primeiramente identificado como parasito de roedores
em Canton, (HUNG; CHENG, 1988; PROCIV et al., 2000). Em 1954 o parasito foi registrado
em Brisbane, Austradlia (MACKERRAS, 1955). Porém, somente na década de 60 uma relagao
foi proposta entre A. cantonensis € o tipo nao usual de meningite encontrada no Pacifico,
caracterizado principalmente por uma inflamagao eosinofilica. Em retrospectiva, a doenga foi
inicialmente considerada em 1944 quando o registro de uma nova sindrome foi feito
(NOMURA; LIN, 1945). Neste estudo, confirmaram a presenga de larvas de metastrongylideo
associado a uma intensa reacao inflamatoria especialmente das meninges de um paciente na
Tailandia, sendo denominado inicialmente de Haemastrongylus ratti. Mais tarde, os parasitos
identificados por Nomura e Lin foram reclassificados como A. cantonensis por
(DOUGHERTY, 1946).

Em 1961, o patologista, Joseph Alicata, postulou que um parasito pulmonar de roedores
poderia ser o agente etioldgico da meningoencefalite eosinofilica registrada anteriormente
(ALICATA, 1991). Alicata registrou que um trabalhador japonés tinha ingerido
propositadamente lesmas e nove dias depois desenvolveu um quadro de paralisia
principalmente de ombros e bragos. Exemplares do fluido cérebro-espinhal revelou uma
moderada pleocitose eosinofilica. Posteriormente, lesmas foram coletadas na mesma area
onde vivia o trabalhador, e ap6s exames, foi confirmada a presenga de estdgios larvais de 4.
cantonensis nas mesmas (ALICATA, 1991). Mais tarde, a teoria postulada por Alicata foi
confirmada por Leon Rosen, médico de um hospital psiquidtrico no Havai, que identificou
larvas de nematoides de um paciente portador de sindrome neurologica (ROSEN et al., 1962).
O paciente apresentava em seu historico constantes crises de esquizofrenia, sendo a causa real
da morte uma meningite aguda. A partir de registros, identificou que se tratava de um quadro
de meningite parasitaria causadas por A. cantonensis, ja4 que o paciente incluia em sua

alimentacdo lesmas. Para validar a teoria de Alicata, varios experimentos foram realizados
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posteriormente, infectando primatas com larvas de terceiro estigio de A. cantonensis
demonstrando que esses animais de fato desenvolveram sindromes patologicas similares,
demonstrando também a ocorréncia de meningoencefalite eosinofilica (ALICATA, 1991).

Durante os anos 60 a doenga foi identificada primeiramente na China e desde entao tem
sido diagnosticada em todo o Sudeste Asidtico, Ilhas do Pacifico, Micronésia, Australia,
Japdo, Ilhas Fiji, América Central, os EUA (Louisiana ¢ no Havai), Costa do Marfim, india e
Egito (HUNG; CHEN, 1988; KLIKS; PALUMBO, 1992; CAMPBELL; LITTLE, 1988;
LIMAYE et al., 1990). Registros apontam a ocorréncia de pacientes humanos diagnosticados
na Nova Zelandia, Suica e Brasil, sendo considerada uma doenca emergente (BOWDEN,
1981; CALDEIRA et al., 2007).

Para explicar esta rapida e continua disseminacao geografica de A. cantonensis, Alicata
(1966), postulou algumas hipoteses sugerindo uma co-evolugdo entre o parasito € o
hospedeiro. Dentre elas, Alicata defende que o parasito evoluiu de um ancestral comum em
roedores de Mocambique, 4. sandarsae (Alicata, 1968), sendo encontrado principalmente na
Africa e Madagascar, e que apresentava como hospedeiro intermediario o molusco gigante
Africano A. fulica. A partir dessa evolugdo, surge a espécie A. cantonensis que se difundiu a
partir do Pacifico junto a rapida disseminacdo do molusco. Drozdz et al.(1975) defenderam
que a rapida disseminagdo da doenga iniciou-se mediante a intima associa¢do de algumas
espécies de nematoides, dentre elas A. cantonensis, e espécies de roedores principalmente na
Malésia e Australia, indicando uma associacdo duradoura entre parasito ¢ hospedeiro. Para
eles, esta associa¢do duradoura do helminto com ratos domiciliados como Rattus norvegicus
(Berkenhout, 1769) e R. rattus (Linnaeus, 1758) , deve-se principalmente ao fato desses
animais suportarem elevadas doses infectantes sem manifestar distarbios, relacionado ao
sistema nervoso central, sugerindo uma adaptagdo improvavel com o hospedeiro.

Maldonado et al. (2010), apds a constatagao de espécimes de A. fulica infectadas por A.
cantonensis, defenderam a ampla distribui¢do do parasito no Brasil como resultado de
introdugdes multiplas de ratos infectados, especialmente durante periodo colonial do pais,
periodo este caracterizado por uma intensa atividade comercial, especialmente com Africa e
Asia. Adicionalmente, Thiengo et al. (2010), alertaram para a rapida dissemina¢io do
molusco A4. fulica no Brasil, havendo registro oficial de sua presenca em 24 dos 26 estados

brasileiros incluindo o Distrito Federal, como fator provéavel na dispersdo do parasito.
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2.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida de A. cantonensis ¢ um ciclo indireto necessitando de um hospedeiro
intermediario fundamental para o desenvolvimento dos estagios larvais iniciais do parasito
(BHAIBULAYA, 1975; FERNANDO, 2001). O periodo pré-patente ¢ de 42 a 46 dias
(BHAIBULAYA, 1975). Os parasitos adultos (machos e fémeas) residem na artéria pulmonar
do hospedeiro definitivo. Apds a copula, os ovos sdo liberados pelas fémeas e passam a se
alojar nos capilares pulmonares. Posteriormente, no interior dos ovos, ocorre o0
desenvolvimento larval, alcangando o primeiro estagio (L;), que apds eclosdo inicia uma
migracdo ascendente pelo conduto bronquiolar até alcancar faringe, onde sdo deglutidas. Em
seguida, apos alcancar o trato gastrointestinal sdo liberadas junto as fezes (JINDRAK;
ALICATA, 1968).

A infeccao do molusco ocorre mediante ingestdao ou penetracdo direta da L, a qual pode
permanecer viavel no ambiente por aproximadamente 12 dias (MACKERRAS, 1955). No
molusco, observa-se a ocorréncia de duas mudas, num periodo de aproximadamente trés
semanas (TUNHOLI-ALVES et al., 2011), até¢ a formagao de larvas de terceiro estagio (L3),
consideradas as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado. A transmissao ocorre pela
ingestdo dessas larvas que sdo liberadas com o muco do molusco e contaminam alimentos,
maos e objetos. O homem pode se infectar acidentalmente ao consumir vegetais, dgua ou
mesmo moluscos crus ou mal cozidos, infectados com a larva L;. Os roedores adquirem o
parasito quando ingerem moluscos infectados ou, no caso dos herbivoros, vegetais
contaminados. Crustaceos, peixes, anfibios e répteis, utilizados como hospedeiros paraténicos,
também podem atuar como transmissores, amplificando a ocorréncia da doenga (THIENGO,

2007) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo ilustrativo de vida do nematéide Angiostrongylus cantonensis. Fonte: WANG

et al., 2008.

A literatura tem apontado diferentes espécies de moluscos participando como
hospedeiros intermediarios deste parasito, enquadrando tanto espécies aquaticas quanto
terrestres, inclusive o gigante africano, 4. fulica. A dispersdo de A. fulica tem sido indicada na
literatura como a principal causa da dispersao da meningoencefalite, o que € preocupante, pois
o Brasil atualmente vive uma fase explosiva da invasao desse molusco (THIENGO, 2010).

No hospedeiro intermediario, Brockelman et al. (1976), estudando a interface A.
fulicalA. cantonensis, observaram um periodo de aproximadamente trés semanas para a
formagdo do terceiro estagio larval do parasito, e que a maioria das larvas (85%) se

localizavam principalmente no manto e tecido muscular, sendo poucas encontradas nos
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orgdos viscerais. He-xiang et al. (2009) observaram o desenvolvimento do ciclo de A.
cantonensis em condigdes laboratoriais, e constataram um periodo pré-patente de
aproximadamente 19 dias em espécies de moluscos aquaticos, estando a L3 distribuida
principalmente no manto, musculo (massa cefalopediosa) e glandula digestiva dos moluscos
infectados. Formagdes granulares também foram observadas, sobretudo na cavidade paleal e
tecido muscular, indicando ativagdo de uma resposta inflamatéria durante o processo de
desenvolvimento das larvas de diferentes estagios no molusco.

Sauerlander (1976) estudou a via migratoria dos nematoides A.cantonensis/A.vasorum
em infec¢des experimentais em A. fulica. Em exame de cortes histologicos, foram observadas
larvas no pulmdo, manto, glandula digestiva, pé e trato gastrintestinal. Além disso, a
cronologia da migracao larval neste caramujo foi descrita da seguinte forma: 1 — uma hora
apos a infecgdo, as larvas estavam presentes na regido do pé do molusco; 2- duas horas ap6s a
infeccdo, as larvas foram observadas no trato gastrintestinal; 3 — 12h apds, as larvas foram
encontradas no pulmdo, em um numero proximo a metade do total de larvas do sistema
hemolinfatico; 4 — 24h ap6s a infeccdo, cerca de 80 a 90% do total da populacdo de larvas
podia ser observado no pé € no pulmao. Neste mesmo estudo, o periodo de formagao da L; foi
similar aos estudos anteriores, com as larvas se localizando principalmente no tecido
muscular, préximo aos ductos das glandulas produtoras de muco.

No hospedeiro definitivo, as larvas de terceiro estagio alcangam o sistema nervoso
central através do sistema circulatorio, embora evidéncias recentes sugiram uma rota
alternativa envolvendo penetracdo direta nos nervos periféricos e subsequente migracdo para
o sistema nervoso. Infec¢des experimentais em coelhos, ratos e cachorros t€ém demonstrado
danos significativos em nervos periféricos, especialmente o nervo ciatico, associado a
migracao larval. Mackerras (1955) postulou que o parasito acaba utilizando anastomoses para
alcancar o corddo espinhal. Adicionalmente, estudos registram que em ratos
experimentalmente infectados, as larvas sdo frequentemente encontradas nos nodulos
linfaticos mesentéricos e dutos tordcicos admitindo, portanto, a hipdtese de que algumas
larvas podem migrar por via linfatica (BHAIBULAYA, 1975). Esta hipotese também foi
demonstrada por Jindrak e Alicata (1968) que em estudo patoldgico comparativo envolvendo
infeccdo experimental por 4. cantonensis em suinos e ruminantes, observaram um grande
numero de larvas infiltradas nos nodulos linfaticos mesentéricos.

No sistema nervoso central, o principal sitio de localizagdo das larvas ¢ no interior da
massa cinzenta, embora algumas possam também ser observadas nas meninges. Neste sitio as
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larvas perdem a bainha, iniciando-se em seguida a migracdo para o espago subaracnoide.
Nesta regido, o parasito permanece por 10 dias aproximadamente, periodo necessario para se
desenvolver até (Ls), cursando com uma intensa reacdo inflamatdéria caracterizada
principalmente por uma reacdo eosinofilica (MACKERRAS, 1955). Posteriormente,
utilizando plexos venosos localizados no proprio espaco, os estagios larvais migram para os
pulmdes localizando-se na artéria pulmonar para finalizar o seu desenvolvimento

(BHAIBULAYA, 1975).

2.3 Aspectos epidemioldgicos da Angiostrongiliase neural no mundo.

Desde o primeiro caso da angiostrongiliase humana confirmada em 1945, mais do que
2800 casos tem sido registrado em pelo menos 30 paises. No entando, muitos casos podem
ndo ter sido notificados ou diagnosticados corretamente (KLIKS; PALUMBO, 1992). De
acordo com autores, a angiostrongiliase frequentemente ocorre em surtos com numeros de
casos variando entre 10 a 100. Nestes surtos, pessoas tornam-se usualmente infectadas
mediante a ingestdo de hospedeiros intermedidrios e paraténicos contendo estagios L3 do
parasito encistados em seus tecidos (WANG et al., 2008)..

Desde a confirmacdo inicial de dois casos de meningite eosinofilica causada por A.
cantonensis no Havai em 1962 (WU, 2006), o parasito tem sido mencionado como agente
causal em muitos outros casos na Ilha do Pacifico e sul da Asia. Angiostrongylus cantonensis
¢ principalmente endémico nestas regides, entretanto, regides endémicas tem agora se
expandido para além dos limites do Pacifico ¢ Sul da Asia. De acordo com autores, a
disseminagdo da angiostrongiliase neural estaria principalmente associada com a importagao
ndo intencional de roedores infectados dessas regides por navios e avides, chamando a
atencao aos Orgaos publicos para a necessidade de desenvolver politicas publicas direcionadas
para um maior controle e fiscalizagdo sanitaria, especialmente em regides portudrias. Nas
ilhas do Caribe, onde o primeiro caso da angiostrongiliase humana foi registrado em Cuba,
em 1973 (PASCUAL et al., 1981), tem-se registrado o aumento crescente no numero de
infec¢des por A. cantonensis, com varios casos na Costa Rica e Jamaica (VAZQUEZ et al.,
1993; LINDO et al., 2004).

Na Tailandia, regido de alta endemicidade para a doenca, pelo menos 1337 casos de

angiostrongiliase neural humana tem sido confirmada. Esta elevada prevaléncia esta associada
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a cultura local, especialmente no costume de se alimentar de moluscos crus ou indevidamente
preparados, pratica essa muito observada em todo Sul Asiatico (CROSS; CHEN, 2007).

Na China, o primeiro caso de meningoencefalite eosinofilica causado pela infec¢ao de
A. cantonensis foi registrado em 1984 na provincia de Guangdong. Atualmente, surtos de
infeccdo humana por A. cantonensis tem aumentado significativamente na China,
possivelmente como resultado da popularizacdo de comidas exoticas, como a pratica em
utilizar moluscos como alimento. Um surto de angiostrongiliase neural foi documentado em
1997 na provincia de Zhejiang na China (ZHENG et al., 2001). De acordo com registros, os
65 casos confirmados de meningite eosinofilica foram associados a infeccdo por A.
cantonensis (ZHENG et al., 2001). Um surto menor, com cinco casos humanos, ocorreu na
provincia de Lioning em 1999 (81), e em 2002 trés surtos com um total de 30 casos foram
diagnosticados na provincia de Fujian (YANG et al., 2004; WU; YAN, 2004). Infelizmente,
apesar desses surtos, poucas agdes publicas foram realizadas com o objetivo de controlar o
parasitismo na China, situagdo esta que contribuiu diretamente para a ocorréncia de um surto
ainda maior em Beijing em 2006, com mais do que 160 casos confirmados (HE et al., 2007).
Atualmente, estima-se que mais do que 650 milhdes de pessoas encontram-se em areas de alto
risco para aquisi¢do da angiostrongiliase neural humana na China, condicdo esta justificada,
pela alta prevaléncia de infec¢do em roedores e moluscos nativos. Levantamento
epidemiologico indica que a maioria dos casos de infeccdo humana por A. cantonensis no
continente Asiatico, estaria relacionada com a ingestdo de moluscos crus, especialmente da
espécie Pomacea canaliculata (TSAI et al., 2001). Esta espécie de molusco, nativo da
América do Sul, foi introduzida em Taiwan em 1981 como fonte alimentar, e posteriormente
na China e tem sido considerado como o principal hospedeiro intermediario desse nematoide
na regido (WANG et al., 2007).

Na América do Sul, os primeiro casos de infecgdo em humanos foram registrados no
Brasil, dois no municipio de Cariacica no Estado do Espirito Santo e dois na regido nordeste
do Brasil no Estado de Pernambuco (Municipio de Escada e Olinda). Todos os quatros casos
foram associados com a ingestdo de moluscos crus infectados com larvas de terceiro estagio
de A. cantonensis (CALDEIRA et al., 2007; LIMA et al., 2009; THIENGO et al., 2010). No
Brasil, moluscos terrestres de diferentes espécies, B. similaris, A. fulica, S. octona e S.
marginata, tém sido encontrados naturalmente infectados na regido Sudeste (CALDEIRA et
al., 2007) e na regidao Nordeste (THIENGO et al., 2010), contribuindo diretamente para o
aparecimento de infec¢des em humanos. Dentre as espécies, o gigante africano A. fulica tem
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sido mencionado como o principal hospedeiro intermediario do parasito, sendo
frequentemente encontrado com elevado grau de parasitismo (TOMA et al., 2002), enquanto
que R. norvegicus mostra-se responsavel pela manunten¢do do parasitismo na regido sudeste
do Brasil (SIMOES et al., 2011). Recentemente, Moreira et al. (2013) registraram a
ocorréncia de A. cantonensis em roedores sinantropicos (R. rattus € R. norvegicus) na regiao
Norte do Brasil, bem como, presenca de larvas desse nematoide no gastropode A. fulica. Os
resultados apontaram um grau de positividade de aproximadamente 10% dos roedores
capturados, confirmando que A. cantonensis ¢ agora endémico também na regido Norte do
Brasil, no qual as espécies R. rattus e R. norvegicus configuram como o0s principais
hospedeiros definivos do parasito na regido, enquanto que A. fulica atua como a principal
espécie vetora na transmissao desta metazoonose.

Em 2010, cinco casos de angiostrongiliase neural foram confirmados no estado de Sao
Paulo. Desses, quatro ocorreram no litoral sudeste do estado, em Mongagud, e o outro na
cidade de Sao Paulo (CIARAVOLO et al., 2010). Estudos epidemiologicos confirmaram a
presenca de moluscos naturalmente infectados por larvas de 4. cantonensis, sugerindo que a
infec¢do possivelmente ocorreu mediante a ingestao do hospedeiro intermediario, ou ainda a
partir da ingestdo de vegetais contaminados com o muco desses organismos. Tal fato ¢ de
grande importancia epidemiologica, uma vez que, nos ultimos anos surtos de
angiostrongiliase tem sido associado a esta conduta, destacando a necessidade de higienizar
corretamente estes alimentos especialmente em dreas consideradas endémicas. Em 2013
Espirito-Santo et al., confirmaram a ocorréncia de mais um caso de meningite eosinofilica
humana causado por 4. cantonensis na cidade de Sdo Paulo. Os resultados demonstraram que
a soroconversao entre anticorpos para IgG anti-A. cantonensis ocorreu nas amostras coletadas
somente apos 135 dias do inicio da manifestagdo clinica. Em 2014, Morassutti et al., (2014)
publicaram dados atualizados quanto a ocorréncia da meningoencefalite eosinofilica no Brasil
causados pela infeccdo de A. cantonensis. De acordo com os resultados, dos 84 casos
suspeitos 34 foram confirmados positivos para A. cantonensis, demonstrando a expansdo da
doenca no Brasil. Abaixo, demonstra-se a situagdo atualizada sobre os casos ja notificados da
angiostrongiliase no Brasil, bem como, a presenga de hospedeiros naturais infectados por este
metastrongilideo (MORASSUTTI et al., 2014). Esta distribuicdo litoranea ressalta a
importancia das regides portudrias na introdug¢do da angiostrongiliase no Brasil e em varias
regides do mundo. Segundo autores, como consequéncia a falhas relacionadas a politicas
publicas e gestdo nessas regides, roedores infectados provenientes de areas endémicas sao
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facilmente introduzidos no territério nacional, favorecendo ndo somente a disseminagdo do

parasito, mais também, a ocorréncia de novos focos autdctones de transmissdo.
(MALDONADO et al., 2010).
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Figura 2- Mapa de distribui¢do de Angiostrongylus cantonensis e casos de angiostrongiliase
no Brasil. AL: Alagoas; AM: Amazonas; BA: Bahia; CE: Ceara; ES: Espirito Santo; MA:
Maranhdo; MG: Minas Gerais; PA: Para; PB: Paraiba; PE: Pernambuco; PI: Piaui; PR:
Parand; RJ: Rio de Janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RS: Rio grande do Sul; SC: Santa
Catarina; SE: Sergipe; SP: Sdo Paulo. Fonte: MORASSUTTI et al., 2014.

2.4. Aspectos morfologicos

Moreira et al. (2013) apds constatarem a presenga de roedores (R. rattus e R.
norvegicus) naturalmente infectados por A. cantonensis na regiao Norte do Brasil, realizaram
um estudo morfologico de formas adultas do parasito, coletos do [imen da artéria pulmonar.
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Resultados das andlises morfologicas e morfométricas de formas adultas a partir da
microscopia de luz e eletronica de varredura revelaram a presenga de uma extremidade
anterior simples de aspecto conico, com abertura oral simples, auséncia de labios, esofago
curto do tipo claviforme, presenca de um anel nervoso localizado no tergo posterior do
esofago e poro excretorio perpendicular em relagdo ao eixo longitudinal do corpo situado
abaixo da jun¢do do eso6fago com o intestino (Figura 3a). Os machos s3o menores € menos
robustos do que as fémeas. Na extremidade posterior observamos a presenca de projecoes
cuticulares formando uma pequena bolsa copuladora (Figuras 3b, ¢ e 4a, b). Presenca de
gubernaculo bem desenvolvido (Figura 2d), espiculos longos e finos de tamanhos subiguais,
guarnecidos por uma delicada bainha com estrias transversais também foram observados

(Figuras 3c, d).
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Figura 3. Microscopia de luz de formas adultas de Angiostrongylus cantonensis. Extremidade
anterior de machos (a). Barra de escala = 100um. Vista lateral da extremidade posterior dos
machos, onde a bolsa copuladora pode ser observada (b). Barra de escala = 200 um. Detalhe
da bolsa copuladora, em uma visao lateral, demonstrando a disposi¢ao dos raios (c). Barra de
escala = 100um. Gubernéculo (d). Barra de escala = 30pum. Espiculo esquerdo (e). Barra de
escala = 300um. Espiculo direito (f). Barra de escala = 300um. Extremidade anterior da
fémea (g). Barra de escala = 100pm. Extremidade posterior da fémea (h). Barra de escala =

100pm. Fonte: MOREIRA et al., 2013.

A bolsa copuladora mostra-se bilobada, levemente assimétrica e com uma pequena
reentrancia em sua extremidade posterior (Figuras 4a, b). Os raios da bolsa mostram-se bem
definidos, robustos e com estrutura papiliforme em sua extremidade. S3o organizados em
raios ventro-ventrais e ventro-laterias, nos quais se mostram maiores € mais robustos quando
comparado com os ventrais. Trés raios laterais originam a partir de um mesmo tronco. O raio
antero-lateral ¢ o menor e o mais robusto entre eles, enquanto que o raio médio-lateral ¢ o
mais longo, frequentemente alcangando a borda da bolsa copuladora (Figura 4a, b). O raio
externo-dorsal ¢ separado a partir dos raios laterais, porém ¢ similar em comprimento ao raio
latero-posterior. O raio dorsal ¢ o mais reduzido em comprimento, bifucardo-se em sua
extremidade de forma a originar trés curtos troncos. Na extremidade posterior das fémeas ¢
possivel observar a presenca de algas uterinas sinuosas repletas de ovos e presenca de um

ovijector (Figura 4e).
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Figura 4. Microscopia de luz de formas adultas de Angiostrongylus cantonensis. Vista lateral
da bolsa copuladora de machos, com os raios ventro-ventral (vv), latero-ventral (lv)
originando a partir de um mesmo tronco. Os raios laterais sdo divididos em antero-lateral (al),
médio-lateral (ml) e postero-lateral; e o raio externo-dorsal (ed) (a). Barra de escala = 50 pm.
Vista ventral da bolsa copuladora, demonstrando o raio dorsal (d). Barra de escala = 50 pm.
Detalhe da extremidade posterior dos espiculos cobertos por uma bainha estriada (c). Barra de
escala = 50 um. Detalhe da extremidade anterior dos espiculos (d). Barra de escala = 50 um.
Detalhe do corpo da fémea demonstrando o tutero (U), com ovos (E) e ovijector (seta) (e).

Barra de escala = 50 um. Fonte: MOREIRA et al. (2013).
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2.5 Hospedeiros de Angiostrongylus cantonensis e seu papel como reservatorio e

propagacao da doenca.

Alguns autores t€ém demonstrado o envolvimento de diferentes espécies de moluscos no
ciclo biologico de A. cantonensis. Moluscos terrestres e algumas espécies aquaticas sao
considerados os primeiros hospedeiros intermediarios. Contudo, em certas regides observa-se
que determinadas espécies de molusco apresentam maior susceptibilidade a infec¢do. Neste
contexto, A. fulica é considerado a maior fonte de infeccdo em todo mundo. Segundo Kliks e
Palumbo (1992) a dispersdao de A. cantonensis estd diretamente associada a intensa
propaga¢do deste molusco iniciado a partir do continente Africano em dire¢do as ilhas do
Pacifico e sul Asiatico.

A espécie P. canaliculata por sua vez, apresenta uma ampla distribuicdo no continente
Asidtico causando grandes danos ao sistema agricola local. Além disso, este molusco ¢
também muito suscetivel a infeccdo por A. cantomnensis e tem se tornado um importante
hospedeiro intermediario nestas regides (WANG et al., 2007). A taxa de infec¢do em P.
canaliculata ¢ considerada alta especialmente na Tailandia, China e Japao. Na Tailandia,
moluscos do género Pila spp. sdo frequentemente utilizados como fonte alimentar humana, e
deste modo podem também induzir quadros de infec¢do. Contudo, por apresentar menor
susceptibilidade a infec¢do por este helminto, a carga parasitaria normalmente observada ¢
considerada baixa o que explica uma sintomatologia mais moderada em humanos em
comparagdo aos casos em que o molusco hospedeiro ¢ P. canaliculata (Y11, 1976). Porém,
Tesana et al. (2008), apds compararem experimentalmente a suscetibilidade entre P.
canaliculata e Pila polita (Deshayes, 1830) a infeccdo por A. cantonensis, observaram
variagoes significativas entre elas, sugerindo maior suscetibilidade da espécie P. polita, a
infec¢do, concluindo que a dose do indculo infectante atua como um importante fator
extrinseco nesta manifestacao.

No Brasil, em um estudo realizado por Caldeira et al. (2007), foram encontrados pela
primeira vez moluscos naturalmente infectados por 4. cantonensis. Neste estudo, 270
espécimes de moluscos foram coletados, e apos identificacdo, foram classificados dentro de
quatro diferentes géneros: Sarasinula marginata (Semper, 1885), Subulina octona (Bruguiére,
1792), A. fulica e Bradybaena similaris (Férussac, 1821). Todas as espécies foram positivas
para A. cantonensis, porém B. similaris e A. fulica foram as que apresentaram maior
parasitemia demonstrando maior suscetibilidade a infec¢do. Mais tarde, Maldonado et al.
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(2010), identificaram os primeiros exemplares de A. fulica naturalmente infectadas por A.
cantonensis no Sul do Brasil. Recentemente, Omar et al. (2012) em um estudo longitudinal
realizado em 30 diferentes localidades no territorio nacional, demonstraram dados atualizados
quanto a dispersdo do parasito, a partir da identificagdo de populagcdes de moluscos
naturalmente infectados. Apds a captura, os espécimes foram idividualmente identificados e
submetidos ao processo de digestdo quimica para a recupera¢do das larvas. Os resultados
moleculares confirmaram positividade em quatro espécies de gastropodes (S. octana, S.
marginata, B. similaris e A. fulica) em 11 localidades (Belém - PA, Recife, Salvador - BA,
Ihéus - BA, Vila Velha — ES, Niterdi — RJ, Angra dos Reis — RJ, Sdo Sebastido — SP, Santos -
SP, Paranagud — PR, Navegantes — SC). Os resultados indicam uma ampla distribui¢do do
parasito no territorio nacional, estando presente em 36,6% das localidades estudadas.

Estudo realizado por Ibrahim (2009) no Egito constatou variagdes na prevaléncia e
intensidade de 4. cantonensis em diferentes espécies de moluscos aquaticos. Neste trabalho,
das trinta espécies coletadas, seis foram confirmados como hospedeiros intermediarios deste
nematoide (Melanoides tuberculata, Cleopatra bilimoides, C. cyclostomoides, Lanistes
carinatus, B. alexandrina e Lymnaea natalensis). Como principais resultados, fatores
ecoldgicos foram confirmados exercer forte influéncia na taxa de infec¢do dos moluscos, ja
que uma correlacdo negativa foi estabelecida entre a salinidade e o coeficiente de prevaléncia.
Adicionalmente, estudos relatam padrdes sazonais como determinantes na prevaléncia e
intensidade da infeccdo por este parasito, especialmente no verdo e primavera, justificados
pelo maior nimero de L; liberadas junto as fezes de roedores infectados e por uma maior
atividade de moluscos gastropodes (KUTZ et al., 2002; EL-SHAZLY et al., 2002).

Existem poucas informagdes considerando a prevaléncia de A. cantonensis em
hospedeiros paraténicos (RADOMYOS et al, 1994; PANACKEL et al., 2006;
HIDELARATCHI et al., 2005). Pequenas planarias poderiam representar uma importante,
porém negligenciada fonte de infeccdo em humanos, quando acidentalmente consumidas
juntas com vegetais crus e contaminados (SLOM et al., 2002; BOWDEN, 1981). Quatro
surtos de angiostrongiliase humana tém sido considerados mediante consumo de vegetais
contaminados. Adicionalmente, um surto com cinco casos na Tailandia foi associado a
ingestao de sucos de vegetais em 2001 (TSAI et al., 2004).

Segundo resultados apresentados por Ash (1968), determinadas espécies de anfibios
foram encontrados naturalmente infectados por larvas de A. cantonensis. O consumo de
anfibios indevidamente preparados tem sido implicado como fontes de infecgdes em
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humanos, principalmente na Taildndia, China e Estados Unidos. Na Tailandia lagartos
monitorados em estudos foram encontrados infectados com A. cantonensis e mais do que 18
casos de angiostrongiliase humana na Tailandia e India foram atribuidos ao consumo de
lagartos (RADOMYOS et al., 1994; PANACKEL et al., 2006; HIDELARATCHI et al.,
2005).

Rattus rattus e R. norvegicus tem sido considerado os hospedeiros definitivos mais
comuns de 4. cantonensis, porém outras espécies de ratos encontrados em areas naturais e
florestais foram também registradas como hospedeiros naturais para este helminto (CROSS;
CHEN, 2007). Segundo Wang et al. (2007), uma vez observados ratos infectados em
condi¢des naturais, a regido passa a ser considerada de risco, j& que apenas roedores
apresentam a capacidade de albergar a infeccdo até sua fase final, possibilitando a
diferenciagdo e maturagdo dos parasitos. Deste modo, por se mostrar indispensavel ao
completo desenvolvimento do parasito, os roedores sdo organismos fundamentais para o
estabelecimento de 4. cantonensis em uma determinada regido.

Seres humanos e primatas podem ser considerados hospedeiros acidentais para A.
contonensis, onde o parasito ndo ¢ capaz de completar o seu desenvolvimento e usualmente
morre no sistema nervo central, causando um quadro inflamatério denominado
meningoencefalite eosinofilica podendo mesmo levar a morte do hospedeiro. O parasito tem
sido incriminado como a causa de mortes em primatas capturados na Australia e Estados
Unidos (NEW et al., 1995; PROCIV et al., 2000).

Em medicina veterinaria, trabalhos vém notificando o envolvimento direto deste
helminto em episddios de sindromes neuroldgicas. Estudos realizados por Wright et al.,
(1991), identificaram apds necropsia, a ocorréncia de larvas de nematoides localizadas
principalmente na regido cefalica em dois potros. Entre os principais aspectos clinicos
observados, a ocorréncia de tetraparesia e paralisia foi registrada em ambos os animais, e apos
histologia do corddo espinhal e do cérebro, cortes revelaram sec¢des que se mostraram
consistentes a larvas de A. cantonensis. Jindrak e Alicata, (1970), demonstraram
experimentalmente que caes também sdo susceptiveis a infeccdo com larvas de terceiro
estagio de A. cantonensis. Neste estudo, cinco animais foram expostos a infeccao e dois
morreram logo no terceiro dia apos infeccdo sem demonstrar qualquer sinal clinico. Estudos
anatomo-patologicos demonstraram uma intensa rea¢do inflamatéria, além da presenga de
larvas localizadas tanto no cérebro quanto no corddo espinhal. Os demais desenvolveram
sintomatologia neuroldgica, manifestada principalmente na forma de uma intensa depressao,
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marcha instavel e hipersensibilidade da pele, vindo a oObito 21-90 dias apds infecgdo.
Nenhuma lesdo foi observada nos pulmoes, concluindo que neste modelo 4. cantonensis nao

alcanc¢a a maturidade sexual.

2.6 Importancia do Filo Mollusca no desenvolvimento de larvas de trematédeos e

nematoides.

Dentre as principais helmintoses de interesse médico e veterindrio transmitidas por
moluscos no Brasil a esquistosomose, a fasciolose e a angiostrongiliase que assumem grande
importancia (MODENA et al., 1993; SERRA-FREIRE, 1995; THIENGO, 2007).

A esquitossomose encontra-se efetivamente entre as mais importantes endemias do Pais
em termos de saude publica. Coura e Amaral (2004) apds estudo epidemiologico no Brasil
registraram que a infec¢do ocorria em uma extensa area compreendida pelo estado do
Maranhao até o Espirito Santo, enquadrando ainda o estado de Minas Gerais e focos isolados
notificados do Distrito Federal, Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Adicionalmente, estudos vém ressaltando a importancia desta
parasitose também em medicina veterinaria, ja que bovinos tem sido encontrados
naturalmente infectados (BARBOSA, 1972) pelo trematédeo, induzindo complicagdes que
acabam afetam diretamente seu estado nutricional.

A fasciolose ¢ outro exemplo de parasitose causada por trematddeo, sendo encontrados
principalmente em bovinos, caprinos, ovinos, equinos e outros mamiferos herbivoros, além de
ser registrada também no homem (AMARAL; BUSETTI, 1979; THIENGO, 2007). Para o
Brasil, historicamente, os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais sao relatados como incidentes de fasciolose bovina (SERRA-
FREIRE, 1995) o que ¢ extremamente preocupante, ja que, a mesma acarreta sérios prejuizos
a pecuaria, comprometendo diretamente o desenvolvimento econdmico nestes estados. Nos
ultimos anos, casos envolvendo infec¢do em humanos tém aumentado significativamente,
chamando a atencao dos profissionais de saude para a necessidade de desenvolver medidas
voltadas principalmente no controle e prevencdo desta doenca (MAS-COMA et al., 1999).

As angiostrongiliases sdo agora exemplos de doenca causada por nematoides
pertencentes ao género Angiostrongylus. Dentre as diversas espécies, duas assumem maior

relevancia, A. costaricensis, agente etiologico da angiostrongiliase abdominal e A.
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cantonensis responsavel por um tipo de meningoencefalite eosinofilica, ambas de potencial
zoonoético (STEWART et al., 1985).

Em todos os casos citados, a participagdo do molusco ¢ considerada vital ao
desenvolvimento do parasito, possibilitando desenvolver estagios infectantes ao hospedeiro
definitivo (PINHEIRO et al., 2009;TUNHOLI et al., 2011). Atualmente, de acordo com Cribb
et al (2001), aproximadamente 40.000 espécies de trematddeos requerem moluscos para
completar seu ciclo. Tais dados remetem a importancia de animais deste filo como
hospedeiros intermediarios de parasitos para animais silvestres ¢ domésticos, assim como para
o homem.

Registros sobre a helmintofauna associada aos gastropodes limnicos foram realizados
em 12 estados brasileiros. Neste, o género Biomphalaria tem sido associado a diferentes tipos
cercarianos (BOAVENTURA et al., 2007). Na regido Nordeste, Biomphalaria foi o género
em que mais se verificou a presenga de parasitos principalmente no estado do Piaui
(PARAENSE; ARAUJO, 1984). Adicionalmente, estudos realizados por Thiengo et al (2001,
2002a), tem documentado e caracterizado diferentes associagcdes parasito-hospedeiro,
destacando especialmente o envolvimento de espécimes do género Biomphalaria.

Em Minas Gerais, pesquisas registraram a espécie B. glabrata com maior variedade de
tipos cercarianos sendo “Echinostome cercaria” presentes na maioria das espécies encontradas
naturalmente infectadas (SOUZA et al., 1998; SILVA, 1992). Além disso, trabalhos vém
demonstrando o envolvimento de um grande numero de espécies de moluscos como
hospedeiros potenciais no ciclo de alguns nematoides, confirmando a capacidade desses
parasitos infectarem diferentes hospedeiros intermedidrios (BANEVICIUS et al., 2006;
MORERA, 1988;). Neste contexto, estudos t€ém comprovado a susceptibilidade do género
Biomphalaria, especialmente das espécies B. glabrata, B. tenagophila (Orbigny, 1835) ¢ B.
straminea (Dunker, 1848) na infeccdo experimental por A. costaricensis e A. cantonensis
(GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1989; LIMA et al., 1992; YOUSIF; LAMMLER, 1977). No
Brasil, trés espécies do género Biomphalaria tém sido reconhecidas como de maior
importancia epidemiologica: B. glabrata, B. straminea ¢ B. tenagophila fato este justificado
pelo envolvimento direto de tais espécies na manutencao do ciclo biologico de Schistosoma
mansoni.

Morfologicamente, moluscos pertencentes ao género Biomphalaria apresentam concha
discoidal (planoespiral), podendo chegar a mais de 40 mm de didmetro. Apresentam a
hemolinfa vermelha devido a presenca de um pigmento andlogo a hemoglobina, o tubo renal ¢
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em forma de “J”. A espécie B. glabrata, possui a concha com giros arredondados, o lado
direito é mais escavado que o esquerdo. E a maior espécie da familia, entretanto apenas as
caracteristicas da concha nao podem ser utilizadas para confirmagao da espécie, visto que, em
funcdo das condicdes ambientais e pressoes seletivas as conchas podem sofrer alteracdes,
fazendo com que haja confusdo para identificacdo correta da espécie. Por isso, deve-se
também considerar caracteristicas de morfologia interna, como a presenca da crista renal
pigmentada ao longo da superficie ventral do tubo renal em individuos adultos e a linha
pigmentada em individuos jovens. Além destas caracteristicas, o ovoteste possui mais de 350
diverticulos, presenca de bolsa vaginal, por¢ao média da bainha do pénis aproximadamente do
mesmo tamanho que a por¢do mais larga do canal deferente (SOUZA; LIMA, 1990).

A distribuicao geografica revela que B. glabrata e B. straminea sao as espécies
melhores adaptadas as condigdes naturais do Brasil. Segundo Paraense (1975), a espécie B.
glabrata ¢é encontrada ao longo da faixa costeira do Nordeste, algumas regides do Norte,
Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais. Dados atualizados registram a presenca desta espécie em
16 estados brasileiros, além do Distrito Federal ocupando toda a linha costeira (CARVALHO
et al., 2005). Este fato acrescido de sua importancia epidemiologica faz da espécie B. glabrata
um dos principais hospedeiros parasitos e, portanto de grande relevancia tanto em medicina

humana quanto em veterinaria.

2.7 Relacao molusco-nematoide com énfase na relagcao B. glabrata/A. cantonensis

De maneira geral, nematoides estabelecem diversos tipos de associagdes com moluscos,
variando desde uma relacdao paraténica, sem cursar com alteracdes significativas no estado
metabodlico do hospedeiro, a uma condi¢do de parasitismo, no qual frequentemente conduz a
quadros patoldgicos resultantes do processo de desenvolvimento das larvas. A maioria dos
Strongylideos utiliza moluscos como hospedeiros intermedidrios, possibilitando o
desenvolvimento de larvas infectantes aos hospedeiros definitivos. Por outro lado, os
Rhabditidas acabam utilizando tais organismos como hospedeiros definitivos, permitindo o
desenvolvimento completo do ciclo bioldégico dos nematoides. Atualmente, mais do que 108
espécies de nematoides tem sido confirmado estabelecer algum grau de associacdo com
moluscos, sugerindo um processo co-evolutivo estabelecidos entre ambos os organismos

(GREWAL et al., 2003).
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Anderson (2000) definiu hospedeiro paraténico como o organismo capaz de se infectar,
mantendo vidvel a forma infectante para o hospedeiro definitivo, sem, contudo oferecer
condig¢des intrinsecas favoraveis ao processo evolutivo do parasito, funcionando como uma
espécie de refugio temporario até a infeccao final. Este tipo de associacdo ¢ observado em
algumas espécies de nematoides que acabam utilizando moluscos como hospedeiros
paraténicos, fazendo deste mecanismo uma estratégia, que frequentemente aumenta as
possibilidades de sobrevivéncia e de transmissdao. Como exemplo, moluscos aquaticos
pertencentes a espécie Galba corvus (Gmelin, 1778) atua como hospedeiro paraténico para
larvas de terceiro estagio (L3) do nematoide Anguillicola crassus (Kuwahara, Niimi e Hagaki,
1974), agente patogénico para uma determinada espécie de enguia européia Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758).

Diferentemente, existem espécies de nematoides que requerem obrigatoriamente
moluscos como hospedeiros intermedidrios no seu ciclo, e, portanto, essenciais ao seu
completo desenvolvimento. Esse tipo de associagdo ¢ geralmente observado na maioria dos
Metastrongilideos, no qual larvas de primeiro estagio infectam moluscos e se desenvolvem
até estagios que serdo adquiridos pelo hospedeiro definitivo (vertebrado) (KUTZ et al., 2001).
Como exemplo, parasitos de ruminantes Mullerius capillaris, (Mueller, 1889) utilizam
diferentes espécies de moluscos terrestres Limax cinereus (Lister, 1678) e Arion hortensis
(Férussac, 1819) como hospedeiros intermediarios. Condigdo similar pode ser observada na
associacao entre larvas de Protostrongylus tauricus (Schulz e Kadenazii, 1949) e o molusco
Helicella derbentina (Krynicki, 1836), onde estagios infectantes sdo formados no final do
trigésimo dia, se localizando junto ao tecido muscular do hospedeiro intermedidrio
(RODONAYA, 1977). Este tipo de relagdo ¢ também observado para a espécie A.
cantonensis, no qual acaba utilizando diferentes espécies de moluscos terrestres como
hospedeiros intermediarios, fazendo desses organismos, fator prioritirio para o
desenvolvimento de larvas infectantes ao hospedeiro definitivo, e, consequentemente, para a
transmissdo da angiostrongilise neural humana. Durante essa associagdo, alteracdes
morfologicas e bioquimicas sdo observadas, como consequéncia ao desenvolvimento e
migracao das larvas intra-molusco (TUNHOLI-ALVES et al., 2011).

Neste contexto, alguns trabalhos tém demonstrado alteragdes bioquimicas em moluscos
expostos a condi¢cdo de infeccdo experimental por nematoides. Stewart et al. (1985) foram os
primeiros a constatar alteragdes fisiologicas em B. glabrata infectada experimentalmente por
A. costaricensis. Neste estudo, a atividade da fosfatase alcalina, lactato desidrogenase e
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creatina fosfoquinase mostraram-se significativamente maiores nos grupos infectados em
relacdo ao controle. Variagdes nos conteudos de glicose e calcio hemolinfatico também foram
registradas, com os animais infectados demonstrando uma hiperglicemia associado a um
decréscimo de célcio hemolinfatico.

Brockelman e Sithithavorn (1980) observaram mudancas relacionadas com o perfil
glicémico do molusco 4. fulica ap6s infeccao por A. cantonensis. Como principais resultados,
um decréscimo significativo nos contetidos de glicose ap6s a primeira semana de infecg¢ao foi
registrado, sendo o organismo hospedeiro capaz de restabelecer o estado normoglicémico em
seguida. Em 2011, Tunholi-Alves et al. (2011) demonstraram uma série de alteragdes na
biologia reprodutiva de B. glabrata apo6s periodo pré-patente de desenvolvimento intra-
molusco de A. cantonensis. Os resultados apresentados demonstraram a ocorréncia do
fendmeno da “castracdo parasitaria”, justificado pela diminuicao significativa do desempenho
reprodutivo do molusco. Concomitantemente a estas alteragdes, um decréscimo significativo
nos conteudos de galactogénio também foi observado, demonstrando que o desenvolvimento
larval de A. cantonensis causa significativas variacdes no metabolismo energético de B.
glabrata. Tais resultados indicam que a diminui¢do do rendimento reprodutivo de moluscos
infectados foi provavelmente relacionada com o decréscimo nos conteudos de galactogénio
estocados na glandula de albumen, comprometendo ndo somente o nimero de ovos postos
mas principalmente sua viabilidade, uma vez que, esta reserva atua como constituinte
integrante do fluido perivitelinico, utilizado como substrado na fase inicial de
desenvolvimento do embrido. No ano seguinte, Tunholi-Alves et al. (2012) demonstraram que
a infeccdo de A. cantonensis também induz alteragdes no metabolismo protéico de B.
glabrata. Como principais resultados, uma reducao nos contetdos de proteinas hemolinfaticas
foi observada nos grupos infectados, denotando que a infec¢ao por esta espécie de nematoide
estimula a mobilizacdo de reservas nao glicidicas do hospedeiro, possivelmente como
tentativa de assegurar fungdes vitais proprias. Em paralelo a hipoproteinemia observada nos
grupos infectados, A. cantonensis também induziu um acimulo nas concentracdes de ureia e
redu¢do nos niveis de &cido urico na hemolinfa. Estes achados apontam para uma maior taxa
de desaminagdo de aminodcidos e outros compostos nitrogenados, que passam a ser utilizados
como substrato alternativo a formagao de uma nova glicose. Nesse mesmo estudo, alteragdes
morfoldgicas foram demonstradas, como consequéncia ao comportamento migratorio e
desenvolvimento apresentado pelas larvas do nematoide. Essas alteragdes foram manifestadas
principalmente na forma de reacdes inflamatdrias reacionais, caracterizada histologicamente
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por um infiltrado hemocitario de aspecto nodular esférico, circundando as formas larvais
(Figura 4a, b). Estes resultados contribuem diretamente para o aumento da atividade
hemolinfatica das aminotransferases (ALT e AST) nos grupos infectados, confirmando a
importancia desses grupamentos enzimaticos como biomarcadores de injarias teciduais em

modelos de infec¢ao.

Figura. 5. Glandula digestiva de Biomphalaria glabrata infecta por Angiostrongylus

cantonensis demonstrando reagdes granulomatosas, de aspecto nodular esférico,
caracterizadas por concentracao gradativa de hemdcitos. Figuras C e D: Glandula digestiva de
moluscos ndo infectados demonstrando auséncia de larvas (FONTE: TUNHOLI-ALVES et
al., 2012).

2.7.2 Aspectos relacionados aos conteuidos de carboidratos e ao metabolismo oxidativo
de moluscos expostos a condicio de infecgao.

Segundo Becker (1980), ao invadir seu hospedeiro molusco, as larvas de trematédeos
induzem mudangas significativas em seu padrdo metabdlico induzindo-o frequentemente a um

estado de balango energético negativo, ja que passam a competir diretamente pelos nutrientes
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e utiliza-los em beneficio proprio, causando ao hospedeiro um estado nutricional semelhante
aquele gerado durante periodo de jejum severo.

Dentre as principais mudangas, as alteragdes no metabolismo de carboidratos sao
frequentemente observadas, especialmente nos gastropodes pulmonados, onde o metabolismo
energético ¢ mantido principalmente mediante consumo de glicose (JOOSSE, 1988). Assim, o
glicogénio assume grande importancia, sendo fundamental no restabelecimento da
normoglicemia e consequentemente na manutencao do estado energético nestes organismos.
Esta reserva ¢ encontrada em células especiais que o armazenam na regido anterior do manto
e entre os acinos da glandula digestiva (DE JONG-BRINK, 1973), bem como no tecido
muscular (PINHEIRO; AMATO, 1994).

Muitos autores tém registrado alteragdes nos conteudos de glicose e glicogénio em
diferentes modelos parasito/hospedeiro (PINHEIRO; AMATO, 1994; CREWS; YOSHINO,
1990; ISHAK et al., 1975). Em todos os casos, uma diminui¢do significativa dos conteudos de
glicose foi observada. Entretanto, Thompson e Lee (1986), afirmaram que os conteudos de
glicose na hemolinfa de moluscos sdo precisamente regulados a partir de mecanismos
fisiologicos integrados, garantindo desta forma variagdes compativeis a sua sobrevivéncia
mesmo em situacoes de infecgao.

Ishak et al. (1975) observaram variagdes expressivas no conteudo de glicogénio da
glandula digestiva em B. alexandrina e Bulinus truncatus infectados com S. mansoni. Esses
autores foram os primeiros a sugerir o possivel envolvimento das larvas intramolusco de
trematddeos no bloqueio de centros enzimaticos ligados a gliconeogénese, comprometendo
consequentemente a formacao de reservas neste sitio. Mais tarde, Mohamed e Ishak (1982)
vém completar estas observagdes mediante constatagdo da redug¢do na atividade dos
complexos que compdem a cadeia respiratoria de moluscos infectados por S. mansoni, além
da ativagdo de enzimas glicoliticas, principalmente da lactato desidrogenase, sugerindo a
ativacdo de uma via fermentativa para obtencao de energia.

No sistema F. hepatica L./ L. truncatula, lavorskii (1989) observou uma reducdo no
conteudo de glicogénio nos tecidos do hospedeiro infectado, concomitantemente ao aumento
nos depositos de lipideos neutros. Tais resultados reforcam o envolvimento de vias
bioquimicas relacionadas na manutencdo do estado energético do hospedeiro, mediante a
utilizagdo de substratos ndo-glicidicos para a sintese de glicose.

Brockelman e Sithithavorn (1980) verificaram que a infeccao de A. cantonensisem A.
fulica promoveu um decréscimo dos conteudos de glicose circulante apos a primeira semana
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de infec¢do, sendo o organismo hospedeiro capaz de restabelecer seu nivel glicémico logo em
seguida. Adicionalmente, os resultados demonstraram que a infec¢do em nenhum momento
afetou as reservas de carboidratos na glandula digestiva do molusco, sugerindo que a relagao
parasito/hospedeiro envolvendo a infecgdo com nematoides diferem amplamente daquelas
registradas previamente para larvas de trematédeos e que provavelmente tais diferencas
resultariam das particularidades observadas durante a etapa de desenvolvimento no
hospedeiro intermediario, j4 que nematoides ndo se multiplicam assexuadamente. Stewart et
al. (1985), apos investigarem alteragdes patofisiologicas em B. glabrata infectada
experimentalmente por A. costaricensis, observaram mudangas no conteudo de glicose nos
moluscos infectados, caracterizado principalmente pelo aumento nos niveis hemolinfaticos
deste agucar. Este aumento ocorreu mediante a diminui¢ao significativa dos contetidos de
glicogénio da massa cefalopediosa ¢ de um aumento desse polissacarideo na glandula
digestiva dos animais infectados.

Resultados apresentados por Pinheiro et al. (2009) indicam uma diminui¢ao
significativa nos contetidos de glicogénio em sitios especificos de Lymnaea columela Say,
1817 principalmente na glandula digestiva, apds infec¢ao experimental por E. paraensei. Esta
reducdo nos conteudos de reserva segundo alguns autores ¢ decorrente da ativagdo de
enzimas, resultando na ativagdo da glicogenoélise nestes moluscos (READER, 1971; MOORE;
HALTON, 1973). Mello-Silva et al. (2010), estudando o metabolismo de carboidrato de B.
glabrata em fungao da infecgdo por larvas de S. mansoni e exposicao ao latex de Euphorbia
splendens, registraram um decréscimo nos contetdos de glicogénio, sendo o menor valor
apresentado nos animais simultaneamente infectados e expostos a acdo do latex. Os resultados
apresentados ajudam a melhor entender o gasto energético imposto a organismos em situacoes
de estresse fisiologico, induzindo um maior consumo de ATP, maior aceleragdo da glicdlise,
além de alterar todo o sistema enddcrino do molusco hospedeiro.

Estas alteracdes sdo frequentemente acompanhadas por mudangas no metabolismo
oxidativo do molusco hospedeiro, especialmente nos conteudos de alguns acidos carboxilicos.
Tal fato tem sido recentemente apresentado por Tunholi et al. (2013) no qual demonstram a
transicdo do metabolismo aerdbico para anaerdbico de B. glabrata infectada
experimentalmente por diferentes doses miracidiais de E. paraensei. Como principais
resultados, uma sobreposi¢do da atividade da lactato desidrogenase nos grupos infectados foi
observada, seguido por uma diminui¢do nas concentracdes de acido piravico € aumento nos
niveis de acido lactico hemolinfatico, diferindo-se significativamente das médias apresentadas
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pelo grupo controle. Adicionalmente, o acimulo de acido oxalico apresentado por ambos os
grupos infectados (5 e 50 miracidios) sugere a desaceleragdo de centros enzimaticos que
integram as reagdes de 6xido- reducao do ciclo de Krebs e consequentemente do metabolismo
aerobico do hospedeiro. Padrao similar tem sido descrito para outros modelos de infecgdo
(B.glabrata/S.mansoni), destacando a participagdo de vias fermentativas na manuten¢ao do

balango redox do hospedeiro (BEZERRA et al., 1997).

2.7.3 Aspectos relacionados as alteracdes no perfil lipidico de moluscos infectados
experimentalmente.

De acordo com Tunholi et al. (2011), ao invadir o molusco hospedeiro, as larvas de
parasitos induziriam uma série de alteragdes metabolicas, causados principalmente pela
competi¢ao direta de nutrientes, que passam a ser drenados pelas larvas como substrato ao seu
desenvolvimento e multiplicacdo. Entre as alteracdes, a deplecdo de reservas polissacaridicas
(glicogénio e galactogénio) sdo frequentemente observadas, levando o molusco a utilizar
outros substratos, tais como proteinas (TUNHOLI-ALVES et al., 2012) e lipidios
(TUNHOLI-ALVES et al., 2011a), necessarios ndo somente para atender fungdes vitais
proprias, mas também assegurar o completo desenvolvimento parasitario.

Nos ultimos anos, autores t€ém se dedicado a analisar pontualmente possiveis alteragdes
no perfil lipidico de moluscos durante associacdo com larvas de parasitos (TUNHOLI-
ALVES et al., 2013; BANDSTRA et al., 2006). Tal fato decorre em fungao da importancia
bioldgica direcionados a estas moléculas, atuando ndo somente como substrato energético,
mas também como precursor na sintese de membranas. Além disso, as poucas informagdes
disponiveis na interface moluscos/helmintos sao contraditdrias, indicando que o perfil lipidico
de moluscos ¢ amplamente variavel (FRIED et al., 1989; FRIED; SHERMA, 1990).

Recentemente, Tunholi-Alves et al (2011a) investigaram o efeito da exposi¢ao
experimental de diferentes doses miracidiais (5 e 50) de Echinostoma paraensei sobre 0s
niveis totais de colesterol e triacilglicerol circulantes na hemolinfa e das fragdes de lipidios
neutros estocados no complexo glandula-digestiva-gonoda de B. glabrata durante a infecgao
pré-patente do trematddeo. Os resultados hemolinfaticos demonstraram uma ordem de
variagdo similar para ambos os substratos testados na primeira semana apo6s a infeccdo,
indicando um decréscimo em seus conteudos quando comparados com o grupo controle.
Variagdes nos conteudos de lipidios neutros estocados no complexo glandula digestiva-
gonoda foram também demonstrados, com as maiores alteragdes observadas na terceira e
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quarta semana de infec¢do, caracterizados por um decréscimo em ambas as fracdes de
colesterol, livre e esterificado (CHO e CHOE, respectivamente), e por um acimulo de
triacilglicerol (TAG) e 4cidos graxos (AG). Tais resultados correlacionam-se com o periodo
de desenvolvimento parasitario, e fortemente sugere a utiliza¢dao de lipidios, principalmente
na forma de (FA), como substrato ao processo de oxida¢do mitocondrial, além do
envolvimento de determinadas fracdes, CHO e CHOE, como precursores na biossintese de
membranas, importantes para subsidiar as etapas de desenvolvimento e multiplicacdo do
parasito.

A habilidade de larvas de helmintos em utilizar lipidios como substrato energético tem
sido mencionada. Erasmus (1972), identificou a presenca de enzimas em trematddeos
relacionadas ao metabolismo lipidico, especialmente esterases e lipases nao especificas.
Resultados similares foram obtidos por Humiczewska e Rajski (2005) que identificaram a
expressao de lipases em Fasciola hepatica em todos os estagios.

Hunsberger et al. (2013) observaram varia¢des no metabolismo lipidico de B. glabrata
apos infecgdo por diferentes doses miracidiais (5 e 25) de E. caproni. Os resultados indicaram
uma variacdo dose dependente, registrado apenas para a fracdo de (AG), com os menores
conteudos observado no grupo exposto a 25 miracidios. As diferencas observadas nos dados
desse estudo com aqueles apresentados por Tunholi-Alves et al. (2011), indica que a resposta
do hospedeiro a infeccao ¢ amplamente variavel, sendo influenciado ndo somente por fatores
extrinsecos, mas também, por fatores intrinsecos, incluindo variagdes genotipicas existentes

entre diferentes espécies do mesmo género.

2.7.4 Aspectos do metabolismo de calcio em moluscos infectados experimentalmente por
larvas de helmintos.

O célcio ¢ um metal considerado essencial na biologia de moluscos € um dos principais
componentes inorganicos que compdem as conchas desses animais. Tal ion ¢ descrito na
literatura como importante elemento limitador na distribui¢do e adaptacdo de moluscos
adultos, em sua atividade ovipositoria € no desenvolvimento de ovos embridoes (THOMAS et
al., 1974). De Witt e Sminia (1980) relatam ainda que o calcio esta envolvido no processo
metabolico do equilibrio 4cido-base na hemolinfa destes organismos sendo este mobilizado da
concha na forma de carbonato de célcio para a formagdo do tampao bicarbonato, além de

atuar como importante co-fator enzimatico para inimeras reagdes bioquimicas, especialmente
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aquelas relacionadas com as reagdes de oxido-reducdo que integram o ciclo do acido
tricarboxilico.

Paschoal e Amato (1996), estudando a interface B. similaris/Eurytrema coelomaticum,
observaram maior deposi¢do de calcio na concha e glandula digestiva de moluscos infectados
quando comparado com grupos ndo parasitados. De acordo com os autores, esta calcificacao
decorre principalmente da aceleracdo da via glicolitica, possibilitando atender as exigéncias
energéticas requeridas pelo hospedeiro durante a infeccdo. Condicdo similar tem sido
documentada por Brandolini et al (1997) durante a interface Subulina octona/Tanaisia bragai.

Recentemente, Tunholi et al. (2011) demonstraram significativas alteracdes no
metabolismo inorganico de B. glabrata durante a infec¢do pré-patente de E. paraensei. Como
principais resultados, variagdes expressivas na calcemia foram observadas, com o pico
hemolinfatico de calcio coincidindo-se com maior decréscimo de suas reservas na conha. Tais
resultados elucidam o estabelecimento de mecanismos fisiologicos precisamente
estabelecidos entre concha e hemolinfa, possibilitando que as concentragdes desse ion no
meio oscilem em funcao da infeccdo. Adicionalmente, as maiores alteragdes foram
observadas nos grupos expostos a uma maior dose miracidial (50), indicando que nesse
modelo, o metabolismo de célcio ¢ diretamente influenciado pela carga parasitaria.

Adicionalmente, trabalhos ressaltam a importancia desse elemento na resposta
imunologica de moluscos, uma vez que, a atividade fagocitaria de hemocito e demais células
de defesa sao dependentes deste ion na hemolinfa (ZELCK et al., 1995). Segundo Couto
(2001), a atividade de lectinas plasmaticas de Perna perna ¢ célcio dependente, sendo,
portanto, fundamental no processo de reconhecimento de substratos antigénicos e na resposta
imune destes animais, capazes de aumentar a fagocitose pelos hemocitos, funcionando como
opsoninas (OLAFSEN et al., 1992).

Ong et al. (2004) demonstraram que a infec¢do por S.mansoni altera significativamente
as concentracdes de calcio na glandula digestiva de B. glabrata, com moluscos infectados
apresentando duas vezes mais conteudo de cdlcio quando comparados a moluscos nao
infectados. A calcificacao da glandula digestiva segundo os autores decorre de um processo
inflamatério desencadeado a partir da presenca e migragao das larvas do parasito neste tecido.

Magalhaes et al (2011) demonstraram que a mobiliza¢do de calcio em B. glabrata varia
em funcdo as diferentes quantidades de carbonato de calcio disponivel no ambiente. De
acordo com os autores, quanto maior for a quantidade de carbonato de calcio no ambiente,
maior serd sua mobilizagdo para a hemolinfa, aumentando a disponibilidade desse ionte no
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meio hemolinfatico. Essa hipercalcemia permite que o excesso de calcio seja direcionado na
formacdo de reservas, os quais seriam armazenados em células especificas, especialmente
aquelas dispostas nos espagos intracelulares do epitélio, células de produgdao de muco e
manto. Para Magalhaes et al. (2009), a disponibilidade de célcio pode desencadear a formagao
de pérolas em B. glabrata expostas a diferentes quantidades de célcio, sendo por isso
sonsiderada outro importante sitio de armazenamento desse ion.

Assim, o melhor entendimento sobre o metabolismo de calcio em moluscos infectados
torna-se relevante, devido suas inimeras fungdes bioldgicas consideradas vitais tanto para a
sobrevivéncia do molusco, quanto para o desenvolvimento do parasito, possibilitando com
isto, o desenvolvimento de estudos voltados para o controle de organismos hospedeiros e, por

conseguinte, dos agentes por eles transmitidos.
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OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar as alteragdes bioquimicas de B. glabrata durante a infec¢ao pré-patente de 4.

cantonensis.

3.2 Objetivos Especificos:

- Determinar o efeito da infeccdo experimental de 4. cantonensis sobre o metabolismo de

calcio em B. glabrata.

- Identificar alteragdes no metabolismo lipidico de B. glabrata durante infeccao pré-patente de

A. cantonensis.

- Descrever alteragdes no metabolismo oxidativo de B. glabrata, infectadas

experimentalmente por 4. cantonensis.

- Determinar as alteragdes na fisiologia mitocondrial de B. glabrata durante o

desenvolvimento pré-patente de 4. cantonensis.
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4 CAPITULO I

ALTERACOES NO METABOLISMO DE CALCIO DE BIOMPHALARIA
GLABRATA (MOLLUSCA: GASTROPODA) EXPERIMENTALMENTE
INFECTADA COM ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS
(NEMATODA: METASTRONGYLIDEA).

48



Alteracdes no metabolismo de célcio de Biomphalaria glabrata (Mollusca:
Gastropoda) experimentalmente infectada com Angiostrongylus cantonensis

(Nematoda: Metastrongylidae)

RESUMO

Niveis de célcio na hemolinfa e de suas reservas na concha de Biomphalaria glabrata
infectada experimentalmente por Angiostrongylus cantonensis foram determinados pela
primeira vez. Concomitantemente, analises histoquimicas da glandula digestiva de moluscos
infectados e ndo infectados foram realizadas para melhor entender as possiveis alteracdes no
metabolismo de célcio nestes organismos. Apos 1, 2 e 3 semanas de infec¢do, moluscos foram
dissecados para coleta da hemolinfa e separacdo dos tecidos. As maiores concentragdes de
calcio na hemolinfa foram encontradas na segunda semana ap6s infec¢ao, com um aumento
de 39,61% em relagdo ao valor médio de seu respectivo grupo controle. Entretanto, existiu
uma reducdo significativa nas concentragdes desse ion na hemolinfa de moluscos infectados
apos uma semana de infeccdo em relagdo aos organismos nado infectados. Em paralelo, intensa
hipocalcificacdo foi demonstrada na concha de moluscos infectados uma e duas semanas apos
a infecgdo, diferindo significativamente em relagdo aos respectivos grupos controles.
Alteragdes morfologicas na glandula digestiva de moluscos infectados foram também
observadas, confirmando o papel desse ion como um importante elemento no processo de

encapsulacdo parasitaria.

Palavras chaves: Angiostrongylus cantonensis, Biomphalaria glabrata, relagdo parasito-

hospedeiro.
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ABSTRACT

Levels of calcium in the haemolymph and reserves in the shell of Biomphalaria
glabrata experimentally infected by Angiostrongylus cantonensis were determined for the
first time. At the same time, histochemical analyses of the digestive gland of infected and
uninfected snails were performed to better understand the possible changes in metabolism of
calcium in these organisms. After 1, 2 and 3 weeks of infection, the snails were dissected for
collection of haemolymph and separation of tissues. The highest calcium concentrations in the
haemolymph were found 2 weeks after infection, with a 39.61% increase in relation to the
respective control group. However, there was a significant reduction in the concentration of
this ion in the haemolymph of infected snails after 1 week of infection in relation to the
uninfected specimens. In parallel, intense hypocalcification was shown in the shell of infected
snails 1 and 2 weeks after infection, differing significantly in relation to the respective control
groups. Morphological changes in the digestive gland of infected snails were also observed,

confirming the role of this ion as an important element in the parasite encapsulation process.

Key words: Angiostrongylus cantonensis, Biomphalaria glabrata, relationship host-parasite
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4.1 INTRODUCAO

Calcio ¢ um mineral essencial para a sobrevivéncia de moluscos, atuando como
principal constituinte inorganico de suas conchas, conferindo resisténcia necessaria e prote¢ao
contra ataques de possiveis predadores. Este ion também tem sido descrito como importante
fator limitante na distribuicdo e adaptagao de moluscos adultos, bem como em sua capacidade
de oviposicao, atuando como importante elemento no desenvolvimento dos ovos e embrides
(TUNHOLI et al., 2011a). Portanto, este elemento ¢ fundamental para a colonizacdo desses
organismos no ambiente. Outros estudos tem também indicado a importancia do célcio como
um co-fator enzimatico em reagdes de oxido-reducdo, em processos relacionados com o
equilibrio 4cido-base e na resposta imune de moluscos contra parasitos € outros agentes
patogénicos (SMINIA et al., 1977; DE WITT; SMINIA, 1980).

O célcio ndo ¢ apenas essencial a sobrevivéncia do molusco, ele também ¢ um
importante elemento manipulado pelos parasitos durante seu desenvolvimento em seu
hospedeiro intermediario. Varios estudos tem investigado a influéncia da infec¢ao parasitaria
sobre os niveis de calcio no hospedeiro molusco. Um aumento significativo nos contetidos de
calcio na concha de Lymnaea stagnalis infectadas com Trichobilharzia ocellata foi
demonstrado por McCleland e Bourns (1969). Contudo, Tunholi et al. (2011c) observaram
um significativo aumento nas concentragdes de calcio hemolinfatico acompanhados por uma
redu¢do de suas reservas nas conchas de Biomphalaria glabrata quando infectados por
diferentes doses miracidiais de Echinostoma paraensei. O mesmo efeito foi registrado por
Stewart et al. (1985) para o niveis de célcio hemolinfatico de B. glabrata infectada por
Angiostrongylus costaricensis. Esses estudos revelam, portanto, que o padrao do metabolismo
de calcio de moluscos infectados por estagios larvais de helmintos ¢ amplamente variavel,
sendo diretamente influenciado por fatores intrinsecos, incluindo variagdes de espécies de
niveis individuais de ambos, parasito e hospedeiro (ZBIKOWSKA, 2003; PINHEIRO et al.,
2009) e também por fatores extrinsecos tais como as concentragdes de CaCOs3 disponiveis na
dgua (MAGALHAES et al., 2011).

Entre as diferentes espécies de Metastrongilideos, Angiostrongylus cantonensis se
destaca devido sua importancia zoonoética, podendo acidentalmente infectar seres humanos,
sendo enquadrado como principal agente causal da meningoencefalite eosinofilica
(THIENGO et al., 2010). Estudos indicam que diferentes espécies de moluscos terrestres
podem atuar como hospedeiros intermediarios de 4. cantonensis, enquanto que o planorbideo

B. glabrata tem sido mencionados como hospedeiro potencial (CALDEIRA et al., 2007.;
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TUNHOLI-ALVES et al., 2011, 2012). Esta dependéncia faz do molusco um elemento
essencial para o completo desenvolvimento e dispersdo do parasito, possibilitando alcancar
estagios larvais infectantes ao seu hospedeiro definitivo. Recentemente nosso grupo tem
caracterizado alteracdes na biologia reprodutiva e no perfil metabolico de B. glabrata
infectada experimentalmente por A. cantonensis (TUNHOLI-ALVES et al., 2011, 2012).
Contudo, nenhuma informagdo ¢ disponivel sobre as alteracdes no metabolismo mineral
durante esta interagao.

Portanto, pela importancia desse ion no sucesso adaptativo de moluscos e a caréncia de
informagdes sobre sua participagdo na interacdo molusco/nematdide, o presente estudo
avaliou pela primeira vez, os efeitos da infeccdo experimental de A. cantonensis sobre os
conteudos de calcio na hemolinfa e de suas reservas na concha de B. glabrata durante trés
semanas de infecc¢do, periodo este que corresponde etapa pré-patente de desenvolvimento
larval intra-molusco desse helminto (TUNHOLI-ALVES et al., 2011, 2012). Adicionalmente,
andlises histoquimicas foram realizadas para determinar possiveis alteracdes teciduais

resultantes da infecgao.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Manutenciao dos moluscos

Os moluscos foram mantidos em aquarios contendo 1500 ml de agua desclorada, no
qual 0,5g de CaCOs foi adicionado, no Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatorios, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz (TUNHOLI et al., 2011a, b). A
agua dos aquarios foi substituida uma vez por semana. Seis grupos foram formados: trés
grupos controle (formado por moluscos nao infectados) e trés grupos infectados. Cada aquario
era formado 10 moluscos, criados em laboratério apds eclosdo, para certificar sua idade e que
0o mesmo encontrava-se livre de infec¢des por outros parasitos. Todo o experimento foi
conduzido em duplicata, utilizando um total de 90 moluscos, 45 moluscos formando o grupo
controle (ndo infectados) e 45 formando os grupos infectados. Os aquarios eram mantidos em
sala com temperatura controlada (25°C) durante todo o experimento. O estudo foi conduzido
por trés semanas, periodo que corresponde o desenvolvimento pré-patente de 4. cantonensis
em B. glabrata (TUNHOLI-ALVES et al., 2011). Moluscos foram alimentados com alface
desidratados (Lactuca sativa L.) ad libitum. As folhas eram trocadas todos os dias a fim de
evitar sua fermenta¢ao, onde o nimero de moluscos mortos foi também contabilizado.
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4.2.2 Procedimento Parasitologico

Larvas de terceiro estagio (L3) de A. cantonensis foram obtidas de Achatina fulica
coletadas no municipio de Olinda, Pernambuco, Brasil em 2008 no peridomicilio de uma
paciente diagnosticada com meningoencefalite eosinofilica, inoculadas em R. norvegicus no
Laboratério Nacional de Refréncia em Malacologia Médica e no Laboratdrio de Patologia do
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, onde o ciclo desde entdo vem sendo mantido. Larvas L;
utilizadas neste estudo foram obtidas a partir desse ciclo experimental mantido nesse mesmo
laboratério. Moluscos jovens (8-12 mm) com 90 dias de idade, em média, foram expostos
individualmente a aproximadamente 1200 L; em placas de 24 furos. Apos 48 horas, os
moluscos foram removidos e transferidos para aquarios para a formagdo dos grupos
experimentais.

Semanalmente, durante trés semanas apds a exposicdo, a hemolinfa foi coletada por
puncdo cardiaca de moluscos de cada grupo (n=10), sendo em seguida dissecados para a
coleta dos tecidos. As conchas foram entdo removidas, lavadas e estocadas até seu
processamento. A hemolinfa foi mantida em banho de gelo durante sua coleta € em sequencia

estocadas a uma temperatura de -80°C.

4.2.3 Determinacio de calcio e analises histoquimicas

Conteudo de célcio na hemolinfa de B. glabrata foi determinada por de kits comerciais
(Doles, Brasil) e os resultados foram expressos como mg de calcio/dl de hemolinfa. Os
conteudos de calcio na concha foi determinado de acordo com Pinheiro e Amato (1995) e
Soido et al. (2009). A massa de carbonato de calcio foi calculada e expressas como mg
CaCOs/g de cinzas.

Moluscos de cada periodo de infec¢ao foram dissecados e transferidos para o fixador
Duboscqg-Brasil (FERNANDES, 1949). Os tecidos moles foram processados de acordo com
as técnicas de rotina histologica (HUMASON, 1979). Seccdes de (Sum) foram corados
usando o método de Von Kossa (HUMASON, 1979) e observadas ao microscopio de luz
Zeiss Axioplan; as imagens foram capturadas com uma camara digital MRc5 AxioCam e

processadas com o software Axiovision.

4.2.4 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo da média e submetidos
ANOVA one-way com pos-teste de Tukey-Kramer (0=5%) para comparagdo das médias. A
regressao polinominal foi calculada para analisar a relagao existente entre os valores obtidos e

o tempo de infeccao (InStat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02, Prism Inc.).

4.3 RESULTADOS

Alteragdes significativas nas concentragdes de calcio na hemolinfa e de suas reservas na
concha de B. glabrata infectada experimentalmente por larvas de A. cantonensis foram
observadas durante o periodo desse estudo, onde o hospedeiro intermediario foi capaz de
normalizar as concentragdes desse mineral em ambos os sitios estudados.

Os maiores niveis de calcio hemolinfaticos foram detectados apds a segunda semana de
infeccdo (18,01 £ 1,10 mg/dl), representando um aumento de aproximadamente 39% em
comparagdo com o respectivo grupo controle (12,29 + 0,36 mg/dl) (Tabela 1). Contudo, uma
diminui¢do significativa na concentracao deste ion foi observada uma semana apds infec¢ao
em relagdo ao grupo controle (7,67 £ 0,47 versus 12,20 + 0,35 mg/dl, um declinio de
aproximadamente 37,13 % (Tabela 1). Embora em ambos os casos esses valores diferem
significativamente em relacdo a média dos grupos controle, a analise de regressdo linear nao
revelou um padrao durante o periodo de estudo (Figura 1a).

Existiu intensa hipocalcificagdo da concha apdés uma e duas semanas de exposi¢ao
(233,45 + 3,56 e 241, 32 + 3,45 mg de CaCOs/g de cinzas), diferindo significativamente em
relacdo aos respectivos grupos controle (305,27 + 2,42 e 307,38 = 2,17 mg de CaCOs/g de
cinzas, respectivamente), representando reducdes de 23,53 e 21,81% respectivamente (Tabela
1). Em contraste, ndo houve variagdes significativas na terceira semana de exposi¢ao, com as
concentracoes de célcio na concha de moluscos infectados flutuando préximo ao valor médio
de seus respectivos grupos controle (306,08 mg de CaCO3/g de concha). A regressao
polinominal de segunda ordem revelou um padrdo de variacdo negativo, com reducdo nos
periodos intermediario de analises ¢ uma tendéncia a normalizacdo no final do periodo pré-
patente (Figura 1b).

Resultados histoquimicos revelaram a presenca de larvas de 4. cantonensis na glandula
digestiva de moluscos infectados, bem como, a ocorréncia de areas de calcificagdo como uma

reacdo complementar ao processo de encapsulamento parasitario (Figura 2a, b). No molusco
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Conteudo de calcio (mg/dl)

controle ndo foram observadas larvas do parasito nas sec¢des da glandula digestiva, com sua

integridade e funcionalidade preservada (Figuras 2e, f).
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Figura 1. Relagdo entre as concentracdes de calcio na hemolinfa em (mg/dl) (A) e na concha
em (mg de CaCOs/g de concha) (B) de Biomphalaria glabrata experimentalmente infectada
com Angiostrongylus cantonensis em diferentes tempos de infeccdo (em semanas). Tempo
zero (0) representa o valor das médias dos grupos controles apds trés semanas de observagao.
a,b,c = Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente da media dos grupos
controles de cada semana experimental, P <0.05. A analise de regressdo linear demonstrou a
seguinte relacdo: Hemolinfa (A) (y= 0.7250-9.161x; r’= 0.05) e concha (B) (y= 305-
102.9x+34.48x%; 1= 0.99)
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Figura 2. Glandula digestive de Biomphalaria glabrata (A, B, C) infectada por
Angiostrongylus cantonensis (ac) demonstrando reagdes granulomatosas (Gr) com deposi¢do
concéntrica de hemdocitos ao redor das larvas de A. cantonensis (ac) de aspecto nodular
esférico e deposi¢do de ions calcio; (EF) Grupo controle de B. glabrata demonstrando
glandula digestive intacta e auséncia de granulomas. Figuras A e B barra de escala = 40 um.

Figuras C-F barra de escala = 70 pm.
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Tabela 1. Valores médios dos conteudos de calcio na hemolinfa (mg/dl) e concha (mg of
CaCOs/g de cinzas) de Biomphalaria glabrata infectada por Angiostrongylus cantonensis,
durante trés semanas de infeccdo. * °= Médias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente de seu respectivo grupo controle em cada semana experimental (P <0,05).

Conteudos de calcio

Semanas Hemolinfa (mg/dl) Concha (mg of CaCOs/g de
cinzas)
Controle Infectado Controle Infectado

1 12.20£0.35*  7.67+0.47° | 305.27+2.42% 233.45+3.56°
2 12.29+0.36% 18.01+1.10° | 307.3842.17°  240.32+3.45°
3 11.99+0.48" 11.13+1.58" | 305.60+2.43*  305.60+3.87%

4.4 DISCUSSAO

Brockelman e Sithithavorn (1980), estudando a relagdo A.fulica/ A.cantonensis,
encontraram um decréscimo nos contetidos de carboidratos circulantes na hemolinfa e de suas
reservas nos tecidos na fase inicial da infec¢do. De acordo com esses autores, este periodo ¢
caracterizado por um intenso processo de desenvolvimento larval, resultando em uma maior
competicdo por nutrientes entre o parasito e o hospedeiro, conduzindo o molusco a um
balanco energético negativo. Nossos resultados indicam que a infec¢do por A. cantonensis
induziu uma significativa redu¢ao nas concentragdes de calcio na hemolinfa de B. glabrata na
primeira semana de infec¢do, ap6s o qual estas concentragdes retornaram aos valores normais
com o progresso da infec¢do. Estes resultados podem ser em parte explicados por uma maior
necessidade desse ion, por ambos, parasito e hospedeiro, confirmando ser este o periodo de
maior demanda e necessidade energética, que passa ser obtida predominantemente a partir de
reacOes oxidativas catalisadas por enzimas que utilizam o calcio como cofator enzimatico.
Paschoal e Amato (1996), estudando a interface B. similaris/E. coelomaticum, observaram
aumento na deposi¢ao de célcio na concha e glandula digestiva de moluscos infectados. De
acordo com esses autores, esta hipercalcificacdo ¢ principalmente devida a uma aceleragdo na
via glicolitica, via esta responsavel pela oxidacao parcial da glicose, resultando em uma maior

57



produgdo de ATP (TUNHOLI et al., 2011b). Tal envolvimento do ion célcio tem também sido
observado em outras espécies de moluscos, indicando a participacdo desse elemento como
importante cofator enzimatico em células de Pomacea sp., Lanistes libycus e B. glabrata
(ABEBAYO-TAYO et al., 2011; TUNHOLI et al., 2011c). Em adicdo, no presente estudo a
significativa reducdo dos niveis de célcio em ambos os sitios analisados durante este periodo
pode ser consequéncia de danos causados durante a penetracdo de larvas infectantes de A.
cantonensis, resultando no desenvolvimento de reacdes inflamatorias em B. glabrata. Tal fato
tem sido observado por Mostafa (2007), estudando os efeitos da infec¢do de Schistosoma
mansoni sobre os conteudos de céalcio em B. glabrata. De acordo com os autores, a reducao
nos conteudos de calcio hemolinfatico ocorreu concomitantemente com a maior deposi¢ao
desse mineral nos tecidos do hospedeiro, possivelmente como consequéncia de reacdes
inflamatoérias causadas pelo parasito. Este mecanismo pode comprometer a movimentagao do
molusco hospedeiro, reduzindo a ingestdo de alimento e consequentemente dos niveis de
célcio.

Em contraste, na segunda semana de infec¢do existiu um aumento nas concentragoes de
calcio na hemolinfa e uma reducdo desse ion na concha. Este situacdo tem sido confirmada
em outras associagdes parasito/molusco (TUNHOLI et al., 2011c¢). Infec¢des induzidas por
estagios larvais de helmintos ¢ frequentemente associada com deplecdo de reservas de
carboidratos em seu hospedeiro intermediario. Portanto, moluscos comeg¢am a utilizar
proteinas com substrato alternativo para producdo de energia, alterando o pH hemolinfatico
como consequéncia ao intenso processo de desaminac¢do de aminoacidos (PINHEIRO et al.,
2009; TUNHOLI et al., 2011b). Nestas circunstancias, carbonato de calcio é mobilizado da
concha para a hemolinfa, ajudando a manter o balango acido-base por meio da liberacao do
dioxido de carbono (CO;), um importante componente do sistema de tampao bicarbonato.
Este processo pode explicar a hipocalcificagdo observada nesse estudo (DE WITT; SMINIA,
1980; PINHEIRO; AMATO, 1995).

Outros estudos tem demonstrado que a resposta imune de moluscos ¢ calcio dependente.
De acordo com Couto (2001), as atividades das lectinas na hemolinfa de moluscos durante
processo de reconhecimento de substratos antigénicos estao diretamente relacionadas com as
concentragdes de calcio na hemolinfa. Portanto, a hipercalcemia observada na segunda
semana de infec¢do elucida a participacdo do calcio no fortalecimento do sistema
imunologico de moluscos quando infectados, contribuindo para um maior recrutamento
celular, especialmente de lectinas, durante este periodo. Adicionalmente, o aumento dos
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niveis de calcio observado no presente estudo estabelece condi¢do bioquimica favoravel para
o sequestro hemolinfatico desse ion e sua subsequente deposi¢do tecidual, em resposta as
injurias causadas pela presenga de larvas de A. cantonensis em B. glabrata, auxiliando o
encapsulamento parasitario.

O processo de encapsulamento em B. glabrata durante infeccdo experimental por A.
cantonensis foi reportado por Harris e Cheng (1975). Segundo esses autores, este processo
envolve inicialmente a participacdo de células hemolinfaticas basofilicas, seguido pela
formacdo de agregados nodulares fibréticos. Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram em parte com aqueles publicados por Harris e Cheng (1975), indicando a
ocorréncia de areas de calcificagdo metastatica situadas localmente em 6rgaos viscerais, como
uma reagdo complementar durante a encapsulagdo de A. cantonensis. Harris ¢ Cheng (1975)
também observaram a ocorréncia de processos de encapsulagdo parasitaria em varios tecidos,
incluindo a massa cefalopediosa, na oitava semana de infec¢do. Esta discrepancia pode ser
parcialmente explicada pelos diferentes isolados utilizados (parasito e hospedeiro) e o tempo
de exposicdo do hospedeiro ao parasito, uma vez que, no presente estudo nds somente
analisamos as alteracdes no periodo pré-patente, enquanto que Harris e Cheng (1975) também
investigaram as alteracdes no periodo patente de infeccao.

A calcemia retornou ao valor basal na terceira semana de infec¢do, com os niveis de
calcio oscilando proximo daqueles registrados para o grupo controle. De acordo com alguns
autores, este periodo ¢ caracterizado pela formagdo de estagios larvais Ls;, no qual estdo
localizados principalmente no tecido muscular do hospedeiro, ao invés de orgdos viscerais,
tais como, a glandula digestiva (TUNHOLI-ALVES et al., 2012). Portanto, apesar das
alteracdes morfologicas encontradas na glandula digestiva de moluscos infectados, estas
mostraram-se restritas a pontos especificos do 6rgao nao comprometendo sua funcionalidade,
permitindo o hospedeiro responder a infec¢do, uma vez que, a glandula digestiva ¢
considerada o principal sitio metabdlico e local de estocagem de importantes reservas
energéticas. Além disso, como A. cantonensis apresenta periodo pré-patente relativamente
curto em B. glabrata, no inicio da terceira semana de infeccao as larvas desse nematdide nao
necessita mais de grandes quantidades de calcio para o seu desenvolvimento e manutengao de
suas atividades metabodlicas, muitas ja terdo migrado através do tecido do hospedeiro,
desenvolvendo até o estagio L3 na massa cefalopediosa.

Finalmente, embora muitos estudos tivessem sido conduzidos sobre aspectos
metabolicos de moluscos infectados por trematddeos, pouco ¢ conhecido sobre este aspecto
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considerando a relacdo com nematoides. Assim, este ¢ o primeiro estudo que demonstra os
efeitos da infec¢ao por 4. cantonensis sobre o metabolismo de célcio em B. glabrata. Nossos
resultados indicam a existéncia de precisos mecanismos fisiologicos desenvolvidos pelo
hospedeiro, possibilitando-o restabelecer o balango acido-base, bem como, fortalecer seu
sistema imunoldgico, minimizando os efeitos deletérios causados pela infec¢do. Em adigdo, as
alteracdes histologicas e histoquimicas observadas, confirmam a participagdo de ions célcio
como importante elemento no processo de encapsulacao parasitaria, resultando na formacgao
de areas calcificagdo, especialmente na glandula digestiva. Estas informacdes podem ser
utilizadas no desenvolvimento de medidas de controle do molusco hospedeiro e

consequentemente da angiostrongiliase neural humana.
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5 CAPITULO II

EFEITOS DA INFECCAO POR LARVAS DE ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS
(NEMATODA, METASTRONGYLIDAE) SOBRE O METABOLISMO LIPiDICO DO
SEU HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO EXPERIMENTAL BIOMPHALARIA
GLABRATA (MOLLUSCA:GASTROPODA)
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Efeitos da infeccdo por larvas de Angiostrongylus cantonensis (Nematoda, Metastrongylidae)
sobre o metabolismo lipidico do seu hospedeiro intermediério experimental Biomphalaria

glabrata (Mollusca:Gastropoda)

RESUMO

A infeccdo experimental de Biomphalaria glabrata por Angiostrongylus cantonensis induz
significativas alteragdes nas concentracdes de triacilglicerol e colesterol na hemolinfa e de
lipidios neutros no complexo glandula-digestiva-gonada (DGG). Neste estudo, moluscos
foram dissecados apds 1, 2 e 3 semanas de infec¢do para a coleta da hemolinfa e CGG para a
determinagdo nos contetidos de colesterol e triacilglicerol na hemolinfa e das fragdes de
lipidios neutros nos tecidos. Os resultados demonstram que a infec¢do por este nematdide
resultou em significativa redugcdo nos conteidos de ambos, colesterol e triacilglicerol na
hemolinfa de B. glabrata durante periodo inicial de desenvolvimento ontogénico do parasito.
Esta reducdo indica a possivel utilizagdo dessas moléculas pelo parasito e hospedeiro nao
somente como substrato energético, mas também como fatores estruturais requeridos durante
o desenvolvimento das larvas do parasito. Em paralelo, as alteracdes no perfil de lipidios
neutros no DGG e na atividade de lipases de moluscos infectados foram observadas,

indicando a importancia dessas moléculas para o sucesso da infecgao.

Palavras chaves: Lipidios, relacdo parasito-hospedeiro, Angiostrongylus cantonensis,

Biomphalaria glabrata,
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ABSTRACT

Experimental infection of Biomphalaria glabrata by Angiostrongylus cantonensis induces
significant changes in the concentrations of triacylglycerol and cholesterol in the hemolymph
and of neutral lipids in the digestive-gonad gland (DGG) complex of the host snail. In this
study, snails were dissected after one, two and three weeks of infection to collect the
hemolymph and DGG, to measure the levels of cholesterol and triacylglycerol in the
hemolymph and neutral lipid fractions in the tissues. The results show that infection by this
nematode resulted in a significant decrease in the concentrations of both cholesterol and
triacylglycerol in the hemolymph of B. glabrata during the parasite’s initial ontogenic
development period. This reduction indicates the possible use of these molecules by both
parasite and host, not only as energy substrates, but also as structural factors required during
development of the parasite’s larval stages. In parallel, changes in the neutral lipids profile in
the DGG and lipase activity of the infected snails were observed, indicating the importance of

these molecules for successful infection.

Keywords: Lipids, Host-parasite relationship, Biomphalaria glabrata, Angiostrongylus

cantonensis

66



5.1 INTRODUCAO

O sucesso da infec¢do por nematoides em seu hospedeiro depende nao somente de
ajustamentos comportamentais e fisiologicos, mas também de adaptagdes bioquimicas do
hospedeiro. Esta situa¢do tem sido recentemente demonstrada por Tunholi-Alves et al.
(2011b, 2012) na interface Angiostrongylus cantonensis/Biomphalaria glabrata. De acordo
com os autores, a infeccdo experimental de 4. cantonensis resultou em alteragdes na biologia
reprodutiva e no perfil bioquimico do seu hospedeiro, caracterizando processos de
coadaptacdes fundamentais a sobrevivéncia do hospedeiro, garantindo assim o completo
desenvolvimento do parasito (GREWAL et al., 2003).

O efeito patofisiologico da infec¢do por larvas de helmintos sobre o metabolismo
lipidico de moluscos tem sido investigado. Entretanto, at¢é o momento, as informacdes
disponiveis sdo contraditorias, indicando que o perfil lipidico de moluscos ¢ amplamente
variavel. Fried et al. (1989) e Bandstra et al. (2006) observou uma significativa reducao nos
niveis de triacilglicerol no complexo glandula-digestiva-gonoda (DGG) de B. glabrata
infectada por Echinostoma caproni. Em contraste, um aumento nas concentracdes dessa
mesma fracdo de lipidios no DGG de Helisoma trivolvis patentemente infectada por
Echinostoma trivolvis tem sido demonstrado (FRIED; SHERMA, 1990). Apesar desses
estudos, dados sobre alteracdes no metabolismo de lipidios em moluscos infectados por
nematoides ndo tem ainda sido estudado.

Angiostrongylus cantonensis ¢ um nematoide parasito de artérias pulmonares de
roedores silvestres (Rattus rattus ¢ Rattus norvegicus) sendo classificado como o principal
agente etiologico da meningoencefalite eosinofilica humana. Em seu ciclo biologico,
moluscos atuam obrigatoriamente como hospedeiros intermedidrios, assegurando o
desenvolvimento de formas larvais que infectam o hospedeiro definitivo (STEWARD et al.,
1985). Estudos epidemioldgicos tem confirmado a ocorréncia dessa metazoonose em varias
regidoes do mundo, incluindo o Brasil, destacando a rapida disseminagdo dessa doenca
(WANG et al., 2007).

Portanto, pela importancia de B. glabrata no ciclo biologico de A. cantonensis, a
determinagdo das concentracdes de lipidios neutros no (DGG) e suas fragdes hemolinfaticas
livres torna-se necessaria, a fim de possibilitar um melhor entendimento acerca da relagao
estudada, além de contribuir diretamente para o desenvolvimento de novos protocolos de
controle desse molusco e das doencas por ele transmitidas, incluindo a angiostrongiliase

neural, atendendo assim, as recomendagdes da Organizacdo Mundial as Satde (OMS, 1983).
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Parasitos

Larvas L3 de A. cantonensis provenientes de A. fulica coletadas em Olinda,
Pernambuco, Brasil em 2008 no peridomicilio de uma paciente diagnosticada com
meningoencefalite eosinofilica foram inoculadas em Rattus norvegicus no Laboratério
Nacional de Referéncia em Malacologia Médica e no Laboratério de Patologia do Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, aonde o ciclo desde entdo vem sendo mantido. As larvas L;
utilizadas para a infeccdo experimental do hospedeiro intermediario foram obtidas a partir

desse ciclo que vem sido mantido nos laboratorio citados.

5.2.2 Infec¢ao dos moluscos

As fezes de R. norvergicus infectados foram coletadas e a técnica de Baermann
posteriormente empregada para separar e decantar as larvas L; (WILLCOX; COURA, 1989).
ApoOs processamento das amostras fecais, moluscos B. glabrata de linhagem pigmentada (8—
12 mm) com 90 dias em média foram colocados individualmente em placas de cultivo celular,
contendo aproximadamente 1200 L;. Apo6s 48 horas, os moluscos foram removidos e
transferidos para aquarios para a formagao dos grupos experimentais, sendo mantidos em sala

com temperatura controlada a 26°C.

5.2.3 Manutenc¢io dos moluscos e formacio dos grupos experimentais

Foram formados seis grupos, sendo trés grupos (controle) constituidos por organismos
ndo infectados e trés grupos onde os moluscos foram infectados com larvas L; de A.
cantonensis. Cada aquario era composto por 10 moluscos sendo todo o experimento realizado
em duplicata, utilizando um total de 120 moluscos, criados em laboratorio desde a postura,
para saber a idade e assegurar que nao foram infectados por outros parasitos. A alimentacao
dos moluscos foi realizada com folhas de alface (Lactuca sativa L.) frescas e desidratadas ad
libitum, sendo as folhas lavadas em dgua de torneira antes de serem oferecidas aos moluscos.

A manutencdo dos aquérios foi realizada em dias alternados e durante o processo de
manutencao, as folhas oferecidas aos animais foram renovadas, evitando sua fermentagao no

interior dos aquarios.
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Os aquarios foram cobertos com tampas acrilicas com um pequeno furo, permitindo
uma boa aeracdo e impedindo a saida dos moluscos, assim como, a entrada de insetos. Depois
de 1, 2 e 3 semanas apos a infeccdo, dez moluscos de cada grupo foram dissecados e os

tecidos e hemolinfa coletados e armazenados em —10°C para posterior analise.

5.2.4 Determinacoes das concentracoes de triacilglicerol e colesterol na hemolinfa

Anadlises espectrofotométricas foram utilizadas para determinar quantitativamente os
conteudos hemolinfaticos de triacilglicerol (TAG) e colesterol (CHO), uma vez que esse
método ¢ pratico e tem sido validado na quantificagdo destas e de outras moléculas
(LUSTRINO et al., 2010; PINHEIRO et al., 2009).

Para a determinac¢dao do TAG, 10ul de hemolinfa foram misturados em Iml da solugao
contendo 50mmol/L de piperasina-N,n-bis (2-etanosulfonico acido) (PIPES) [pH 7.4], 1,25
mmol de 4-clorofenol, 4600U de lipase, 40U glicerolquinase, 12U de glicerolfosfato oxidase,
60U de peroxidase, 0,024mmol de ATP e 0,18mmol de 4-aminoantipirina. A mistura foi
homogeneizada e incubada a 37°C em banho Maria por 10 min. As leituras das absorbancias
foram realizadas em espectrofotometros em 510nn (KAPLAN; PEASCE, 1987). Os
resultados foram expressos como mg/dl.

Para a dosagem de CHO, 10ul de hemolinfa foram misturados em 1ml do reagente de
cor (tampao dePIPES 35mmol/L [7,0] contendo (0,5mmol/L de colato de sédio, 0,5mmol/L
de 4-aminoantipirina, colesterol esterase > 300U, colesterol oxidase> 2014U e peroxidase >
828U). A solugdo resultante foi entdo homogeneizada e incubada a 37°C por 10 min. A leitura
das absorbancias foi realizada em espectrofotdometro em 500nn (KAPLAN; PEASCE, 1987).

Os resultados foram expressos como mg/dl.

5.2.5 Cromatografia em camada fina monodimensional e analise de imagem (TLC)

Para a andlise dos diferentes lipidios neutros nos tecidos dos moluscos, TLC foi
utilizado como metodologia padrdo, devido sua habilidade de verificar varios tipos de lipidios
concomitantemente. Além disto, esta metodologia tem sido usada em outros estudos
relacionados com alteragdes de lipidios neutros do DGG de moluscos, como discutidas aqui
(BANDSTRA et al., 2006; FRIED et al., 1998, 2001).

Cinquenta miligramas dos tecidos (DGG) de cada grupo foram macerados em 100ul de
tampdo de lise (TRIS 50 mM; Nonidet P-40 1%; TLCK 0,1 mM; PMSF 2 mM). Apds a
maceracdo, os homogeneizados foram centrifugados a 2520xg por min. O conteudo de
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proteinas nas fragdes sobrenadantes foi determinado de acordo com Lowry com modificagdo
(MARKWELL et al., 1978), usando albumina bovina como padrdo. As amostras contendo
300ug de proteina total foram submetidas a extragao de lipidios, conforme descrito por Bligh
e Dyer (1959). Os lipidios extraidos foram analisados por cromatografia em camada fina
monodimensional (TLC) para lipidios neutros utilizando hexano, éter etilico e acido acético
(60:40:1 por volume) como eluentes (KAWOOYA; LAW, 1998). Os lipidios neutros
utilizados como padrao foram CHO, colesterol esterificado (CHOE), TAG e 4cidos graxos
(AG). Ambos os padrdes (20ung) e os extratos das amostras foram aplicados em placa de
silica. Lipidios na placa foram carbonizados por imersdo da chapa em de sulfato de cobre
10% e de acido fosforico 8%. Depois de seca, a chapa foi aquecida a 150°C por 10 min
(RUIZ; OCHOA, 1997). A imagem foi analisada pelo software Image Quant.

Os tecidos (DGG) de moluscos nao infectados coletados no final de cada semana foram
agrupados formando um poll. Assim, a média do resultado obtido poderia melhor expressar a

variagao observada nos grupos infectados durante as trés semanas de infeccao.

5.2.6 Preparacio da enzima e determinacio da atividade lipasica

A glandula digestiva foi homogeneizada em tampao Tris pH 7,4 em um frasco
homogeneizador de Potter-Elvehjen. O homogenado foi centrifugado a 5040xg por 10 min e o
sobrenadante foi analisado. As concentracdes de proteinas foram medidas usando a
metodologia de Lowry modificado (MARKWELL et al., 1978), e em seguida, a atividade
enzimatica foi determinada através do método descrito por Choi et al., (2003). As
absorbancias de cada amostra foram lidas em triplicata através do leitor de ELISA (Bio-Rad

iMark™) a 405 nm.

5.2.7 Analises estatisticas
Os resultados obtidos dos ensaios para a determinacdo das concentragdes de CHO e
TAG na hemolinfa foram expressos como médiatdesvio padrdo e o teste de Tukey/ANOVA

foram utilizados para a comparacao das médias.

5.3 RESULTADOS

ApoOs o periodo pré-patente do desenvolvimento parasitario, espécimes de B. glabrata
foram aleatoriamente selecionadas e submetidas ao processo de digestdo quimica por meio da
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adi¢do de pepsina-HCI para a recuperagdo de estagios larvais Ls. Os resultados demonstraram
taxa de infectividade acima de 95%.

A infeccdo em B. glabrata por A. cantonensis causou alteragdes nos niveis
hemolinfaticos de CHO nos moluscos. Existiu uma relacdo positiva estabelecida entre o
tempo de infecgdo e as concentragdes de CHO na hemolinfa de espécimes infectadas
(*=0,84) (Figura 2a). As menores concentragdes de CHO na hemolinfa de moluscos
infectados foram observadas na primeira semana (0,744+0.082) e segunda semana apos a
infeccao (0,72+0,069), representando um decréscimo de 29,23 e 30,76%, respectivamente, em
relacdo a média do grupo controle (1.05+0,09) (Tabela 1).

Alteragdes nas concentragdes de TAG na hemolinfa de B. glabrata infectada foram
também observadas. O menor ¢ maior valor foram obtidos, respectivamente, na primeira
(0,87+0,098mg/dl) e terceira (2,13+0,088mg/dl) semana apds a infec¢do diferindo
significativa da média apresentada pelo grupo controle (2,234+0,089 mg/dl). O teste da
regressdo polinominal indicou uma relacdo positiva entre os niveis de TAG e o tempo de
infecgdo (1°=0,98) (Figura 2).

Apos a detecgao na variacdo do perfil lipidico hemolinfatico, direcionamos nossas
andlises para determinar o possivel efeito da infeccdo sobre as concentra¢des de lipidios
neutros estocados no DGG de B. glabrata. Os niveis de CHO nos grupos tratados foram
menores do que aqueles observados no grupo controle durante todo o experimento, exceto na
terceira semana de infeccdo. Os niveis de CHO no complexo DGG de moluscos infectados
por A. cantonensis diminuiu em comparagdo com o grupo controle (0,024+0,0028), com as
menores concentracdes observada na primeira (0,011+£0,0014) e segunda (0,010+0,0007)
semanas apoés a infec¢do. Contudo, nenhuma variacao significativa foi observada nos niveis
de colesterol esterificado (CHOE) de moluscos infectados, com um decréscimo nas
concentragodes registrado na primeira semana (0,009+ 0,0021) e aumento na terceira semana
(0,011+0,007) apds a infeccdo, ndo diferindo significativamente a partir do grupo controle
(0,010+0,0007) (Figura 3d).

Os niveis de TAG no grupo infectado foram significativamente maiores do que aqueles
no grupo controle durante todo o periodo de observagdo. Os niveis de TAG no complexo
DGG aumento expressivamente a partir da primeira semana ap6s a infecgdo (0,067+0,0035),
correspondendo um aumento de 48,88% em relagdo ao grupo controle (0,045+0,0055) (Figura
3¢). Mesma ordem de variacao foi observada em relagdo aos niveis de acidos graxos (FA) nos
grupos infectados, com aumento nas concentracdes de 57,57 e 66,66% apos primeira e
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segunda semana de infec¢do, respectivamente, em relagdo ao grupo controle (0,03340,0005)
(Figura 3a).

Para melhor entender o aumento nas concentragdes de FA no DGG de B. glabrata
infectada, determinamos a atividade de lipases neste 6rgao utilizando como substrato sintético
2,3-dimercapto-1-propanol tributirato (DMPTB). Interessantemente, o aumento na atividade
enzimatica da lipase no DGG de moluscos infectados foi observado na primeira (0,149+0,02)
e na segunda (0,225+0,019) semana de infeccdo, representando um aumento de 69,31 e
155,68%, respectivamente, em relacao ao grupo controle (0,088+0,017), coincidindo com o

acimulo de AG no 6rgdo.
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Figura 1. Niveis de colesterol e triacilglicerol na hemolinfa (mg/dl) de Biomphalaria
glabrata infectada experimentalmente por Angiostrongylus cantonensis, em diferentes
periodos pos-infec¢do, expressados em semanas. Semana zero (0) representa a média dos
moluscos do grupo controle obtidos durante as trés semanas de analises (1, 2, and 3 semanas),
uma vez que ndo existiu diferengas significativas entre elas. a, b = Médias diferem

significativamente entre si P < 0.05, (médiatdesvio-padrao).
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Figura 2. Concentragdo de lipidios neutros no complexo glandula digestiva-gonoda de

Biomphalaria glabrata infectada por Angiostrongylus cantonensis em funcdo do tempo de

infec¢do, expressado em semanas. Semana zero (0) representa a média do grupo controle durante

as trés semanas de andlises. (A) nivel de acidos graxos (AG); (B) niveis de colesterol (CHO); (C)

niveis de triacilglicerol (TAG) e (D) niveis de colesterol esterificado (CHOE). Todos os valores

sdo expressos como média + desvio-padrdo. a, b = Médias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente entre si P <0,05.
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Figura 3- Atividade lipasica no complexo glandula-digestiva gonoda (DGG) de
Biomphalaria glabrata infectada por Angiostrongylus cantonensis em func¢ao do tempo de
infeccdo, expressados em semanas. Semana zero (0) representa a média do grupo controle
durante as trés semanas de infec¢do. Absorbancia foi lida em 405 nm. Barra de erro representa

o desvio-padrdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. mAbs — mili-absorbancia

Tabela 1. Niveis de colesterol e triacilglicerol na hemolinfa (mg/dl) de Biomphalaria
glabrata infectada por Angiostrongylus cantonensis, em diferentes periodos de infecgao,
expressados em semanas. Semana zero (0) representa a média do grupo controle durante as
trés semanas de infec¢do, uma vez que ndo existiu diferenga significativa entre as semanas * b
= Médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente em linha (a0 = 5%). Média +

DP = média + desvio padrao.

Semanas Colesterol (mg/dl) Triacilglicerol (mg/dl)
0 1,050+0,097° 2,23+0,089°
1 0,743+0,082° 0,98+0,066°
2 0,727+0,069° 0,87+0,098°
3 1,087+0,098" 2,13+0,088°
5.4 DISCUSSAO

No presente estudo, a infeccao por A. cantonensis resultou em significativa reducao nas
concentragdes hemolinfaticas de TAG em B. glabrata na primeira e segunda semana de
infec¢do, confirmando ser este o periodo de maior competicdo de nutrientes entre o parasito e

o seu hospedeiro intermediario. Esta reducdo sugere que larvas sdo capazes de utilizar este
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substrato como fonte de energia. Tang e Wang (2011) demonstraram através de testes
enzimaticos a presenca de enzimas relacionadas a B-oxidagdo em estdgios larvais de A.
cantonensis, confirmando a capacidade desse metastrongylideo em utilizar lipidios obtidos a
partir de seu hospedeiro como substrato energético.

Ao mesmo tempo, o aumento nas concentragdes de FA livres no DGG de B. glabrata
apos a infeccdo ¢ parcialmente explicado pela intensa mobilizacdo de lipidios neutros
estocados principalmente na forma de TAG. Condicdo similar tem sido observada em
moluscos infectados por estagios larvais de trematodeos, consistindo de uma importante
estratégia metabodlica do hospedeiro para minimizar os efeitos deletérios causados pela
infeccdo (HUMICZEWSKA; RAJSKI, 2005). Tal fato ¢ mais bem caracterizado pelo
aumento na atividade de lipases presentes no DGG de moluscos infectados (primeira e
segunda semanas), sugerindo a aceleracao do processo lipolitico, necessario para a formagao
de FA, que uma vez oxidado na matriz mitocondrial resulta na formacdo de energia
bioquimica livre (ATP) requerido para a manutengdo das atividades celulares do molusco
hospedeiro (TRIPATHI; SINGH, 2002). Resultados similares foram registrados por Choubisa
(1988) estudando a interface Melanoides tuberculatus/Cercaria diglandulata e M.
tuberculatus/Cercaria martini.

Como observado para as fracdes de FA, a infec¢do por A. cantonensis resultou em um
acentuado aumento nas concentragdes de TAG no DGG de B. glabrata durante todo o
experimento. Nossos resultados estdo em acordo com estudos previamente realizados no qual
indicam a capacidade de parasitos helmintos em secretarem lipidios (FIRED; SHAPIRO,
1975). Esta possibilidade foi também documentada por Muller et al. (2000), trabalhando com
B. glabrata infectada por Schistosoma mansoni, bem como por Tunholi-Alves te al. (2011),
estudando a relagdo entre B. glabrata e Echinostoma paraensei. Assim, o aumento nas
concentracgoes dessa fracdo de lipidio neutro (TAG) no DGG de B. glabrata aqui demonstrado
pode ser explicado tanto pela secre¢do de lipidios pelo parasito (KWONG, 1989) quanto pela
alteracdao no metabolismo do hospedeiro como consequéncia a infec¢do (FRIED et al., 1998).

A reduc¢do nos conteudos de colesterol hemolinfatico observado no inicio da infec¢ao
indica a habilidade de larvas de A. cantonensis em assimilar diretamente esse substrato da
hemolinfa do hospedeiro, necessario para manter a fluidez de suas membranas, fundamental
ao seu estabelecimento no hospedeiro (YAMOKA et al., 1978). Além disso, a utilizacao
dessas moléculas por larvas de helmintos como precursores para a sintese de novas
membranas celulares durante etapa de desenvolvimento em seu hospedeiro pode contribuir

75



para as alteragdes observadas aqui (BARRETT et al., 1970). A normalizacdo dos niveis de
CHO na hemolinfa apds a terceira semana de infec¢do indica a participagao de mecanismos
homeostaticos em B. glabrata, possibilitando o molusco sintetizar endogenamente colesterol a
partir de precursores ja identificados, tais como o latosterol e o demosterol (LUSTRINO et
al., 2020; ZHU et al., 1994).

O desenvolvimento ontogénico de A. cantonensis em B. glabrata resulta em uma
intensa desorganizacdo celular justificada pela acdo espoliativas das larvas no tecido do
hospedeiro, especialmente no DGG, durante etapa de migracao e desenvolvimento parasitario
(TUNHOLI-ALVES et al., 2012). Na luz desses achados, a diminui¢ao dos niveis de CHO no
DGG de B. glabrata observado nas primeiras semanas de infec¢do pode ser parcialmente
explicada pelo extravazamento dessa molécula através da membrana celular para o sistema
circulatorio hemolinfatico devido a ocorréncia de lesdes causadas pela infecgdo. Mesma
situacdo tem sido demonstrada por Tunholi-Alves et al. (2011a) na interface B. glabrata/E.
paraensei.

Este estudo contém a primeira descri¢ao dos efeitos patofisiologicos da infec¢ao por 4.
cantonensis sobre o metabolismo lipidico de B. glabrata. Nossos resultados indicam que
ambos, hospedeiro e parasito, sdo capazes de utilizar TAG como substrato energético e que o
parasito pode usar CHO como precursor para sintetizar novos componentes de membrana
requeridos durante seu desenvolvimento. Adicionalmente, as maiores alteragdes nas
concentracdes de lipidios observadas aqui ocorreram no estagio inicial do desenvolvimento
parasitario, confirmando ser este ¢ o periodo de maior competicdo por nutriente, e

consequentemente, a etapa mais importante para o sucesso desta associagao.
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6 CAPITULO III

ATIVACAO DO METABOLISMO ANAEROBICO EM BIOMPHALARIA GLABRATA
(MOLLUSCA: GASTROPODA) EXPERIMENTALMENTE INFECTADA POR
ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS (NEMATODA, METASTRONGYLIDAE)
POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.
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Ativacao do metabolismo anaerobico de Biomphalaria glabrata (Mollusca, Gastropoda)
experimentalmente infectada por Angiostrongylus cantonensis (Nematoda, Metastrongylidae)

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

RESUMO

A atividade da lactato desidrogenase e as concentragdes de glicose na hemolinfa e de suas
reservas (glicogénio) na glandula digestiva e massa cefalopediosa de Biomphalaria glabrata
experimentalmente infectada por Angiostrongylus cantonensis foram avaliadas.
Adicionalmente, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi também realizada para
determinar as concentragdes hemolinfaticas de alguns acidos carboxilicos (&cido latico,
succinico, piravico e oxalico). Apds uma, duas e trés semanas de infec¢do, moluscos foram
dissecados para coleta da hemolinfa e separacao dos tecidos. Uma redugao significativa nos
conteudos de glicose hemolinfaticas foi observada apds a primeira semana de infecgdo,
diferindo significativamente do grupo controle. A atividade da lactato desidrogenase do grupo
infectado foi significativamente maior do que a média do grupo controle. Este aumento foi
acompanhado por uma reducao dos niveis de acido piravico e aumento dos niveis de acido
lactico na hemolinfa de moluscos parasitados, confirmando que a infec¢do por 4. cantonensis
resulta de fato na ativacdo do metabolismo anaerdbico de moluscos, necessario ao hospedeiro
para obter energia e manter seu balaco redox. Em paralelo, existiu uma diminui¢do nos
conteudos de glicogénio estocados nos tecidos, sendo esta redugdo significativamente maior
na massa cefalopediosa do que na glandula digestiva, demonstrando que neste sistema de
interacdo, a mobilizagdo de glicogénio ndo foi suficiente e manter e restabelecer a

normoglicemia dos moluscos infectados.

Palavras-chaves: Carboidratos, relagdo parasito-hospedeiro, nematoides.
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ABSTRACT

The activity of lactate dehydrogenase and the concentrations of glucose in the hemolymph
and of glycogen in the digestive gland and cephalopedal mass of Biomphalaria glabrata
experimentally infected with Angiostrongylus cantonensis were evaluated. Additionally, high
performance liquid chromatography (HPLC) was used to determine the hemolymph
concentrations of some carboxylic acids (oxalic, piruvic, lactic and succinic). After one, two
and three weeks of infection, the snails were dissected to collect the hemolymph and separate
the tissues. A significant reduction of the levels of glucose in the hemolymph was observed as
of the first week of infection in relation to the control group. The lactate dehydrogenase
activity of the infected group was significantly higher than the average of the control group.
This increase was accompanied by a reduction of the levels of piruvic acid and an increase in
the levels of lactic acid in the hemolymph of the parasited snails, confirming the acceleration
of the anaerobic metabolism, necessary for the host to obtain energy and maintain its redox
balance. In parallel, there was a decrease in the glycogen content of the storage tissues, with
that reduction being significantly greater in the cephalopedal mass than the digestive gland,
demonstrating that in this interaction system, the mobilization of glycogen was not sufficient

to maintain and reestablish the normal glycemia of the infected snails.

Keywords: Carbohydrates, host-parasite relationship, larval nematodes.
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6.1 INTRODUCAO

Angiostrongylus cantonensis ¢ um nematoide que infecta artéria pulmonar de roedores
domésticos sendo enquadrado como o principal agente etiolégico da meningoencefalite
eosinofilica humana. Estudos epidemiologicos tem confirmado a ocorréncia desta
metazoonose em diferentes regides do mundo, incluindo o Brasil, chamando a atengdo para a
sua rapida disseminagdo (WANG et al., 2008).

Parasitos pertencentes a familia Metastrongilidae sdo caracterizados por seu ciclo de
vida heteroxeno, onde moluscos atuam como os principais hospedeiros intermediarios e
roedores das espécies Rattus rattus € Rattus norvegicus como hospedeiros definitivos. Sob
condi¢des naturais, roedores tornam-se usualmente infectados com A. cantonensis pela
ingestao de moluscos infectados. Embora moluscos terrestres sejam mais importantes no ciclo
de transmissdo desta zoonose, a participagdo de Biomphalaria glabrata como hospedeiro
potencial deste metastrongilideo tem sido reportada (HARRIS; CHEN, 1975; YOUSIF;
LAMMLER, 1977).

Em seu ciclo bioldgico, a infec¢do do molusco hospedeiro pode ocorrer tanto
ativamente pela penetracdo de estdgios larvais L; na regido da massa cefalopediosa, quanto
passivamente pela ingestdao de estagios larvais (TUNHOLI-ALVES et al., 2012; CALDEIRA
et al., 2007). Varios autores tém demonstrado alteragdes histopatologicas em diferentes
tecidos do hospedeiro intermediario como consequéncia ao desenvolvimento ontogénico deste
metastrongilideo, especialmente na glandula digestiva e massa cefalopediosa
(HARRIS;CHEN, 1975), possibilitando a formacdo de estagios larvais subsequentes (L, e L3),
no qual infectard o hospedeiro vertebrado.

Estudos recentes tém verificado alteracdes no balango energético de moluscos
infectados, com significativa reducdo nos conteudos de proteinas totais hemolinfaticas e
reservas de galactogénio na glandula de albumen sendo demonstrado. Estas alteracdes foram
acompanhadas pelo aumento nas atividades das aminotransferases (AST e ALT) em B.
glabrata experimentalmente infectada por A. cantonensis (TUNHOLI-ALVES te al., 2011;
TUNHOLI-ALVES et al., 2012). Como consequéncia, uma significativa redu¢do na atividade
reprodutiva foi demonstrada, porém estes autores nao reportaram alteragdes histoldgicas no
ovotestes. Tais resultados revelaram a ocorréncia do fendomeno da “castragdo parasitaria”
causada por uma resposta fisiologica do hospedeiro ao parasitismo, resultando em alteracdes

nutricionais no hospedeiro como consequéncia da competicao de nutrientes com as larvas em
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desenvolvimento (SULLIVAN et al., 1985). Apesar desses estudos, poucas informagdes sao
disponiveis considerando o metabolismo oxidativo em moluscos, e até agora, nenhum
resultado tem sido demonstrado relacionando alteragdes no metabolismo de carboidratos e
oxidativo em moluscos infectados por A. cantonensis.

Um dos poucos trabalhos que relaciona alteragdes no metabolismo oxidativo em
moluscos foi desenvolvido por Massa et al. (2007), que observaram uma significativa redugao
nos conteudos de alguns acidos carboxilicos (oxalico, pirtivico e succinico) no complexo
glandula digestiva-gonoda de B. glabrata infectada por Schistosoma mansoni. De acordo com
os autores, esta reducdo resultou a partir da incorporagdo dessas moléculas pelas larvas do
parasito, necessdria ao seu desenvolvimento. Surpreendentemente, apesar desse estudo,
nenhum trabalho tem sido realizado para investigar as variagdes desses acidos na hemolinfa
de moluscos infectados por nematoides, impossibilitando qualquer tipo de extrapolagdo dos
resultados acima mencionado, uma vez que, o desenvolvimento intra-molusco de larvas de
trematodeos diferem amplamente do observado para nematoides.

Assim, com o objetivo de suportar a hipotese de Tunholi-Alves (2011a,b), no qual
relacionaram a ocorréncia da castra¢ao parasitaria como causa principal do balango energético
negativo gerado pela infec¢do, no presente estudo avaliamos o metabolismo de carboidratos
no mesmo modelo B. glabrata/A. cantonensis, uma vez que, a deplecdo de carboidratos e
alteragdes no metabolismo oxidativo tem sido correlacionada como causa principal na
diminui¢do da atividade reprodutiva em outros modelos de infec¢do. Adicionalmente, as
concentragdes de alguns acidos organicos (oxalico, pirivico, succinico e latico) e atividades
da D e L-lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27 e EC 1.1.1.28) na hemolinfa de moluscos
infectados e ndo infectados foram analisados, para melhor caracterizar as possiveis alteragdes
no metabolismo de glicose desses organismos e comparar com os resultados reportados na

literatura.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Parasitos
Larvas Ls; de A. cantonensis provenientes de A. fulica coletadas em Olinda,
Pernambuco, Brasil em 2008 no peridomicilio de uma paciente diagnosticada com

meningoencefalite eosinofilica foram inoculadas em Rattus norvegicus no Laboratério
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Nacional de Referéncia em Malacologia Médica e no Laboratério de Patologia do Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, onde o ciclo desde entdo vem sendo mantido. As larvas L;
utilizadas para a infeccdo experimental do hospedeiro intermediario foram obtidas a partir

desse ciclo que vem sido mantido nos laboratorio citados.

6.2.2 Infec¢ao dos moluscos

As fezes de R. norvergicus infectados foram coletadas e a técnica de Baermann
posteriormente empregada para separar e decantar as larvas L; (WILLCOX; COURA, 1989).
Apos processamento das amostras fecais, moluscos de linhagem pigmentada (8§—12 mm) com
90 dias em média foram colocados individualmente em placas de cultivo celular, contendo
aproximadamente 1200 L;. Apds 48 horas, os moluscos foram removidos e transferidos para
aquarios para a formagao dos grupos experimentais, sendo mantidos em sala com temperatura

controlada a 26 °C.

6.2.3 Manutencio dos moluscos e formaciao dos grupos

Foram formados seis grupos, sendo trés grupos (controle) constituidos por organismos
ndo infectados e trés grupos onde os moluscos foram infectados com larvas L; de A.
cantonensis. Cada aquario era composto por 10 moluscos sendo todo o experimento realizado
em duplicata, utilizando um total de 120 moluscos, criados em laboratdorio desde a postura,
para se saber a idade e assegurar que ndo foram infectados por outros parasitos. A
alimentagdo dos moluscos foi realizada com folhas de alface (Lactuca sativa L.) frescas e
desidratadas ad libitum, sendo as folhas lavadas em agua de torneira antes de serem oferecidas
aos moluscos.

A manutencao dos aquarios foi realizada em dias alternados e durante o processo de
manutencao, as folhas oferecidas aos animais foram renovadas, evitando sua fermentagao no
interior dos aquarios.

Os aquarios foram cobertos com tampas acrilicas com um pequeno furo, permitindo
uma boa aeracdo e impedindo a saida dos moluscos, assim como, a entrada de insetos. Depois
de 1, 2 e 3 semanas ap6s a infeccdo, dez moluscos de cada grupo foram dissecados e os

tecidos e hemolinfa coletados e armazenados em —10°C para posterior analise.

6.2.4 Analises das alteracoes bioquimicas em Biomphalaria glabrata infectados com
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Angiostrongylus cantonensis.

As determinagdes bioquimicas de glicose e atividade da LDH foram feitas na hemolinfa
total dos moluscos utilizando kits para diagndstico laboratorial (Doles®).

Para a determinagao de glicose 10 pl de amostra foram adicionados a 1 ml do reagente
de cor (solucdo tampao de fosfatos 0,05M, pH 7,45 £ 0,1; aminoantipirina 0,03mM e 15mM
de p-hidroxibenzoato de s6dio; um minimo de 12kU de glucose oxidase; e, 0,8 kU de
peroxidase por litro). Neste meio ocorre a seguinte reagao:

glicose + O, + H,O glicose oxidase ——— 4cido gluconico + H,O,

2H,0, + 4AAP peroxidase ———p 4-antipirilquinonimina + 4 H,O

O produto formado pela oxida¢do de 4-aminoantipirina (4-antipirilquinonimina) ¢ de
coloracdo avermelhada e sua intensidade diretamente proporcional a concentragdo de glicose
na solucdo. A cor avermelhada, formada pela reacdo, ¢ medida em espectrofotdmetro, com
absor¢ao maxima em 510nm, utilizando solugdo aquosa de glicose 100mg/dl.

Para a determinagdo da atividade da lactato desidrogenase foram misturados 1ml da
solugdo de substrato (solugdo 0,1M de lactato, 0,005M de o-fenantrolina em Tris 0,2M pH
8,8), uma gota de solugao 0,012M de Sulfato de Ferro amoniacal (alimen férrico) e 25ul de
amostra, sendo a mistura incubada a 37 °C por 2 minutos. A seguir foi acrescentada uma gota
de solugdo contendo solugdo 15,82mmolar de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e
3,73mmolar de fenazina metassulfato (FMS), sendo a mistura incubada a 37° por 5 minutos. A
reacdo final foi estabilizada pela adi¢ao de 1 ml de solugdo de &cido cloridrico 0,5M. Neste
meio ocorre a sequéncia de reagdes seguinte:

1. Lactato+ NAD ______, NADH + piruvato

2. NADH + FMS ———» NAD + FMS reduzido

3. FMS red. + alimen férrico ———» FMS + alumen ferroso

4. Alumen ferroso + 1,10-fenantrolina — complexo corado

Apo6s homegeneizagdo, a absorbancia foi lida em espectofotometro em 510nm, contra o
branco de reagdo e usando uma solucdo de lactato desidrigenase 350U.1/1 como padrao.

Os contetidos de glicogénio nos tecidos da glandula digestiva e massa cefalopediosa
foram determinados segundo o método 3,5 DNS (PINHEIRO; GOMES, 1994) sendo

expressos em mg de glicose/g de tecido peso fresco.
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6.2.5 Determinacio dos conteudos de acidos carboxilicos hemolinfaticos

6.2.5.1 Preparo das solu¢des padrao

Padrdes dos acidos (oxalico, succinico, lactico e piruvico) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha), no maior grau de pureza disponivel. Acetonitrila,
dihidrogenofosfato de sodio e acido fosforico utilizado no presente estudo foram de grau
analitico para uso cromatografico. Agua ultrapura foi obtida do sistema de purificagdo Milli-
Qwater (Millipore, Bedford, MA, EUA). As solugdes (padrao) foram dissolvidas em fase

movel e o tampao fosfato foi ajustado para pH 2,2 com acido fosforico, e armazenadas a 4 °C.

6.2.5.2 Analises por CLAE

Todo experimento de CLAE foram realizados no sistema Shimadzu LC-20AT
equipado com detector de arranjo de fotodiodos (PDA; SPD-M20A, Shimadzu, Japao),
acoplados a um sistema de processamento de dados ChemStation LCSolution. As separagdes
foram realizadas com coluna de fase reversa C18 (150 x 4.5 mm L.D., 5 um, Allure® Organic
Acids, Restek) em condigdes isocraticas. A fase movel consistiu em 1% de acetonitrila em 20
mol.L"! e solugio aquosa de NaH,PO,, ajustado para pH 2.2 com H3PO,. A temperatura foi
fixada a 36 °C e a taxa de fluxo usada foi de 0,8 ml / min. Os cromatogramas foram
monitorizados a 210 nm e o volume de injecao foi de 20 pl. A identificagdo dos acidos
organicos presentes nas amostras foi baseada numa compara¢do dos espectros UV e os
tempos de retencdo das solugdes padrao. A quantificagcdo foi efetuada com base nas parcelas
de calibragdo lineares de area de pico em relagdo a concentragdo. Linhas de calibragem foram
construidas com base em cinco niveis de concentragdo de solugdes padrdo. Os graficos de
calibragdo para acidos (oxalico, succinico, piravico e lactico) foram lineares (r = 0,99), em
todos os casos. Todo o experimento foi realizado em triplicado. A hemolinfa foi submetida ao
vortice e centrifugada durante 10 min a 2520 g. O sobrenadante foi separado e as particulas
nao dissolvidas foram removidas por filtracdo utilizando filtros de membrana de 45 pl.

Aliquotas de 20 pl foram utilizadas para a anélise cromatografica (TUNHOLI et al., 2013).

6.2.6 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo da média e submetidos
ANOVA one-way com pos-teste de Tukey-Kramer (0=5%) para comparagdo das médias. A
regressao polinominal foi calculada para analisar a relagao existente entre os valores obtidos e

o tempo de infeccao (InStat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02, Prism Inc.).

6.3 RESULTADOS

Os valores das varidaveis de interesse observadas no grupo controle ndo diferiram
significativamente nas trés semanas de experimento, portanto, agrupamos os valores em um
dado unico, obtido pela média aritmética referente as trés semanas de estudo, chamado tempo
zero ou semana zero de infecgao.

O resultado da digestdo quimica demonstrou taxa de infectividade acima de 95% para
0S grupos expostos.

Existiu uma relacdo significativa e negativa entre o tempo de infec¢do e as
concentragdes de glicose na hemolinfa dos grupos estudados (r* = 0,94). Os valores médios
dos grupos infectados diferiram significativamente do grupo controle, com o menor valor
registrado na segunda semana de infecgdo (74,01+£2,30 mg/dl) (P<0,05), correspondendo um
decréscimo de aproximadamente 33,61% em relagdo ao valor médio do grupo controle
(111,48+3,95 mg/dl, P<0,05) (Tabela 1).

As concentragoes de glicogénio na glandula digestiva dos grupos infectados foram
significativamente menores em relacdo a média do grupo (ndo infectado). Existiu um
decréscimo de 49,82% nas concentragcdes de glicogénio apdés uma semana de infecgdo
(13,24+0,40 mg de glicose/g de tecido), com o menor valor sendo observado na terceira
semana de infec¢dao (11,79+0,51 mg de glicose/g de tecido), indicando uma reducdo de
aproximadamente 55,32%.

Igualmente, a infecg¢@o por A. cantonensis resultou em severas alteragdes nos niveis de
glicogénio na massa cefalopediosa dos grupos infectados. Existiu uma redugdo gradativa
desse polissacarideo com o avango da infeccdo. Os menores valores foram registrados na
segunda e terceira semana apo6s a infecgao (10,24+1,18 e 4,04+1,04 mg de glicose/g de tecido;
P<0,05), respectivamente. Esses valores diferiram significativamente daqueles apresentados
pelo grupo controle (18,04+1,15 mg de glicose/g de tecido; P<0,05).

Alteragdes nas concentracoes de acidos organicos foram também observados. A

concentracdo de acido oxalico reduziu 30,60% nos moluscos infectados uma semana apos a
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infeccdo (46,09+1,79 mM; P<0,05), diferindo significativamente do valor médio apresentado
pelo grupo controle (66,42+0,32 mM). Variacdo similar ocorreu para as concentragdes de
acido succinico nos grupos infectados, com valores significativamente menores daqueles
utilizados na confec¢do da curva padrao (Tabela 3). Os niveis de acido piruvico foram
também menores nos grupos infectados, e novamente diferiu significativamente do grupo
controle durante todo o experimento. As menores concentragdes desse substrato ocorreram
nos periodos iniciais da infeccdo (primeira e segunda semanas), nao sendo possivel ser
detectado a partir da segunda semana de infec¢do (Tabela 3). Em contraste, os niveis de acido
latico nos moluscos infectados aumentaram, com o maior valor observado na segunda semana
de infeccao (119,92+1,20 mM; P<0,05) (Tabela 3), diferindo significativamente do grupo nao
infectado (3,68+1,53 mM; P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 1. Atividade da lactato desidrogenase (UI) e concentracdo de glicose (mg/dl) na
hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectadas experimentalmente com Angiostrongylus
cantonensis, em diferentes periodos de infec¢do, expressos em semanas. ® = Médias seguidas
de letras diferentes diferem significativamente em relagdo ao grupo controle em cada semana

de experimento. P<0.05 (média + desvio-padrao).

Atividade da lactato Concentracio de glicose
desidrogenase (UI) (mg/dL)
Semanas

Controle Infectado Controle Infectado
1 17,7442,52*  33,45+4,56° | 110,99+4,12°  82,58+6,33°
2 19,03+£2,20° 40,3214,45b 113,02+3,41° 74,0112,30b
3 17,9242,30*  35,67+4,87° | 110,43+4,32° 76,13i3,58b
R? 0,85 0,94




Tabela 2. Conteudo de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopodal, expressados em
(mg de glicose/ g de tecido, peso fresco) de Biomphalaria glabrata infectadas
experimentalmente com Angiostrongylus cantonensis, em diferentes periodos de infecgao,
dados em semanas. *° = Médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente em

relagdo ao grupo controle. P<0.05 (média + desvio-padrao).

Conteudo de glicogénio (mg glicose/g tecido, peso fresco)
Semanas Glandula digestiva Massa cefalopediosa
Controle Infectado Controle Infectado
1 25,58+0,39° 13,24+0,40° | 18,18+1,24*  15,15+0,30
2 26,94+0,27" 13,15+0,18° | 17,94+£1,03*  10,24+1,18"
3 26,65+0,39" 11,79+0,51° | 17,99£1,18"  4,04+1,04°
R*> 0,92 0,97

Tabela 3. Concentracdo de 4cidos organicos (mM) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata
infectadas experimentalmente com Angiostrongylus cantonensis em diferentes periodos pos-
infeccdo. Semana 0 (zero) representa a média do grupo controle durante as trés semanas de
andlises, uma que ndo foram encontradas diferencas significativas entre eles. a, b = Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente em relacdo ao grupo controle.

P<0.05 (média + desvio-padrdo).

Semanas | Acido oxalico | Acido succinico | Acido piriivico Acido latico
(mM) (mM) (mM) (mM)
0 66,42+0,32° 40,18+0,63 82,08+6,60° 3,86%1,53°
1 46,09+1,79° ND 6,20+2,25" 104,91+1,00°
2 47,23+0,66° ND ND 119,92+1,20°
3 60,74+0,38° ND 65,82+5,58" 20,13+1,52°
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6.4 DISCUSSAO

No presente estudo, uma acentuada reducdo nos conteudos de glicose foi observada
ap6s a infeccdo por 4. cantonensis em B. glabrata, permanecendo baixo durante todo o
periodo pré-patente de desenvolvimento do parasito. Por outro lado, Brockelman et al. (1976)
reportaram que a infeccdo de A. cantonensis em Achatina fulica causou uma reducgao
significativa nas concentragdes de glicose hemolinfatica apenas na primeira semana de
infec¢do, sendo o hospedeiro capaz de restabelecer sua glicemia em seguida. Este periodo, de
acordo com os autores, ¢ crucial para o molusco, sendo caracterizado ndo somente por um
aumento na taxa de crescimento do parasito, mas também por uma maior competicdo de
nutrientes, que passam ser assimilados pelas larvas do nematoide diretamente da hemolinfa de
seu hospedeiro intermediario. Contudo, a discrepancia observada entre os resultados dos dois
estudos pode ser parcialmente explicada pela diferenga de massa corporal de A. fulica e B.
glabrata, resultando em significativas variagdes nos niveis de glicogénio estocados.
Adicionalmente, autores estudando a interface B.glabrata/A. cantonensis, tem demonstrado
intensa desorganizagdo celular, principalmente na massa cefalopediosa e glandula digestiva,
caracterizados na forma de reagdes granulomatosas e infiltrados hemocitarios (HARRIS;
CHEN, 1975; TUNHOLI et al. 2013). Assim, acreditamos que o ndo restabelecimento da
normoglicemia nos moluscos infectados possa também decorrer dessas alteracdes
histoldgicas, indicando algum grau de comprometimento na capacidade funcional dos tecidos
reportados, afetando a sintese e estocagem de glicogénio.

As concentracdes de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa de B.
glabrata durante o desenvolvimento larval de A. cantonensis foram significativamente
reduzidos, com alteragdes mais severas sendo observadas no tecido muscular. Shih e Chen
(1982) reportaram a ocorréncia de enzimas glicoliticas nos estagios larvais de 4. cantonensis,
indicando a presenga de uma via oxidativa direcionada na manutenc¢ao do balanco energético
do parasito. Assim, a maior redu¢do nas concentragcdes de glicogénio no tecido muscular,
provavelmente decorre em funcdo da presencga de estagios L3 do nematoide. De acordo com
Hexiang et al. (2009), este tecido corresponde o principal sitio de localizagao distribuigdo das
larvas no estagio final de seu desenvolvimento. Portanto, o intenso desenvolvimento larval de
A. cantonensis nos periodos iniciais de desenvolvimento causa grande consumo de glicose
hemolinfatica, desencadeando deplecdo das reservas de glicogénio do molusco, como
tentativa de restabelecer os niveis de glicose circulante.
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Uma aceleragdo do metabolismo anaerdbio nos moluscos infectados foi também
observada, em razao ao aumento significativo da atividade da LDH. Estudos tem demonstrado
uma sobreposicao de centros enzimaticos relacionados a via glicolitica, especialmente a LDH,
como fatores essenciais para o sucesso da infec¢do por trematdédeos (TUNHOLI et al., 2013) e
nematoides (STEWART et al., 1985). Esta ativagdo ¢ fundamental a sobrevivéncia do
hospedeiro, possibilitando o molusco obter energia e a0 mesmo tempo excretar substancias
resultantes de seu metabolismo sem causar inicialmente danos a estrutura celular.
Previamente, Ishak et al. (1975) reportaram um comprometimento na capacidade oxidativa
relacionada ao ciclo do acido tricarboxilico, baixa atividade da citocromo oxidase e aumento
da produ¢do de lactato em Biomphalaria oxidativa infectada por S. mansoni. Portanto, a
possivel redu¢ao no metabolismo aerdbio de B. glabrata infectada por A. cantonensis possa
resultar de eventos similares daqueles descritos e reportados em moluscos infectados por
larvas de trematodeos.

Para confirmar se a infeccdo por A. cantonensis ativou realmente vias anaerdbias de
producao de ATP em B. glabrata, e ao mesmo tempo complementar os dados previamente
obtidos por Tunholi-Alves et al. (2011, 2012), no qual correlacionaram a ocorréncia da
castragdo parasitaria como causa direta da deplecdo de reservas energéticas e alteracdo no
metabolismo oxidativo no modelo B.glabrata/A.cantonensis, as concentracdes de alguns
acidos organicos relacionados ao metabolismo aerobio do hospedeiro durante a infecgdo
foram analisados. De acordo com os resultados, o aumento na atividade da LDH ocorreu
paralelamente com a diminui¢do nos niveis hemolinfaticos de 4cido pirivico e um aumento
nas concentragdes de acido latico nos moluscos infectados em comparacdo ao grupo controle.
Este cenario metabolico confirma a ativagao do metabolismo anaerobio fermentativo, por uma
via dependente da LDH, possibilitando o hospedeiro a obter energia (ATP) pela redugdo do
acido piravico a acido latico, bem como, assegurar a reoxidacdo do NADH (TUNHOLI et al.,
2013). Tal condicdo representa uma interessante resposta adaptativa do hospedeiro,
possibilitando-o utilizar a glicose como substrato energético mesmo em condi¢do de estresse
fisioldgico.

Pinheiro et al. (2009) reportaram uma significativa redugdo nos conteudos de acido
oxalico em moluscos apds a infeccdo. De acordo com os autores , quando parasitados,
moluscos apresentam uma severa reducdo nos niveis de glicose hemolinfaticas e de suas
reservas teciduais. Assim, como tentativa em restabelecer sua normoglicemia, o hospedeiro
comega a utilizar de substratos nao glicidicos tais como lipidios (TUNHOLI-ALVES et al.,
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2013) e aminoacidos (TUNHOLI et al., 2013), alterando frequentemente as concentragdes de
acidos organicos hemolinfaticos. Na luz desses achados, a diminui¢do nas concentracdes de
acido oxalico observado nos grupos infectados pode ser resultado do direcionamento desse
acido para gliconeogénese em resposta a hipoglicemia observada nesses organismos.
Adicionalmente, a diminui¢do nos niveis desse acido observado em B. glabrata infectada
pode também resultar da incorporacdo dessa molécula como substrato ao desenvolvimento de
larvas de A. cantonensis. A utilizacao de alguns acidos organicos, especialmente oxalico,
como substrato necessario ao desenvolvimento de esporocistos e rédias de S. mansoni em B.
glabrata tem sido demonstrada (MASSA et al., 2007).

A infec¢do por A. cantonensis também resultou na reducdo dos niveis de dacido
succinico na hemolinfa, estando abaixo do limite de detec¢do dos valores utilizados para a
confecc¢do da curva padrao. Resultados similares tém sido previamente observados por autores
estudando outros sistemas de relagdo parasito/hospedeiro (TUNHOLI et al., 2013). Segundo
esses autores, esta variagdo resulta da ativacao da fumarato redutase, enzima responsavel pela
oxidagdo do malato a succinato, no sentido contrario do ciclo de Krebs. Como consequéncia,
o succinato ¢ metabolizado a proprionato, gerando energia e ajudando a manter o balanco
redox. Estas reacdes contribuem para a redug¢do nas concentragdes deste dcido no modelo aqui
estudo.

Este artigo ¢ o primeiro a registrar os efeitos patofisiologicos da infeccdo por A.
cantonensis sobre o metabolismo de carboidratos e concentracdes de acidos organicos em B.
glabrata. Os resultados apresentados confirmam a perda da homeostase glicémica nos
organismos infectados, indicando a ativacdo de mecanismos fisioldogicos compensatdrios
necessarios para a sobrevivéncia do hospedeiro e completo desenvolvimento parasitario. O
aumento da atividade da LDH, associado com a redug¢do nos niveis de acido piruvico e
acumulo de acido latico na hemolinfa de moluscos infectados, demonstram a ativa¢ao do
metabolismo anaerdbio fermentativo como uma interessante estratégia metabdlica do
hospedeiro. Portanto, os dados apresentados aqui complementam aqueles publicados por
Tunholi-Alves et al. (2011, 2012) e fortemente sugerem que a castragdo parasitaria, observada

neste modelo de infecgao, foi desencadeada por uma deplecao metabolica.
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7 CAPITULO IV

ALTERACOES NA FISIOLOGIA MITOCONDRIAL DE
Biomphalaria glabrata (MOLLUSCA: GASTROPODA) APOS INFECCAO
EXPERIMENTAL POR Angiostrongylus cantonensis NEMATODA:
METASTONGYLIDAE)
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Alteracdes na fisiologia mitocondrial de Biomphalaria glabrata (Mollusca: Gastropoda)

apos infecgdo experimental por Angiostrongylus cantonensis (Nematoda: Metastongylidae)

RESUMO

O efeito da infec¢do pré-patente de Angiostrongylus cantonensis (Nematoda:
Metastrongylidae) no sistema mitocondrial de Biomphalaria glabrata (Mollusca: Gastrpoda)
foi estudada. Os dados obtidos indicam uma supressao no metabolismo oxidativo aerdbio de
moluscos infectados (1° e 2° semanas), sendo parcialmente restabelecido na etapa final do
desenvolvimento parasitario (3° semana). Como principais resultados, um comprometimento
no estado 2 respiratorio (basal) e 3 (fosforilativo) de B. glabrata foram demonstrados,
repercutindo em um decréscimo significativo no consumo basal de oxigénio em relagdo ao
grupo controle, apds a adi¢do de succinato e ADP respectivamente. Mudangas no estado 3u
mitocondrial, estado desacoplado, foi também apresentado no inicio da infec¢do. Tal condigao
por ser explicada por um decréscimo quantitativo no nimero de mitocondrias no tecido
analisado, ou ainda, por uma supressao de centros enzimaticos que integram vias oxidativas
aerébias do hospedeiro, como consequéncia a acdo inibitoria dos produtos de
secre¢ao/excrecdo parasitario. Tais resultados complementam dados previamente publicados,
e ressaltam a importancia de vias fermentativas anaerdbias no processo de manutencido do

balang¢o redox de moluscos infectados.

Palavra-chaves: Carboidratos, relacdo parasito-hospedeiro, metabolismo oxidativo.
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ABSTRACT

The effect of pre-patent A. cantonensis infection (Nematoda: Metastrongylidae) in the
mitochondrial system of Biomphalaria glabrata (Mollusca: Gastrpoda) was studied. The data
indicate a suppression in aerobic oxidative metabolism of infected snails (1 and 2 weeks),
partially restored in the final stage of parasite development (3rd week). As main results, a
compromise in the state 2 respiratory (baseline) and 3 (phosphorylation) of B. glabrata were
demonstrated, reflecting in a significant decrease in basal oxygen consumption compared with
the control group, after the addition of succinate and ADP respectively. Changes in
mitochondrial 3u state, uncouple state, was also established at the start of the infection. This
condition to be explained by a quantitative decrease of mitochondria in the examined tissue,
or by a deletion of enzymatic centers which comprise aerobic oxidative pathways the host as a
result the inhibitory action of the products secretion and excretion parasite. These results
complement previously published data, and emphasize the importance of anaerobic

fermentation pathways in the maintenance process of the redox balance of infected snails.

Keywords: Carbohydrates, host-parasite relationship, oxidative metabolism
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7.1 INTRODUCAO

Angiostrongylus cantonensis ¢ um nematoide metastrongilideo que apresenta um ciclo
de vida heteroxénico, onde moluscos atuam como os principais hospedeiros intermediarios e
roedores Rattus rattus e Rattus novergicus como hospedeiros definitivos (WANG et al.,
2008). Embora roedores atuem como hospedeiros naturais para este nematoide, humanos
podem acidentalmente infectar-se, desenvolvendo um sério processo patoldogico denominado
meningoencefalite eosinofilica humana, ou simplesmente angiostrongiliase neural
(THIENGO et al., 2010). Nos ultimos anos, varios casos da doenca tém sido notificados em
diferentes regides do mundo sendo atualmente enquadrada como uma doenga emergente no
Brasil (MORASSUTTI et al., 2014).

De acordo com Caldeira et al. (2007), um dos fatores que contribuem diretamente para a
rapida disseminagdo da doenga ¢ a baixa especificidade do parasito em relacdo ao seu
hospedeiro intermediario. Estudos epidemioldgicos tem confirmado o envolvimento de
diferentes espécies de moluscos terrestres como hospedeiros naturais de 4. cantonensis
(MORASSUTTI et al., 2004, MALDONADO et al., 2010) destacando a participagdo do
planorbideo Biomphalaria glabrata, com hospedeiro potencial (TUNHOLI-ALVES et al.,
2014). Isto é causa de preocupacdo, uma vez que, autores tem demonstrado a excelente
adaptacao dessa espécie de gastropode em regides tropicais, como o Brasil (PARAENSE et
al., 1975), o que aumenta o risco de transmissdo de doengas, incluindo a meningoencefalite
eosinofilica humana ( GRAEFF- TEIXEIRA et al., 2009).

Esta condicdo tem motivado estudos a melhor entender o sistema de relagdo A.
cantonensis/B. glabrata, possibilitando identificar diferentes vias no qual o parasito age sobre
o metabolismo do hospedeiro, e a via que este hospedeiro reage a influéncia do parasito
(TUNHOLI-ALVES et al., 2011, 2012, 2014a,b). Os resultados desses estudos demonstraram
que a infeccdo por A. cantonensis induziu significativas alteragdes no metabolismo de
carboidratos de B. glabrata, caracterizada por um decréscimo nos conteudos de glicose na
hemolinfa e de reservas polissacaridicas estocadas na glandula digestiva e massa
cefalopediosa, além de variacdes nos perfis proteico, lipidico e mineral. Tais alteragdes
ocorreram concomitantemente com a sobreposi¢ao de importantes centros enzimaticos, tais
como as aminotransferases e lactato desidrogenase, indicando que a infeccdo por A.
cantonensis resulta em um aumento na taxa de desaminacdo de aminoacidos, bem como, a
ativacdo do seu metabolismo anaerobio. Contudo, o preciso mecanismo no qual a infec¢do
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por A.cantonensis afeta o metabolismo oxidativo de seu hospedeiro intermediario ainda nado
foi caracterizado.

Estudos prévios t€ém demonstrado que a infeccdo experimental de S. mansoni em B.
alexandrina nao somente diminui a taxa de consumo de oxigénio, mas também compromete o
metabolismo aerdbio e anaerdébio do hospedeiro, inibindo a taxa de oxidagcdo dos
intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico e estimulando a produ¢do de 4acido latico e
outros produtos finais do metabolismo anaerdébio em moluscos infectados (MOHAMED,
1971, ISHAK et al., 1975). Esta condigdo, também observada em outros sistemas de relagao,
permite o molusco hospedeiro em manter seu balango redox ao mesmo tempo em que garante
a producdo de energia (TUNHOLI et al., 2013).

Assim, com o proposito de complementar dados previamente publicados por Tunholi-
Alves et al. (2014), que demonstram a participagdo de vias fermentativas relacionadas na
manuten¢do do balango redox do hospedeiro, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da
infeccdo pré-patente de A. cantonensis sobre alguns complexos proteicos que integram a
cadeia respiratoria mitocondrial de B. glabrata, focando suas analises na glandula digestiva

(DGG) do hospedeiro, por configurar o principal sitio de desenvolvimento do nematoide.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Parasitos

Larvas L3 de A. cantonensis provenientes de A. fulica coletadas em Olinda,
Pernambuco, Brasil em 2008 no peridomicilio de uma paciente diagnosticada com
meningoencefalite eosinofilica foram inoculadas em Rattus norvegicus no Laboratério
Nacional de Referéncia em Malacologia Médica e no Laboratério de Patologia do Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, onde o ciclo desde entdo vem sendo mantido. As larvas L;
utilizadas para a infeccdo experimental do hospedeiro intermediario foram obtidas a partir

desse ciclo que vem sido mantido nos laboratdrio citados.

7.2.2 Infeccao dos moluscos
As fezes de R. norvergicus infectados foram coletadas e a técnica de Baerman
posteriormente empregada para separar e decantar as larvas L; (WILLCOX; COURA, 1989).

Apos processamento das amostras fecais, moluscos de linhagem pigmentada (8§—12 mm) com
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90 dias em média foram colocados individualmente em placas de cultivo celular, contendo
aproximadamente 1200 L;. Apds 48 horas, os moluscos foram removidos e transferidos para
aquarios para a formagao dos grupos experimentais, sendo mantidos em sala com temperatura

controlada a 26 °C.

7.2.3 Manutencio dos moluscos e formac¢ao dos grupos

Os moluscos foram mantidos em aquarios contendo 1500 ml de agua desclorada, no
qual 0,5g de CaCO3 foram adicionados, no Laboratério de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, IOC. A 4gua foi
substituida uma vez por semana. Quatro grupos foram formados: Um grupo controle (ndo
infectado) e trés grupos infectados. Cada aquério continha 6 moluscos, criados em laboratdrio
desde a eclosdo para se saber a idade e assegurar que nao foram infectados por outros
parasitos. O experiment foi conduzido, utilizando um total de 24 moluscos, dos quais 6
formaram o grupo controle (ndo infectado) e 18 moluscos formaram os grupos infectados. Os
aquarios foram mantidos em sala com temperature controlada de 25 °C durante todo o
experimento. O estudo foi conduzido durante trés semanas, etapa que corresponde period de
desenvolvimento intra-molusco do nematéide em B. glabrata (TUNHOLI-ALVES et al.,
2012). A alimentacdo dos moluscos foi realizada com folhas de alface (Lactuca sativa L.)
frescas e desidratadas ad libitum, sendo as folhas lavadas em dgua de torneira antes de serem
oferecidas aos moluscos.

A manutencdo dos aquérios foi realizada em dias alternados e durante o processo de
manuten¢do, as folhas oferecidas aos animais foram renovadas, evitando sua fermentagdo no
interior dos aquarios.

Os aquarios foram cobertos com tampas acrilicas com um pequeno furo, permitindo
uma boa aeracdo e impedindo a saida dos moluscos, assim como, a entrada de insetos. Depois
de 1, 2 e 3 semanas apo0s a infecgdo, seis moluscos de cada grupo foram dissecados e o tecido
(glandula digestiva) coletado para posterior analise. Apds o periodo pré-patente, espécimes de
B. glabrata de cada grupo experimental foram randomicamente selecionadas e submetidas ao

processo de digestao quimica contendo pepsina e HCI.

7.2.4. Dissecacao dos moluscos e coleta dos tecidos
Semanalmente moluscos de cada grupo experimental (n=6) foram dissecados e os
tecidos, complexo glandula digestiva gonada (DGG), separados para andlises. A
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permeabilizacdo tecidual (DGG) foi realizado de acordo com Kuznetsov et al. (2002).
Rapidamente, os tecidos (DGG) de B. glabrata infectada e controle foram manipulados
mecanicamente, com auxilio de pingas e tesoura, em placa de petri na presenca de 100ul de
meio de respiragio (MIR05) contendo 60 mmol™ Tris-HCI, pH 7.4, 110 mmol 1" manitol, 60
mmol 1! KCl, 5 mmol 1! KH2PO4, 5 mmol 1! MgCl,, 0,5 mmol 1! EDTA, 0,2 mg ml”! BSA
(BSAgpa), permitindo maior acessibilidade dos substratos as mitocondrias intactas. Apds o
processamento dos tecidos, os mesmos foram pesados e acondicionados em frascos ésteres

contendo meio (MIROS5).

7.2.5. Consumo de oxigénio pelo tecido permeabilizado utilizando respirémetria de alta
resolucio.

O consumo de oxigénio foi determinado através do respirdmetro de alta resolugdo
(oroboros Oxygraph; Innsbruck, Austria) (GNAIGER, 2001). Os tecidos foram incubados
com 2 ml do meio MIRO5, ¢ a cuba foi fechada imediatamente antes do inicio do
experimento. A respiracdo basal (estado 2) foi medida apoés adicdo de substratos
mitocondriais (pulsos de 5 mmol I"' de piruvato e malato para o complexo 1 ¢ 10 mmol "' de
succinato para o complexo 2). A taxa de respiragdo fosforilativa (estado mitocondrial 3) foi
medida através da adi¢do de 0,5 mmol I' de ADP, enquanto que o estado 40 (vazamento de
protons) e estado 3u (estado desacoplado) foram determinados pela adicdo de 1 mg ml™” de
oligomicina ¢ 0,4 mmoll” de FCCP, respectivamente. Para a determinaco do consume de
oxigénio ndo mitocondrial, rotenona e antimicina A (1 mmol I" ¢ 5 mmol I,

respectivamente) foram adicionados.

7.2.6. Analises estatisticas
Os resultados foram expressos em média £ desvio-padrao da média e submetidos
ANOVA one-way com pos-teste de Tukey-Kramer (a=5%) para comparagdo das médias

(InStat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02, Prism Inc.).

7.3 RESULTADOS

No presente estudo, alteragdes significativas no sistema mitocondrial de B. glabrata
infectada experimentalmente por 4. cantonensis foi demonstrado. Os resultados apresentados,
indicam uma supressao no metabolism oxidativo mitocondrial do hospedeiro e um
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comprometimento nos diferentes estados respiratorios. Este efeito, observado principalmente
no grupo exposto a uma semana de infeccao, representa um decréscimo de aproximadamente
38% (2,78+0,37), 41% (2,76+0,34) e 46% (2,91+0,36) no consume basal de oxigénio, apds
adicao sequencial de (P+M), (Succ) e (ADP) no meio, diferindo-se significativamente do
grupo controle (Fig 1A). Condi¢do similar foi observado para o estado 3u mitocondrial
(desacoplado). Nesta circunstancia, a adi¢do do agente desacoplador no meio (FCCP) induziu
um decréscimo significativo no consume de oxigénio em moluscos infectados, diferindo-se do
valor médio apresentado pelo grupo controle (7,39+0.69).

Em moluscos expostos a duas semanas de infeccdo, alteragdes no estado respiratério
mitocondrial foi demonstrado apenas para o estado 3u (desacoplado). Neste caso, a infec¢ao
por A. cantonensis induziu um decréscimo de 63% (2.9+0.57) no consume de oxigénio, apds
adicao de FCCP no meio, quando comparado a moluscos nao infectados (7.87+£0.84) (Fig 2).

Perfil contrario de variagdo foi apresentado nos grupos expostos a trés semanas de
infeccdo. Em todos os estados mitocondriais analisados, a infec¢do por este metastrongilideo
nao resultou em decréscimos significativo no consume de oxigénio quando comparado a

moluscos controle, sugerindo a ocorréncia de uma plasticidade mitocondrial (Figura 1)
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Figura 1. Relagdo estabelecida entre o consumo de oxigénio mitocondrial de B. glabrata,
expressado por pmol O,/mg proteina e adigdes seqiienciais de Malato (M) (5 mM), Piruvato
(P) (5§ mM), ADP (0,5 mM), Oligomicina (Oligo) (lug/ml), FCCP (0,4 uM), Rotenona (Rot)
(1 uM) e Antimicina A (Ant) (5 uM), ap6s primeira (A), segunda (B) e terceira (C) semana de
infeccdo por Angiostrongylus cantonensis. * = Médias diferem significativamente entre si
(média+EP). Grupo controle (N=7 moluscos); grupo infectado (N=7 moluscos).
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7.4DISCUSSAO

Sob condigdes fisiologicas, moluscos apresentam seu metabolismo oxidativo baseado
predominantemente em vias aerobias, no qual, o ciclo de Krebs, assume papel central no
processo de geracao de energia (Tunholi et al., 2013). No entanto, quando submetidos a
condi¢des de estresse, como aquelas induzidas pela infeccdo por larvas de helmintos, tais
organismos podem direcionar seu fluxo metabolico, resultando na ativagdo de centros
enzimaticos relacionados a vias fermentativas (Bezerra et al., 1997). Esse fato tem sido
recentemente documentado por Tunholi-Alves et al. (2014), estudando a interface B.
glabrata/A.cantonensis, no qual mencionam a transicdo do metabolismo oxidativo do
hospedeiro, em resposta ao desenvolvimento ontogénico intra-molusco do nematoide. Apesar
desse estudo, as possiveis alteragdes resultantes da infec¢do por A. cantonensis sobre a
fisiologia mitocondrial de B. glabrata ainda nao foram determinadas, limitando o
conhecimento acerca da rela¢ao estudada.

Os dados apresentados nesse estudo indicam que a infeccdo pré-patente de A.
cantonensis induz alteracdes substanciais na fisiologia mitocondrial de B. glabrata,
caracterizada por uma supressdo do metabolismo oxidativo aerdbio e, por conseguinte, em
uma redu¢do no consumo basal de oxigénio em relagdo ao grupo controle. Tais alteragdes
mostraram-se mais pronunciadas na etapa inicial do desenvolvimento parasitario (primeira e
segunda semanas) sendo parcialmente restabelecida na terceira semana de infeccdo. De
acordo com os resultados, um comprometimento no estado 2 respiratério (basal) e 3
(fosforilativo) de B. glabrata foram demonstrados no inicio da infec¢do, repercutindo em uma
menor reposta apos a adicao de succinato e ADP respectivamente. Condi¢des similares foram
apresentadas por Mohamed e Ishak (1982), estudando a interface B. alexandrina/S. mansoni.
Segundo os autores, a redugdo na taxa de consumo de oxigénio no sistema mitocondrial de
moluscos infectados pode ser parcialmente explicada pela acdo direta das larvas de diferentes
estagios no tecido do hospedeiro, resultando em alteragdes teciduais relevantes, especialmente
no complexo gonada-glandula digestiva, ou ainda, mediada pela atuagdo de produtos de
secrecdo e excrecdo parasitario, o qual inibiriam as reagdes de 6xido reducao de integram o
ciclo de Krebs e, por conseguinte, todo o processo de fosforilagdo mitocondrial. Nessa
circunstancia, a manutencdo do balango redox do hospedeiro estaria seriamente
comprometida, favorecendo a ativagdo de mecanismos complementares (MANTAWY et al.,
2013) como ja descrito em outros estudos envolvendo a relagdo entre moluscos e larvas de
helmintos (TUNHOLI et al., 2013; BEZERRA et al., 1997).
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No presente estudo, mudangas significativas no estado 3u mitocondrial, estado
desacoplado, foram demonstrados ap6s a adicio da FCCP (carbonil cianeto de p-
trifluormetoxifenilhidrazona). Este composto caracteriza-se quimicamente por apresentar
natureza lipossoluvel, dissipando o gradiente eletroquimico gerado na fosforilagdo oxidativa
através da membrana mitocondrial interna. Isso resulta em uma perda no controle respiratorio
que conduz a um aumento no consumo de oxigénio ndo acoplado a sintese de ATP (DOS
SANTOS et al., 2012). Assim, o menor consumo de oxigénio e, por conseguinte na taxa de
respiracdo de moluscos infectados por 4. cantonensis (1 € 2 semanas), na presenga do agente
desacoplador, sugere uma redu¢do no numero de complexos proteicos que integram a cadeia
respiratoria, ou ainda um menor numero de mitocondrias, como consequéncia a agdo
espoliativa do parasito sobre o tecido do hospedeiro. Outra explica¢dao consiste na diminuigao
na velocidade das reagdes de oxidagao do ciclo do acido tricarboxilico, em relacdo a moluscos
ndo infectados. Como consequéncia, um decréscimo na taxa de producdo e reoxidacdo de
NADH e FADH, sdo esperados, comprometendo diretamente a conversdo da forca
eletromotriz em uma for¢a préton-motriz (FURUSHIMA et al., 1990). Tais resultados
complementam aqueles previamente apresentados por Tunholi-Alves et al. (2014) e sugerem
que sob tais condigdes, a manutencdo do balanco redox do hospedeiro ¢ diretamente
dependente de vias fermentativas, no qual a lactato desidrogenase, assume papel central nesse
processo.

Interessantemente, perfil contrario de variagdo foi demonstrado no grupo apds 3
semanas de exposicao as larvas L1, sugerindo um processo de biogé€nese mitocondrial. De
acordo com autores, esse efeito pode estar relacionado com o aumento da expressao de fatores
nucleares e genes mitocondriais envolvidos na modelagem dessas organelas, contribuindo
para a formacdao de novos complexos respiratorios (Lemoine et al., 2008; BREMER et al.,
2012). Assim, a auséncia de variacdo entre os grupos, aponta para o restabelecimento do
metabolismo oxidativo aerobio, e consequentemente, para a reconstituicdo do gradiente de
prétons gerado durante a reoxidacdo do NADH e do FADH, na fosforilagdo oxidativa. Tais
resultados coincidem com a etapa de desenvolvimento do parasito, uma vez que, na terceira
semana de infecgdo, larvas de segundo estdgio abandonam o complexo gonoda-glandula
digestiva, e através sistema hemolinfatico, migram em direcdo aos ductos das glandulas
produtoras de muco localizada na massa cefalopediosa, completando seu desenvolvimento.
Outra possibilidade ¢ a participagao de mecanismos envolvidos no processo de plasticidade da
funcdo mitocondrial. Esse efeito tem sido documentado por Bishop et al. (2002) ao estudar o
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efeito do jejum sobre a estrutura e fungdo mitocondrial no gastropode Helix aspersa. Para os
autores, a reducdo no metabolismo oxidativo aerébio apresentado pelos moluscos deprimidos
metabolicamente, deve-se a downregulacao temporaria de centros enzimaticos relacionados
com o ciclo de Krebs (citrato sintase) e com a cadeia transportadora de elétrons (citocromo ¢
oxidase), sendo restabelecido com o retorno da capacidade metabolica. Assim, o aumento da
capacidade oxidativa apresentada pelos moluscos expostos a trés semanas de infeccdo em
relacdo aqueles submetidos a fase inicial do desenvolvimento parasitario pode também estar
relacionada a fatores intrinsecos mitocondriais, que passam a ter sua atividade normalizada
concomitantemente a migragao de estagios larvais para o sitio final de desenvolvimento.

Pela primeira vez, o efeito da infeccdo de 4. cantonensis sobre a fisiologia mitocondrial
de B. glabrata foi demonstrado. Os resultados apresentados indicam que a infec¢do pré-
patente por este metastrongilideo compromete o metabolismo oxidativo aerébio de seu
hospedeiro, repercutindo em uma diminui¢do no consumo basal de oxigénio. Este efeito,
observado no inicio do desenvolvimento parasitario indica que esta etapa ¢ a mais critica no
sucesso da infec¢do, e que pode ser explicada por uma diminui¢dao na densidade mitocondrial
do tecido analisado, ou ainda, por uma supressdo de centros enzimaticos relacionados as
reagdes oxidativas. Tais achados complementam aqueles publicados por Tunholi-Alves et al.
(2014) e ressaltam a importancia de vias fermentativas envolvidas no restabelecimento do

balanco redox do hospedeiro.

REFERENCIA

BEZERRA, J.C.B.; BECKER, W.; ZELCK, U.E. A comparative study of the organic acid
content of the hemolymph of Schistosoma mansoni-resistant and susceptible strains of

Biomphalaria glabrata. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v.92, p.421- 425, 1997.

BISHOP, T.; OCLOO, A.; BRAND, M.D. Structure and function of mitochondria in
hepatopancreas cells from metabolically depressed snails. Physiological and Biochemical

Zoology, v.75, p.134-144, 2002.

BREMER, K..; MONK, C.T.; GURD, B.J.; MOYES, C.D. Transcriptional regulation of
temperature-induced remodeling of muscle bioenergetics in goldfish. American Journal of
Physiology, v.303, , p.150-158, 2012.

110



CALDEIRA, R.L.; MENDONCA, C.L.G.; GOVEIA, C.O.; LENZI, H.L.; GRAEFF-
TEIXEIRA, C.; LIMA, W.S. First record of molluscs naturally infected with Angiostrongylus
cantonensis (Chen, 1935) (Nematoda: Metastrongylidae) in Brazil. Memoéria do Instituto

Oswaldo Cruz, v.102, p.887-9, 2007.

DOS-SANTOS, R.S.; GALINA, A.; SEIXAS, W. Cold acclimation increases mitochondrial
oxidative capacity without inducing mitochondrial uncoupling in goldfish white skeletal

muscle. Biology Open, v.2, p.82-87, 2012.

GRAEFF-TEIXEIRA, C.; SILVA, A.C.A.; YOSHIMURA, K.. Update on eosinophili
meningoencephalitis and its clinical relevance. Clinical Microbiology Reviews, v.22, p.322—

348, 20009.

GNAIGER, E. Bioenergetics at low oxygen: dependence of respiration and phosphorylation
on oxygen and adenosine diphosphate supply. Respir. Physiol, v.128, p.277-297, 2001.

ISHAK, M.M.; MOHAMED, A.M.; SHRAF, A.A. Carbohydrate metabolism in uninfected
and trematode-infected snails Biomphalaria alexandrina and Bulinus truncatus.

Comparative Biochemistry Physiology (B), v.53, p.499-505, 1975.

KUZNETSOV, A.V.; STROBL, D.; RUTTMANN, E.; KONIGSRAINER, A
MARGREITER, R.; GNAIGER, E. Evaluation of mitochondrial respiratory function in small
biopsies of liver. Anal. Biochem, v.305, p.186-194, 2002.

LEMOINE, C. M.; GENGE, C. E.; MOYES, C. D. Role of the PGC-1 family in the metabolic
adaptation of goldfish to diet and temperature. Journal of Experimental Biology, v.211, p.
1448-1455, 2008.

MANTAWY, M.M.; MOHAMED, N,Z.; ARFA, AF.; ALY, H,F. Carboxilic Acidsand their
metabolic enzymes as new novel biomarkers of susceptible, resistant strains of Biomphalaria
alexandrina and snails infected with Schistosoma mansoni. International Journal of
Scientific & Engineering Research, v.4, p.1039-1040, 2013.

111



MOHAMED, A.M.; ISHAK, M.M. Comparative effects of schistosome infection and
starvation on the respiratory transport chain of the snails Biomphalaria alexandrina and

Bulinus truncates. Comparative Biochemistry and Physiology, v.71B, p.289-292, 1982.

MORASSUTTI, A.L.; THIENGO, S.C.; FERNANDEZ, M.; SAWANYAWISUTH, K.
GRAEFF-TEIXEIRA, C. Eosinophilic meningitis caused by Angiostrongylus cantonensis: an
emergent disease in Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, v.109, p.399-407, 2014.

PARAENSE, W.L. Estado atual da sistematica dos planorbideos brasileiros. Arquivos do
Museu Nacional, v.55, p.105-111, 1975.

THIENGO, S.C.; MALDONADO, A.; MOTA, E.M.; TORRES, E.J.; CALDEIRA, R.;
CARVALHO, 0.S.; OLIVEIRA, A.P.; SIMOES, R.O.; FERNANDEZ, M.A.; LANFREDI,
R.M. The giant African snail Achatina fulica as natural intermediate host of Angiostrongylus

cantonensis in Pernanbuco, northeast Brazil. Acta tropica, v.115, p.194-199, 2010.

TUNHOLIL V.M.; TUNHOLI-ALVES, V.M.; LUSTRINO, D.; CASTRO, R.N.; GARCIA, J.;
MALDONADO, A.; DOS SANTOS, M.; RODRIGUES, M.L.A.; PINHEIRO, J. Aerobic to
anaerobic transition in Biomphalaria glabrata (Say, 1818) infected with different miracidial
doses of Echinostoma paraensei (Lie and Basch, 1967) by high-performance liquid
chromatography. Experimental Parasitology, v.133, p.403-410, 2013.

TUNHOLI-ALVES, V.M.; TUNHOLI, V.M.; CASTRO, R,N.; SANT ANA, L.; AMARAL,
L.; GARCIA,.; OLIVEIRA, AM.; J.; MALDONADO, A.; THIENGO, S.C.; PINHEIRO, J.
Activation of anaerobic metabolism in Biomphalaria glabrata (Mollusca:Gastropoda)
experimentally infected by Angiostrongylus cantonensis (Nematoda, Metastrongylidae) by

high-performance liquid chromatography. Parasitology International, v.63, p.64-68, 2014.

112



TUNHOLI-ALVES, V.M.; TUNHOLI, V.M.; GOLO, P.; LIMA, M.; GARCIA, J;
MALDONADO, A.; PONTE, E.G.; BITTENCOURT, V.P.; OINHEIRO. J. Effects of
infection by larvae of Angiostrongylus cantonensis (Nematoda, Metastrongylidae) on the lipid
metabolism of the experimental intermediate host Biomphalaria glabrata (Mollusca:

Gastropoda). Parasitology Research, v. 115, p. 1136-1142, 2013.

TUNHOLI-ALVES, V.M.; TUNHOLI, V.M.; LUSTRINO, D.; AMARAL, L.S.; THIENGO,
S,C.; PINHEIRO, J. Changes in the reproductive biology of Biomphalaria glabrata
experimentally infected with the nematode Angiostrongylus cantonensis. Journal of

Invertebrate Pathology, v.108, p.220-223, 2011.

TUNHOLI-ALVES, V.M.; TUNHOLI, V.M.; PINHEIRO, J.; THIENGO, S.C. Effects of
infection by larvae of Angiostrongylus cantonensis (Nematoda, Metastrongylidae) on the
metabolism of the experimental intermediate host Biomphalaria glabrata. Experimental

Parasitology, v.131, p.143-147, 2012.

WANG, Q.P.; CHEN, X.G.; LUN, Z.R. Invasive freshwater snail, China. Emerging
Infectious Diseases, v.13, p.1119-20, 2007.

WILLCOX, H.P.; COURA, J.R. Nova concep¢ao para ométodo de Baermann — Moraes —
Coutinho na pesquisa de larvas de nematddeos. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v.84,

p-539-565, 1989.
YOUSIF, F.; LAMMLER, G. The mode of infection with and the distribuition of

Angionstrongylus cantonensis larvae in the intermediate host Biomphalaria glabrata.

Zeitschrift fur Parasitenkunde, v. 53, p. 247-250, 1977.

113



9 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo demonstramos que a infeccao experimental por 4. cantonensis induz
significativas ateracdes no metabolismo de B. glabrata. Os resultados aqui descritos
complementam aqueles apresentados por Tunholi-Alves et al. (2011, 2012), e sugerem que as
alteracdes reportadas na biologia reprodutiva de moluscos infectados, “castragdo parasitaria”,
decorrem de alteragdes nutricionais induzidas pelo parasito. Tais alteragdes mostram-se
especialmente relacionadas ao metabolismo de carboidratos, uma vez que, significativo
decréscimo nos conteudos hemolinfaticos de glicose e de reservas polissacaridicas estocadas
na glandula digestiva e massa cefalopediosa foram confirmados. Esse perfil de resposta
contribui para a redugdo nos estoques de galactogénio localizado na glandula de albumen de
B. glabrata, o que explica a redugdo na viabilidade dos embrides, reportados, sobretudo, na
segunda semana de infeccdo (TUNHOLI-ALVES et al., 2011). Este cenario metabolico foi
acompanhado por mudangas no metabolismo oxidativo do hospedeiro, caracterizado nao
somente pelo aumento na atividade da lactato desidrogenase, mais também por uma redugao
nos niveis de acido piravico e acumulo de 4cido latico na hemolinfa, sugerindo que sob tais
condi¢des, a manuten¢do do balanco redox do hospedeiro passa ser assegurada por vias
fermentativas, onde a lactato desidrogenase assume papel relevante nesse processo. Na
tentativa de restabelecer seu estado normoglicémico, o hospedeiro comeca a utilizar
substratos nao glicidicos, principalmente lipidios e aminoacidos, alterando as concentragdes
de alguns &cidos carboxilicos na hemolinfa. Esta tendéncia conduz para a redugdo nos
contetidos de oxaloacetato, que passam a compor vias anabolicas, como a gliconeogénese, em
resposta a hipoglicemia reportada nos organismos infectados.

Tais mudangas observadas no metabolismo oxidativo do molusco hospedeiro foram
acompanhadas por alteragdes em sua fisiologia mitocondrial, caracterizada por uma redugao
significativa no consumo basal de oxigénio. Estes resultados foram relacionados a uma
diminui¢do quantitativa de mitocondrias no tecido analisado, em resposta a agdo espoliativa e
ao processo inflamatério gerado ao em torno das larvas

Em consequéncia ao balango energético negativo impulsionado pelo parasitismo, B.
glabrata redireciona seu fluxo metabdlico, onde a producdo de energia quimica (ATP) passa
agora ser assegurada principalmente pela oxidacdo de aminoécidos e lipidios. Isso resulta no
decréscimo do conteudo hemolinfatico de proteinas, além de variagdes nos niveis de
compostos nitrogenados como mostrado por TUNHOLI-ALVES et al. (2012). O acimulo de
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compostos nitrogenados na hemolinfa de B. glabrata infectada por Angiostrongylus
cantonensis associado ao aumento simultaneo nas atividades das aminotransfereses (ALT e
AST), confirma uma maior taxade desaminag¢do de aminodcidos, resultando na sintese de
estruturas carbonadas (a-cetodcidos) que sdo incorporados em vias metabolicas principais,
sobretudo a gliconeogénese e ciclo de Krebs, visando restabelecer seu balango energético.

Como esperado, mudancas no metabolismo mineral de B. glabrata foram também
observadas durante infeccdo por A. cantonensis. Assim, o decréscimo nas concentracdes
hemolinfaticas de calcio observado na primeira semana de infec¢ao decorre provavelmente da
maior deposicdo desse ion na glandula digestiva de moluscos infectados. Este processo
permite modular vias oxidativas relacionadas na produgdo de energia, principalmente via
glicolitica e ciclo de Krebs, destacando a importancia desse ion como cofator enzimatico. No
entanto, como consequéncia a deplecao de reservas energéticas polissacaridicas estocadas na
glandula digestiva e massa cefalopediosa (TUNHOLI-ALVES et al., 2014a), moluscos
infectados comecam a utilizar proteinas com substrato alternativo para producdo de energia,
alterando o pH hemolinfatico em fungdo ao processo de desaminagao de aminoacidos. Nestas
circunstancias, carbonato de célcio ¢ mobilizado da concha para a hemolinfa, ajudando a
manter o balanco 4cido-base por meio da liberacdo do dioxido de carbono (CO,), um
importante componente do sistema de tampdo bicarbonato, explicando o processo de
hipocalcificacdo observado na segunda semana de infeccdo (TUNHOLI-ALVES et al.,
2014b).
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que:

. A infecgdo por A. cantonensis induziu um aumento significativo nos conteudos
hemolinfaticos de calcio em paralelo a hipocalcificagdo em seu hospedeiro intermediario. Tais
alteracdes remetem a existéncia de mecanismos fisioldgicos precisamente integrados entre
hemolinfa e concha, como tentativa de restabelecer o equilibrio acido-base, bem como,

auxiliar o fortalecimento da resposta imunologica do molusco.

. Os resultados histopatologicos e histoquimicos aqui apresentados confirmam a
participagdo de ions calcio como importante elemento no processo de encapsulacio
parasitaria, resultando na formacdo de areas de calcificacdo, especialmente na glandula

digestiva.

. A infeccdo experimental de Biomphalaria glabrata por estagios larvais de
Angiostrongylus cantonensis resultou em alteragdo em seu metabolismo lipidico, indicando
que ambos, parasito e hospedeiro, sdo capazes de utilizar TAG como substrato energético e

CHO como precursor para a sintese de novos componentes de membrana.

. O aumento nos conteudos de FA no complexo gonoda-glandula digestiva de animais
infectados indica a moblilizacdo de reservas de lipidios neutros, estocados especialmente na
forma de TAG. Essa alteracdo ocorreu em paralelo ao aumento da atividade de lipases e
estarases teciduais, sugerindo que sob tais condic¢des, o processo lipolitico de B. glabrata esté

ativado.

o A infec¢do com A. cantonensis afetou os depositos de glicogénio na glandula digestiva
e massa cefalopodal, bem como nos conteudos de glicose hemolinfatico, os quais foram

reduzidos ao final do periodo de infecgao.
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. Alteragdes no metabolismo de carboidratos de B. glabrata infectada por A.
cantonensis foram acompanhadas por mudangas em seu metabolismo oxidativo, caracterizado
pela ativagdo de vias fermentativas anaerdbicas, como aquelas dependentes da lactato
desidrogenase, além de variagdes quantitativas nos conteudos de acido latico, pirtivico e

oxalico.

o O aumento nos conteudos hemolinfatico de 4cido latico, associado com a diminui¢ao
significativa dos niveis de acido piravico e oxalico na hemolinfa de moluscos infectados,
demonstram que a manuntencdo do balango redox do hospedeiro ¢ assegurada por vias

anaerobias, no qual a lactato desidrogenase, assume papel central nesse processo.

. A infeccdo por A. cantonensis resulta na supressao do metabolismo oxidativo

mitocondrial de B. glabrata, comprometendo diferentes estados respiratorios.

o A reducdo do metabolismo oxidativo aerdbio de B. glabrata infectada por A.
cantonensis, sugere uma redugdo quantitativa de mitocondrias presentes na glandula
digestiva, em fun¢do ao processo espoliativo e inflamatorio frequentemente associado, ou

ainda, em fun¢do da supressdo de centros enzimaticos relacionados as reagdes oxidativas.
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