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RESUMO

TUNHOLLI, Victor Menezes Alves. Caracterizacdo do Metabolismo Aerobio e Anaerobio
de Biomphalaria glabrata Say, 1818 (Pulmonata, Planorbidae) Experimentalmente
Infectadas Com Diferentes Doses Miracidiais de Echinostoma paraensei Lie e Basch,
1967 (Trematoda, Echinostomatidae) 2016. 101 p Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Parasitos pertencentes ao género Echinostoma caracterizam por apresentar um ciclo
bioldgico complexo, com dois hospedeiros intermediarios e sitio final de infeccao restrito ao
limen intestinal de seus hospedeiros definitivos. Estes hospedeiros sdo representados
principalmente por aves aquaticas e semi-aquaticas, mamiferos, incluindo o homem, e
ocasionalmente algumas espécies de répteis e peixes. Possuem como primeiros hospedeiros
intermediarios moluscos limnicos, onde os miracidios penetram ativamente e desenvolvem até
0s estagios de esporocistos, rédias e cercarias. Por sua vez, crustaceos, anfibios, peixes e
moluscos limnicos atuam como segundos hospedeiros intermediarios onde ocorre a formacéo
de metacercarias, estagios infectantes ao hospedeiro definitivo. Neste estudo, Biomphalaria
glabrata foi experimentalmente infectada com diferentes doses miracidiais (5 ou 50) de E.
paraensei. Os moluscos foram dissecados apds uma, duas, trés e quatro semanas de infec¢cdo
para a coleta da hemolinfa e tecidos (complexo gdnada-glandula digestiva- GGD e massa
cefalopediosa). Na hemolinfa foram quantificadas as concentracBes de glicose e de acidos
carboxilicos (succinico, piravico, latico e oxalico), bem como a atividade da lactato
desidrogenase (LDH). Nos tecidos de estocagem foram mensurados os conteddos de
glicogénio e consumo de oxigénio (O;). Alteracdes foram observadas na glicemia dos
moluscos, em ambas as situacdes de parasitismo, com significativo aumento dos niveis de
glicose verificado a partir da terceira semana de infeccdo quando comparado ao grupo
controle. Mudancas foram também descritas em relacdo a atividade da lactato desidrogenase,
sendo caracterizadas pelo aumento de sua atividade nos periodos mais tardios da infeccdo. Em
paralelo, verificou-se um decréscimo nos conteudos de glicogénio em tecidos de
armazenamento, sendo tal reducdo maior na glandula digestiva (sitio de desenvolvimento
larval), em comparacdo a massa cefalopediosa. A infec¢do por ambas as doses miracidiais
ainda resultou em um aumento dos niveis de acidos oxalico e latico, bem como em um
declinio nos contetidos de acidos piravico e succinico em B. glabrata. Significativa supressdo
no estado fosforilativo (estado 3 respiratdrio) e no consumo basal de oxigénio (estado 1 e 2)
em B. glabrata infectada por E. paraensei foi demonstrada, indicando que a infeccéo por este
equinostomatideo diminui a capacidade do hospedeiro intermediario em realizar reacOes
oxidativas aerdbias. VariacOes relevantes relacionadas ao estado mitocondrial desacoplado
(estado 3u) de B. glabrata infectada por tal trematddeo foram tambeém descritas. Tais
resultados demonstram redugcdo na taxa de descarboxilagdo oxidativa das reagbes que
integram o ciclo do &cido tricarboxilico e aceleracdo do processo de degradacéo anaerdbia de
carboidratos nos moluscos infectados, através da fermentacdo latica, essencial para garantir a
obtencdo de energia e 0 sucesso da infec¢do. Assim, os resultados observados neste estudo
demonstram que a infeccdo com cinco ou 50 miracidios de E. paraensei provocou
consideraveis alteragdes metabolicas em B. glabrata, sendo que os moluscos expostos a maior
carga miracidial apresentaram 0s maiores danos, caracterizando uma resposta dose-
dependente.

Palavras-chaves: Biomphalaria glabrata, Echinostoma paraensei, homeostase.
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ABSTRACT

TUNHOLLI, Victor Menezes Alves. Metabolism characterization Aerobic and Anaerobic
Biomphalaria glabrata Say, 1818 (Pulmonata, Planorbidae) Experimentally Infected
With Different Doses of Miracidiais Echinostoma paraensei Lie and Basch, 1967
(Trematoda, Echinostomatidae). 2016. 101p Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Parasites belonging to the Echinostoma genus are characterized by having a complex
biological cycle, with two intermediate hosts and a final habitat restricted to the intestinal
lumen of the definitive hosts. These hosts include aquatic birds, mammals (including humans)
and occasionally some reptile and fish species. Their first intermediate hosts are freshwater
snails, into which the miracidia actively penetrate for development of the next three stages
(sporocysts, rediae and cercariae). Freshwater crustaceans, amphibians, fish and snails act as
the second intermediate hosts, enabling the formation of metacercariae, the infective larval
stage to the definitive host. In this work, Biomphalaria glabrata specimens were
experimentally infected with different doses (5 or 50) of E. paraensei miracidia. The snails
were dissected one, two, three and four weeks after infection to collect the hemolymph, shells
and tissues (gonad-digestive gland complex- GDG). In the hemolymph were quantified
glucose concentrations and carboxylic acids (succinic, pyruvic, lactic and oxalic acids), as
well as the activity of lactate dehydrogenase (LDH). The storage of tissues was measured
glycogen content and oxygen consumption (O,). Changes were observed in glycemia of the
snails, in both situations parasitism, with significant increase in glucose levels observed from
the third week post infection when compared to the control group. Changes have also been
described in relation to the activity of lactate dehydrogenase and are characterized by the
increase of its activity in the later periods of infection. In parallel, there was a decrease in
glycogen content in storage tissues, being such greater reduction in the digestive gland (larval
development site) in comparison to the cephalopedal mass. In addition, the infection by both
miracidiais doses resulted in increased levels of oxalic acid and lactic acid, as well as a
decline in the content of pyruvic and succinic acids in B. glabrata. The prepatent infection by
this equinostomatideo still significantly suppressed the phosphorylation state (state 3
respiration) and basal oxygen consumption (state 1 and 2) in B. glabrata, demonstrating that
infection by E. paraensei decreases the capacity of the intermediate host in performing
aerobic oxidative reactions. These results demonstrate the reduction in oxidative
decarboxylation rate of the reactions that are part of the tricarboxylic acid cycle and
acceleration of the process of anaerobic degradation of carbohydrates in the infected snails by
lactic acid fermentation, it is essential to ensure the obtaining of energy and the success of the
infection. Thus, the results observed in this study demonstrate that infection with five or 50
miracidia of E. paraensei caused significant metabolic changes in B. glabrata snails being
exposed to the largest load miracidial showed the greatest damage, featuring a dose-dependent
response.

Key words: Biomphalaria glabrata, Echinostoma paraensei, homeostasis.
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INTRODUCAO

Moluscos pertencentes as classes Gastropoda e Bivalvia sdo organismos invertebrados
de grande importancia para a medicina humana e veterinaria, pois participam como
hospedeiros intermediérios de ciclos de varios parasitos principalmente dos trematddeos
digenéticos. Muitos desses helmintos acometem animais domésticos e de producdo, bem
como 0 homem causando respectivamente, perdas econémicas e problemas de satde publica
(SANTOS et al., 2009).

Os resultados dos inimeros tipos de relacbes parasito-hospedeiro existentes sdo quase
sempre interpretados como um processo adaptativo que ocorre entre ambos 0S organismos
(TOFT et al., 1991; LAFFERTY, 1992; PINHEIRO et al., 2009). Como consequéncia,
alteracbes comportamentais sdo demonstradas nos hospedeiros infectados, onde passam a
optar por micro habitat e tipos de dietas que diferem dos organismos ndo parasitados. Além
disto, mudangas fenotipicas, na habilidade competitiva e na atratividade aos companheiros séo
observados nos animais infectados (MOORE; GOTELLI, 1990) facilitando a transmissao do
parasito (MOORE, 1983; ALBERTO-SILVA et al., 2015).

Para Trail (1980), as infeccOes por larvas de trematddeos e nematdides promovem nédo
apenas alteracBes nos padrdes fisioldgicos de moluscos por afetar seu metabolismo, mas
também sdo capazes de induzirem mudancas no comportamento do hospedeiro que resultam
em economia de energia. Deste modo, o hospedeiro passa a gastar menos energia nos padroes
de comportamento agressivo, de corte e de reproducdo, poupando-a de forma que possa ser
disponibilizada para garantir o completo desenvolvimento parasitario (MINCHELLA, 1985).
Por outro lado, segundo Becker (1980), ao invadir o seu hospedeiro molusco, as larvas de
trematddeos causam-lhe danos pela retirada de substancias, induzindo neste, um balango
energético negativo. Além disto, tais larvas ainda eliminam os seus produtos de
excrecdo/secrecdo que acabam alterando momentaneamente a composi¢cdo normal da
hemolinfa e alterando o sistema neuroenddcrino e imunologico do molusco, interferindo na
homeostase do hospedeiro.

Parasitos pertencentes ao género Echinostoma (Rudolphi, 1809) apresentam grande
importancia tanto em medicina humana quanto veterinaria por infectarem quando adultos uma
ampla variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo desde espécies de peixes, répteis, aves
e mamiferos. Adicionalmente, dados indicam a infeccdo de humanos por equinostomatideos

através da ingestdo de caramujos e peixes crus ou mal cozidos (KANEYV et al., 2000).
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O molusco planorbideo Biomphalaria glabrata (Say, 1818) estd comumente associado a
alta morbidade da esquistossomose devido a vasta distribuicdo e altos indices de infecgdo,
advindo desse fato, sua grande importancia em saude publica. Concomitantemente, estudos
observacionais e experimentais tém constatado a susceptibilidade de B. glabrata a infecgédo
por Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967) (MALDONADO et al., 2001a,b).

O trematddeo digenético E. paraensei foi descrito no Brasil a partir de B. glabrata
naturalmente infectadas e coletadas no estado de Minas Gerais, tendo todas as fases do seu
ciclo biologico desenvolvidas em laboratério. Em adicdo, a descri¢do morfoldgica de todos os
seus estagios evolutivos foi realizada com auxilio da microscopia de luz e eletronica (LIE;
BASCH, 1967; MALDONADO et al., 2001; PINHEIRO, 2003).

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar o ciclo de vida dos
parasitos, sua rota de migracdo e como a infeccdo por larvas de helmintos se processa ao
longo do tempo em que estdo hospedando moluscos (WHITE et al., 2005; MOSTAFA, 2007;
MELLO-SILVA et al., 2010). No entanto, pouco se conhece sobre as alteracdes fisioldgicas

impostas pela infec¢do de E. paraensei em B. glabrata.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomphalaria Preston, 1910

Em termos de abundancia de espécies, moluscos constituem o segundo maior filo de
invertebrados, logo apos os artropodes. Mais de 50.000 espécies vivas de moluscos ja foram
descritas (BARKER, 2001). Os gastropodes compreendem cerca de trés quartos do numero
total de espécies de moluscos ja notificados. Os pulmonados, que incluem a ordem
Basommatophora, estdo representados nas aguas continentais da América do Sul pelas
seguintes familias: Chilinidae, Lymnaeidae, Physidae, Ancylidae e Planorbidae
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Muitos destes organismos tém importancia fundamental
no ciclo de vida dos trematddeos digenéticos e alguns nematoides, atuando como hospedeiros
intermediarios (ROLLINSON, 2001). Adema e Loker (1997) destacam que apesar da grande
diversidade em espécies e da complexidade dos ciclos biologicos dos trematddeos
digenéticos, todos apresentam moluscos como hospedeiros intermediarios, sendo estes
considerados imprescindiveis para o desenvolvimento ontogénico de tais parasitos. De acordo
com Cribb et al. (2001) e Dillon (2000), aproximadamente 40.000 espécies de trematddeos
requerem moluscos para completarem seu ciclo de vida, havendo relatos de cercérias

emergindo de moluscos de 76 diferentes familias pertencentes as classes Gastropoda (66

15



familias), Bivalvia (9 familias) e Scaphopoda (1 familia). Estes dados refletem a importancia
dos gastrépodes e em especial a espécie B. glabrata como hospedeiros de parasitos que
infectam animais silvestres e domesticos, incluindo humanos.

Estudos sobre a helmintofauna tém registrado inUmeras associagdes parasito-molusco
em Vérias regibes brasileiras sendo Biomphalaria o género com maior variedade de tipos
cercarianos (PARAENSE; ARAUJO, 1984; SOUZA et al., 1998; THIENGO et al., 2004).
Segundo Rohde (2001), a estreita relacdo observada entre moluscos e trematodeos digenéticos
sugere que estes tiveram origem de um ancestral turbelario rabdocele de vida livre, que
habitava como comensal a cavidade palial de moluscos, tornando-se posteriormente, parasitos
obrigatorios e dependentes, tendo desenvolvido varios tipos de adaptagdes que assegurassem
a infeccdo nestes hospedeiros.

Moluscos Biomphalaria Preston, 1910, pertencem ao Filo Mollusca, Classe
Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora e Familia Planorbidae. O nome
do género tem origem do latim e refere-se a Bis (duas vezes) e omphalos (umbigo), devido ao
aprofundamento do giro central em ambos os lados da concha. No Brasil, as sinonimias
aceitas e empregadas para Biomphalaria sdo Planorbina Haldeman, 1843, Armigerus Clessin,
1884, Thaphius H.A. & Adams, 1855, Tropicorbis Brow & Pilsbry, 1914, Australorbis
Pilsbry, 1934 (PARAENSE, 1975).

Anatomicamente, a massa cefalopediosa (cabeca e pé), exposta quando o molusco se
movimenta é unida pelo colo a massa visceral que é permanentemente protegida pela concha
(Figura 1). Na massa cefalopediosa (lado esquerdo) encontra-se a abertura anal e
proximamente ao colo, verificam-se as aberturas genitais masculina e feminina separadas,
uma vez que sdo hermafroditas. O sistema genital € composto basicamente por um ovoteste,
que produz 6vulos e espermatozoides, seguido de um canal para a passagem dos mesmos, 0
ovispermiduto, o qual se divide em dois ramos, um masculino (0 espermiduto) e outro
feminino (o oviduto) (Figura 2) (PARAENSE; DESLANDES, 1955).
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Figura 1 Esquema ilustrativo de Biomphalaria glabrata sem a concha, vista pelo lado esquerdo.

Fonte: Paraense; Deslandes, 1955.
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Figura 2 Vista lateral dos 6rgdos de Biomphalaria glabrata com o manto e o saco bucal dissecados
(Figura ilustrativa). Legenda e apresentacdo das figuras modificada a partir dos originais. Fonte:
Paraense; Deslandes (1955).

Biomphalaria abrange cerca de vinte espécies, sendo amplamente distribuida na Africa,
América do Sul, Caribe, sudoeste da Asia (Arabia Saudita e 1émen), na América Central e sul
dos Estados Unidos (PARAENSE, 1975), com caracteristicas biolégicas fundamentais para
garantirem a sua preservacdo e a expansao de suas espécies e popula¢fes, mesmo em
ambientes sujeitos as perturbagdes ambientais: 1) sdo hermafroditas e se reproduzem tanto por
fecundacédo cruzada, quanto por autofecundacdo (PARAENSE, 1955); e, 2) em situacOes de
seca, dessecam, mantendo-se vivos, recolhidos a concha, em estado fisioldgico vegetativo,

preservando-se até a proxima estacdo imida (TUAN; SIMOES, 1989).
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No Brasil, este género possui onze diferentes espécies e uma subespécie (TEODORO et
al., 2010) das quais trés foram encontradas naturalmente infectadas por Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907): B. glabrata, Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) e Biomphalaria
straminea (Dunker, 1848), sendo a primeira considerada a de maior importancia em saude
publica, devido a (1) ampla distribuicdo geogréfica j& notificada em 16 estados brasileiros
mais o Distrito Federal (MINISTERIO DA SAUDE, 2007), (2) capacidade de adaptacdo em
diferentes condi¢cdes ambientais e (3) maior susceptibilidade a infeccdo pelo parasito e
eliminacdo de cercarias por um longo periodo de tempo (SOUZA; LIMA, 1990).

Os equinostomatideos, por sua vez, sdo exemplos adicionais de trematddeos digenéticos
que apresentam como hospedeiros intermediarios diferentes espécies de moluscos limnicos,
incluindo B. glabrata, Lymnaea columella (Say, 1817) e Physa marmorata (Guilding, 1828).
Muitas aves, mamiferos selvagens e domesticos, incluindo humanos mostram-se susceptiveis
a infeccdo por Echinostoma spp, apresentando, portanto, importancia médica e veterinaria
(MALDONADO Jr. et al, 2006). Em adicéo, trabalhos tém identificado a possibilidade de B.
glabrata em atuar como hospedeiro intermediario de Angiostrongylus costaricensis Morera &
Céspedes, 1971, Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) e Angiostrongylus cantonensis
(Cheng, 1935) (BARCANTE, 2003; TUNHOLI-ALVES et al., 2011).

Porém, atualmente pouco tem sido feito em relacdo a fisiologia comparada de moluscos
de interesse médico-veterinario quando expostos a condi¢cdes de estresse fisiologico, tais
como o parasitismo, mesmo sendo este um dos pontos mais suscetiveis no ciclo de vida dos

trematodeos e de certos nematoides ao controle, seja ele quimico ou biolégico.

2.2 Echinostoma spp
2.2.1 Introducéo

Echinostoma tem como espécie tipo Echinostoma revolutum (Froelich, 1802) Dietz,
1909, entretanto, o grupo dos equinostomatideos apresenta muitos aspectos controversos
relacionados a sua taxonomia. Kanev (1994), utilizando apenas informacdes sobre a biologia
de E. revolutum, afirmou que esta espécie utilizava exclusivamente aves como hospedeiros
definitivos e moluscos limnicos como primeiro hospedeiro intermediario. Ja os espécimes
encontrados em roedores pertenceriam a espécie Echinostoma caproni Richard, 1964, que
apresenta Biomphalaria spp. como primeiro e segundo hospedeiros intermediarios e roedores
como hospedeiro definitivo. O aspecto bioldgico levou a considerar E. paraensei e E.
caproni como sinonimias (CHRISTENSEN et al., 1990); j& Sloss et al. (1995), utilizando
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ferramentas bioquimicas como eletroforese em gel, observaram que E. paraensei e E. caproni
possuiam seis sistemas enzimaticos diferentes entre si, em um total de dez, demonstrando que
E. paraensei estd geneticamente mais proximo de Echinostoma trivolvis (Cort, 1914) do que
de E. caproni, tratando-se, portanto, de espécies diferentes. Estudos baseados em técnicas de
biologia molecular (FUJINO et al., 1999), vém ratificar os resultados obtidos por Sloss et al.
(1995).

Estes parasitos tém sido largamente estudados por algumas razdes: (1) apresentam
ampla distribuicdo geografica; (2) sdo encontrados infectando muitas aves, mamiferos
selvagens e domeésticos, incluindo humanos. Muitos equindstomas sdo hematofagos; (3)
infectam a maioria dos 6rgaos e sitios na cavidade abdominal das aves e mamiferos, incluindo
o trato alimentar, excretor e sistemas reprodutores; (4) adultos e larvas constituem bons
materiais para estudos bioldgicos, fisioldgicos, bioquimicos, imunoldgicos e outros estudos
em biologia moderna; e (5) podem ser mantidos facilmente em laborat6rio com baixo custo
(KANEV, 2000).

2.2.2 Morfologia e classificacao

A morfologia de varios estdgios de equindstomas estd demonstrada na Figura 3.
Helmintos adultos pertencentes a familia Echinostomatidae sdo morfologicamente
caracterizados pela presenca de um colar cefalico guarnecido por espinhos ao redor da
ventosa oral (Figura 3(A)). O nimero e a disposicao dos espinhos presentes no colar cefalico
sdo considerados importantes aspectos empregados na classificacdo taxondmica destes
parasitos. Significativas variagdes no tamanho de equindstomas adultos tém sido registradas,
podendo estas ser em parte justificadas em funcdo da espécie de Echinostoma relacionada, em
decorréncia do procedimento de fixacdo utilizado, bem como, da espécie de hospedeiro
definitivo envolvida. Neste contexto, os equindstomas adultos sdo classificados como
pequenos, se apresentarem comprimento longitudinal de at¢é 5 mm; médios, quando
apresentarem comprimento entre 5-10 mm e, grandes, quando portarem comprimento maior
gue 10 mm. Os espinhos presentes no colar cefalico podem estar organizados em uma ou duas
fileiras circulares sendo o numero de espinhos constante para cada espécie de
equinostomatideo. O tegumento é revestido por escamas semelhantes a espinhos em ambas as
superficies ventral e dorsal, embora 0 nimero e tamanho dos espinhos sejam reduzidos na

metade posterior do corpo do parasito (Figura 3(B)). As ventosa oral e ventral estdo situadas
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préximas uma da outra. Os dois testiculos, geralmente em conjunto, sdo posteriores ao ovario
(TOLEDO,; FRIED, 2014).

Existe consideravel controversia em relagdo a sistematica dos membros da familia
Echinostomatidae, particularmente relacionado a Echinostoma. Isto pode ser atribuido a
varios fatores, incluindo espécies identificadas incorretamente ou espécimes que foram
insuficientemente descritos, a existéncia de substancial homogeneidade interespecifica
associada as caracteristicas morfoldgicas observadas nas fases adultas, bem como a grande
diversidade de hospedeiros vertebrados definitivos e a ampla distribuicdo geografica. Segundo
alguns autores, os equinostomatideos tém sido considerados como um taxon monofilético,
embora a morfologia e a diversidade dos critérios adotados por diferentes pesquisadores
levaram a sua divisdo em um numero impressionante de taxons (ou seja, um total de 21
subfamilias) (Fonte: TOLEDO; FRIED, 2014).
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Figura 3 Microscopia de Echinostoma: (A) micrografia eletrénica de varredura destacando o colar
cefalico de espinhos de um exemplar adulto de E. caproni (barra de escala: 200 pm); (B)
micrografia eletronica de varredura de um helminto adulto de E. caproni demonstrando o colar de
espinhos (barra de escala: 1 mm); (C) ovo de Echinostoma sp. recuperado de amostras fecais
humanas (barra de escala: 50 um); ¢ (D) metacercarias de Echinostoma sp. coletadas a partir de
espécimes de Biomphalaria glabrata experimentalmente infectadas (barra de escala: 75 um). Fonte:
Toledo; Fried (2014).

Echinostoma paraensei € um representante de equinostomatideo no Brasil, pertencente

ao grupo “revolutum”, pois quando adultos os helmintos apresentam colar cefalico ou

peristdmico formado por 37 espinhos (Figura 4 e 5).

Figura 4 Micrografia eletronica de Echinostoma paraensei (isolado do Rio de Janeiro). A Vista
ventral de E. paraensei demonstrando a ventosa oral (0s), colar peristdmico (pc), acetabulo (a). B
Vista ventral demonstrando colar peristbmico e bolsa do cirro protuberada (c). Fonte: Maldonado
et al. (2001).
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Figura 5 Echinostoma paraensei (isolado do Rio de Janeiro). a parasito adulto, 28 dias de
idade, b colar peristémico, ¢ bolsa do cirro (c), vesicula seminal (sv), glandula prostéatica (pg)
e utero terminal com ovos (Barras de escalas sdo 100um exceto para o parasito adulto que é
1mm). Fonte: Maldonado et al. (2001).

Maldonado et al., (2001a,b) identificaram como hospedeiro definitivo natural, o roedor
Nectomys squamipes Brants, 1827, conhecido popularmente como rato d’agua, e propuseram
o ciclo de vida natural deste parasito (Figura 4). Estes pesquisadores também demonstraram
que larvas de E. paraensei em B. glabrata podem interferir potencialmente na sobrevivéncia
de S. mansoni. Alguns estudos realizados por estes autores demonstraram a participacéo direta
de E. paraensei no controle biolégico da esquistossomose, pois as rédias deste parasito

atacam e destroem os esporocistos de S. mansoni. Deste modo, verificar as possiveis
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alteracOes fisiologicas nos moluscos parasitados por E. paraensei contribuira para elucidar
este processo.
Segundo Brooks e McLennam (1993), taxonomicamente E. paraensei esta classificada

da seguinte forma:

e Filo: Platyhelminthes

e Superclasse: Cercomeria Brooks, 1982

e C(lasse: Cercomeridae Brooks, O’Grady & Glen, 1985

e Subclasse: Trematoda Rudophi, 1808

e Infraclasse: Digenea Carus, 1863

e Ordem: Echinostomatida La Rue, 1957

e Superfamilia: Echinostomatoidea Looss, 1899

e Familia: Echinostomatidae Looss, 1899

e Género: Echinostoma Rudolphi, 1809

e Espécie: Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967)

2.2.3 Ciclo de vida

Quando adultos parasitos pertencentes ao género Echinostoma mostram-se
essencialmente hermafroditas apresentando como sitio de infeccéo final o intestino delgado e
o0 ducto biliar de numerosos hospedeiros vertebrados, particularmente aves aquéaticas ou semi-
aquaticas e mamiferos, incluindo humanos. Em meio silvestre, o ciclo de vida de um
equinostomatideo é mantido a partir de um hospedeiro definitivo infectado que elimina,
juntamente com suas fezes, ovos do parasito (Figura 1 (C)). Ao alcangarem cole¢des hidricas
(rios, lagos e lagoas) tem-se inicio o processo de embriogénese dos ovos culminando com a
completa formacdo dos miracidios. Este processo dura em media de 2-3 semanas a uma
temperatura média de 22°C. Uma vez formados, observa-se a eclosdo dos miracidios que
ativamente localizam o seu primeiro hospedeiro intermediario por meio da identificacdo de
glicoconjugados por ele secretado. Varias espécies de planorbidios, limneidios e bulinidios,
tais como, B. glabrata, Lymnaea columella (Say, 1817) e Physa marmorata (Guilding, 1828)
tém sido registradas como primeiros hospedeiros intermediarios de Echinostoma spp. Os
miracidios penetram ativamente na massa cefalopediosa do molusco hospedeiro infectando-o,
transformando-se logo em esporocistos na cavidade cardiaca do mesmo. Duas geracOes de
rédias (mée e filha) sdo observadas no interior do primeiro hospedeiro intermediario. Por fim,

cercarias desenvolvem a partir de rédias filhas emergindo de moluscos infectados por volta de
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4-6 semanas pos-infeccdo. Em um ambiente aquéatico e dulcicola, cercéarias ativamente
alcancam o segundo hospedeiro intermedidrio. As cercarias dos equinostomatideos
apresentam baixo grau de especificidade, e varias espécies de moluscos, ras, crustaceos e
peixes podem atuar como segundos hospedeiros intermediarios. Tais estagios infectam
ativamente seus hospedeiros através da abertura cloacal nos crustaceos ou por meio do poro
excretor em moluscos, encistando principalmente nos rins e cavidades pericardicas destes; as
cercarias podem ainda penetrar ativamente a musculatura de peixes encistando neste sitio
(TOLEDO; FRIED, 2014).

O hospedeiro definitivo torna infectado ap6s a ingestdo do segundo hospedeiro
intermediério contendo a metacercéria (Figura 1(D)). Apos infeccdo, Echinostoma néo realiza
migracao sistémica no hospedeiro definitivo. As metacercarias desencistam na luz duodenal e
0s parasitos imaturos migram para o jejuno onde fixam na mucosa intestinal auxiliados pela
presenca de ventosas orais e acetabulares. Numerosos vertebrados incluindo aves aquéticas e
semi-aquéticas, roedores e humanos, podem atuar como hospedeiros definitivos de
equinostomas. A eliminacdo de ovos por tais hospedeiros frequentemente ocorre entre 10-16
dias pdés-infeccdo. Embora a eliminacdo de ovos seja continua desde o primeiro dia de
paténcia, variagOes significativas ao longo do curso de infecgdo tem sido documentada. A
duracdo da infecgdo pode variar de uma a duas semanas, no entanto, dependendo da espécie
de equindstoma envolvida, bem como da capacidade imunolégica do hospedeiro, a infecgédo
podera persistir por até um ano (TOLEDO; FRIED, 2014) (Figura 6).
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Figura 6 Ciclo de vida geral de Echinostoma spp.: (a) helmintos adultos habitam o intestino delgado de
varios hospedeiros vertebrados, incluindo humanos; (b) ovos sdo eliminados juntamente com as fezes do
hospedeiro definitivo; (c) eclosdo dos miracidios em colecdes hidricas e infecgdo ativa em moluscos; (d)
esporocistos, (e) rédias méae e, (f) rédias filhas, sdo os estagios de desenvolvimento parasitario que
ocorrem no interior do primeiro hospedeiro intermediario; (g) cercarias sao eliminadas e nadam até
localizarem e infectarem o segundo hospedeiro intermediario (gastrépodes limnicos, anfibios, peixes) na
qual encistam transformando em metacercarias; (h) as metacercarias sdo ingeridas pelo hospedeiro

definitivo e desencistam evoluindo para helmintos adultos.

2.2.4 Epidemiologia

Equindstomas sdo comumente encontrados parasitando aves (aquaticas ou semi-
aquaticas) e mamiferos associados com habitats dulcicolas. Em geral, sua especificidade para
com o hospedeiro definitivo é baixa e uma Unica espécie de Echinostoma é capaz de infectar
varias espécies de hospedeiros vertebrados. A distribuicdo geogréfica de tais helmintos é

dependente da presenca de moluscos que atuam como primeiros hospedeiros intermediarios,
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uma vez que, 0s equinostomas apresentam especificidade restrita para com estes organismos
(TOLEDO; FRIED, 2014).

Nos dias atuais, torna-se muito dificil determinar com preciséo a taxa de incidéncia da
equinostomiase humana em funcdo da indisponibilidade de dados e de inquéritos
epidemioldgicos, sendo a maioria das informagdes baseadas em relatos de casos ocasionais. A
abrangéncia da equinostomiase humana é determinada por habitos alimentares. Humanos
tornam-se infectados quando ingerem peixes, cobras, anfibios e moluscos crus ou mal cozidos
contendo formas de metacercarias. As infec¢des sdo, portanto, mais prevalentes em areas
onde certas praticas culturais persistem, como por exemplo, o h&bito de humanos em ingerir
peixes, anfibios, cobras, bivalves ou moluscos crus ou mal-cozidos (CHAI; LEE, 2002). Nas
Filipinas, as infeccGes em humanos decorrem da ingestdo de peixes crus mergulhados em uma
mistura de sal e vinagre, conhecido localmente como kinilaw. Todos os pacientes infectados
por equindstomas apresentam historico de terem consumidos moluscos preparados com leite
de coco e suco de limdo, especialmente quando encontrados em maior abundancia durante
estacdo chuvosa. Isto sugere que varios tipos de marinados e preparac@es alimenticias ndo
afetam a viabilidade das metacercarias. Além disso, autores tém verificado que a ingestdo de
agua ndo tratada contendo tipos cercarianos de equinostomatideos pode ser considerada uma
fonte de infeccdo em humanos (CHAI, 2008).

A equinostomiase humana limita-se em areas onde ambos os hospedeiros intermediarios
(primeiro e segundo) compartilham do mesmo habitat, bem como em ambientes que
apresentam condicdes climaticas que favorecem a dinamica de transmissao do parasito. Neste
contexto, a distribuicdo de tal enfermidade torna-se amplamente localizada (CHAI, 2008). A
maioria das infecgdes humanas é reportada em paises situados no Leste e Sudeste Asiaticos
tais como China, India, Indonésia, Coréia, Malésia, Filipinas, Russia, Taiwan, e Tailandia.
Adicionalmente, casos autdctones tém sido registrados em outros paises. O crescimento
populacional, poluicdo, pobreza, e falta de saneamento basico tém contribuido para 0 aumento
das taxas de infeccdo em diversas areas. Em contraste, 0s avangos sociais e econdmicos,
combinados com campanhas de educacdo em saude e a administracdo de medicamentos em
massa a base de praziquantel e albendazol, tém favorecido para a reducgdo da prevaléncia em
outros ambientes (TOLEDO; FRIED, 2014).

2.2.5 Importéancia dos equinostomatideos em saude publica
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Parasitos da familia Echinostomatidae (=equindstomas) constituem cerca de 50 géneros,
com 355 espécies descritas, e seis subespécies. Dentre eles, até 1964, um total de 13 espécies
apresentava a capacidade de realizar infec¢gbes em humanos (YAMASHITA, 1964). Todavia,
trabalhos mais recentes destacam que o numero de equindstomas infectando humanos tem
aumentado para um total de 20-21 espécies (CHAI, 2007).

Por muitos anos sabe-se que equindstomas parasitam humanos. Infec¢gdes humanas por
tais parasitos foram demonstradas no Brasil durante o periodo pré-Colombiano. Estudos
paleoparasitoldgicos tém constatado a presenca de ovos de Echinostoma em coprolitos de
corpos humanos mumificados no Brasil, que apresentam grande similaridade com E.
paraensei e E. luisrey (SIANTO et al., 2005; LELES et al., 2014). Entretanto, o primeiro
relato de equinostomiase humana foi registrado por Garrison (1908) que encontrou ovos de
um equinostomatideo nas fezes de cinco prisioneiros em Manila (Filipinas), junto com a
recuperacdo de 21 helmintos adultos a partir de um paciente ap6s o tratamento com
praziquantel. Tais parasitos foram identificados como sendo pertencentes a Echinostoma
ilocanum. Depois disto, varios registros foram realizados na Asia. Por exemplo, Majima
(1927) observou infeccdes por E. macrorchis em humanos e Hirazawa (1928) demonstrou
infeccdo humana por Echinoschasmus perfoliatus no Japdo. Anazawa (1929) ainda verificou,
em Taiwan, cinco casos de equinostomiase humana por E. revolutum.

Particular interesse é conferido aos estudos publicados por Sandground e Bonne (1940)
gue constituem a primeira abordagem epidemiol6gica da equinostomiase humana. Casos de
equinostomiases em humanos, descobertos durante autopsias, foram relatados por
Sandground e Prawirohardjo (1939). A maioria dos helmintos recuperados foi classificada
como E. ilocanum, porém alguns espécimes de E. recurvatum e E. revolutum foram também
identificados. Sandground (1939) ainda reportou que equinéstomas foram frequentemente
recuperados de roedores silvestres proximos a Jacarta, Indonésia. No mesmo estudo foi
documentada a descoberta de um foco endémico de E. ilocanum em moradores de uma
col6nia rural situada na mesma regido. Bonne e Sandground (1939) e Sandground e Bonne
(1940) demonstraram varios focos endémicos de transmissdo de E. echinatum (= E.
lindoense) na Sulawesi Central, Indonésia. Echinostoma malayanum tem também sido
encontrado infectando humanos em Sumatra, Indonésia (BONNE, 1941). Atualmente, estima-
se que cerca de vinte espécies de equinostomatideos estejam relacionadas com a
equinostomiase humana, sendo endémica no Sudeste Asiatico e extremo Oriente. A grande
maioria destes focos endémicos esta localizada na China, india, Indonésia, Coréia, Malasia,
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Filipinas, Russia, Taiwan, e Tailandia. Em adicdo, casos autoctones da doenca tem também
sido reportados em outros paises (GRACZYK; FRIED, 1998; CHAI, 2008; TOLEDO et al.,
2012).

2.2.6 Importéancia de Echinostoma spp. em animais silvestres e domésticos.

A infecgéo por Echinostoma spp. tem sido registrada em muitos animais silvestres. Por
exemplo, Maldonado et al. (2006) identificaram a presenca de E. paraensei em Nectomys
squamipes Brants, 1827 apds necropsia. Presenca de E. trivolvis tem sido verificada no
intestino delgado de gavides e corujas durante estudos observacionais realizados por Taft et
al. (1993). Adicionalmente, Huffman (2000) relatou que os equinostomatideos representam
um significativo impacto na salde de mamiferos aquaticos. Segundo alguns autores, a
transmissdo destes parasitos no ambiente silvestre e ndo silvestre pode ser facilitada por
apresentarem baixa especificidade para com o hospedeiro vertebrado definitivo, bem como
em funcdo das alteragBes ambientais ecoldgicas e climéticas induzidas pelo homem, em
especial o desmatamento, que acabam exercendo intensa pressdo sobre os animais silvestres,
forcando suas migrac6es para novos habitats (KING et al., 2007).

Echinostoma spp. pode ser visto parasitando animais domésticos e peridomesticos como
cées residentes em &reas metropolitanas, suinos, galinhas e patos (LUTZ, 1924). Tal cenério
epidemioldgico é resultado do aumento da interface entre animais silvestres e domésticos
associado a fatores antropogénicos (agentes de transformacao da dinamica global).

Além dos registros naturais, Vvarios estudos experimentais tém analisado o
estabelecimento de Echinostoma spp. em algumas aves, como as galinhas domeésticas
(HUMPHRIES et al., 1997). Fried (1984) registrou 100% de infectividade de E. trivolvis, com
uma recuperacdo de 25% dos helmintos adultos em aves domésticas experimentalmente
infectadas. A mesma metodologia foi utilizada para verificar as taxas de infectividade de E.
revolutum e de recuperacdo dos parasitos adultos em galinhas. Como resultado, os autores
estabeleceram infectividade entorno de 64 a 67%, com aproximadamente 32% de recuperacao
dos helmintos, caracterizando valores inferiores aqueles observados para E. trivolvis
(MULLICAN et al., 2001).

Revisbes propostas por Huffman e Fried (1990) e Fried e Huffman (1996) ainda
registram acentuadas alteracfes anatomopatologicas no ileo, reto, cloaca, ceco e bolsa de
Fabricius de aves domésticas naturalmente e experimentalmente infectadas por E. trivolvis,

coincidindo com as regifes onde os helmintos foram recuperados.
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2.3 Relagéo entre moluscos e larvas de helmintos
2.3.1 Aspectos sobre o metabolismo glicidico em moluscos infectados por larvas de
helmintos

Muitos estudos tém constatado alteragdes no metabolismo de moluscos infectados por
larvas de trematddeos, em particular nas concentracGes de carboidratos. A interagdo entre
larvas de helmintos e seus hospedeiros intermediarios causa um estado de hipometabolismo
nestes, que acabam utilizando de reservas para manterem suas funcdes vitais, bem como
atender as necessidades energéticas das larvas durante etapa de desenvolvimento. Deste
modo, estas alteracdes levam a um balanco energético negativo, caracterizado pelo consumo
de glicogénio da glandula digestiva e massa cefalopediosa, além de depositos de galactogénio
na glandula de albimen (PINHEIRO; AMATO, 1994). Nestas circunstancias, moluscos
infectados comecam a utilizar fontes ndo glicidicas para sua sobrevivéncia e reproducéo,
culminando em muitas alteracfes fisiologicas (PINHEIRO et al., 2009) e um processo de
compensacdo na fecundidade como observado no modelo E. paraensei /B. glabrata
(TUNHOLI et al., 2011a).

Mello-Silva et al. (2010), durante estudo experimental, avaliaram as influéncias da
infeccdo por larvas de S. mansoni e da exposicdo ao latex de Euphorbia milii var. splendens
no metabolismo de carboidratos de B. glabrata. Como principais resultados, os autores
registraram severa reducdo nas concentracdes de glicogénio, especialmente na glandula
digestiva dos moluscos hospedeiros, com os menores valores apresentados pelos animais
simultaneamente infectados e expostos ao latex. Estes resultados podem ser em parte
justificados pela ativacdo de centros enzimaticos relacionados a glicogendlise, remetendo a
ocorréncia de mecanismos fisioldgicos associados na manutencdo do estado bioenergético do
hospedeiro. O mesmo foi demonstrado por Thompsom e Lee (1985) em B. glabrata
submetidas a periodos de jejum, bem como infectadas por S. mansoni, indicando a presenca
de mecanismos homeostaticos objetivados na manutencdo da glicemia, seja a partir da
mobilizacdo de reservas (glicogénio) ou através da modulacdo de vias bioquimicas
(BECKER, 1980; CREWS; YOSHINO, 1990).

Variagbes expressivas no conteudo de glicogénio da glandula digestiva de B.
alexandrina (Ehrenberg, 1831) e Bulinus truncatus (Audouin, 1827) infectados com S.
mansoni foram verificadas (ISHAK et al., 1975). Segundo os autores, as larvas do trematddeo

em desenvolvimento poderiam indiretamente inibir centros enzimaticos ligados a
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gliconeogénese, através de seus produtos de secrecao/excrecdo, comprometendo a formacéao
de reservas neste sitio. As mesmas alteracdes foram mais tarde verificadas por lavorskii
(1989) estudando a relacédo Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758)/Lymnaea truncatula.

Autores tém observado ativacdo de vias anaerdbias fermentativas como fator essencial
para o sucesso da infecgdo de trematddeos (TUNHOLI et al., 2013) e nematoides (STEWART
et al., 1985) em moluscos hospedeiros. Em estudo recente, Tunholi-Alves et al. (2014)
verificaram aumento na atividade hemolinfatica da lactato desidrogenase de B. glabrata
qguando infectada por Angiostrongylus cantonensis Chen, 1935. Esta variacdo foi mais
pronunciada na segunda semana pdés-infeccdo, representando um acréscimo de 210% em
relagdo ao grupo controle. A ativagdo do metabolismo anaerdbio via lactato desidrogenase em
moluscos infectados é fundamental para a sobrevivéncia do hospedeiro, uma vez que,
possibilita 0 mesmo obter energia e excretar substancias originadas de seu metabolismo sem
comprometer suas estruturas celulares (SCHOTTLER, 1986). Para Nabih et al. (1993) a
aceleracdo do metabolismo anaerdbio verificado em B. alexandrina experimentalmente
infectada por S. mansoni pode ainda ser explicada em resposta a inibicdo da LD;;, isoenzima
associada a respiracdo aerdbia, concomitantemente a estimulacdo da LDs, isoenzima
responsavel pela manutencao da respiracdo anaerébia do hospedeiro, a partir de produtos de
secrecao/excrecdo oriundos das larvas intra-molusco do trematédeo em desenvolvimento.
Estes resultados demonstram que a interacdo parasito-hospedeiro promove severas alteracoes
nos padrBes fisiologicos do molusco por afetar seu metabolismo, sendo estas alteracfes
interpretadas como um processo adaptativo que ocorre entre ambos 0S 0rganismos
(TUNHOLI-ALVES et al.,, 2014). Apesar destes estudos, ndo existem informagdes
disponiveis sobre alteracbes no metabolismo de carboidratos em B. glabrata quando

infectadas por diferentes doses miracidiais de E. paraensei.

2.3.2 Alteracdo nas concentracdes de acidos organicos em moluscos submetidos a
condicges de estresse fisiologico

Massa et al. (2007) utilizando de analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) observaram que a infeccdo por larvas de S. mansoni resultou em uma significativa
reducdo na concentracdo dos &cidos acetico, fumarico, mélico e pirtvico presentes em células
do complexo gbdnada-glandula digestiva de B. glabrata. Segundo os autores, a reducéo
observada nos niveis dos acidos organicos analisados, pode ser em parte explicada pela

utilizacdo destas moléculas como substratos necessarios para o desenvolvimento de
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esporocistos e cercarias do parasito, que seriam incorporadas pelo mesmo a partir dos tecidos
dos moluscos.

Em estudo recente, Tunholi-Alves et al. (2014) observaram que a infeccdo experimental
de A. cantonensis resultou em alteracGes nas concentracGes hemolinfaticas de alguns acidos
organicos em B. glabrata. Aumento nos niveis de &cido latico foi constatado com a reducao
nos contetdos de &cido piravico ao longo de trés semanas de infeccdo em relacdo aos
moluscos ndo-infectados. Estes resultados denunciam a ativacdo do metabolismo anaerdbio
fermentativo considerado imprescindivel a sobrevivéncia do hospedeiro por possibilita-lo
obter energia (ATP) a partir da reducdo do piruvato para lactato, assegurando a reoxidacdo do
NADH. H'. Além disso, permitem os moluscos excretarem substancias oriundas de seus
metabolismos sem causar danos as suas estruturas celulares sendo, portanto, fator essencial
gue garante o sucesso da infeccdo por larvas de helmintos parasitos (SCHOTTLER, 1986).

Além de atuarem como excelentes bioindicadores do estado energético de moluscos
hospedeiros, &cidos carboxilicos tem tambeém sido utilizados como potentes ferramentas no
diagnostico de moluscos infectados por larvas de helminto, auxiliando estudos
epidemioldgicos desenvolvidos em areas consideradas endémicas (SALWA et al., 2010). As
taxas de infeccdo em populages de moluscos sdo rotineiramente determinadas através da
emissdo cercarial, negligenciando a ocorréncia de infeccBes pré-patentes. Assim, a
quantificacdo de &cidos carboxilicos da hemolinfa e do complexo gbnada-glandula digestiva
(DGG) de B. alexandrina auxiliaria na discriminacdo entre moluscos infectados e néo-
infectados por S. mansoni. Utilizando da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) os pesquisadores observaram que a concentracao de todos &cidos estudados (oxalico,
malico, piravico, acético e fumarico) diminuiu significativamente em moluscos infectados
quando comparado aos ndo-infectados em ambos os tecidos. A reducdo verificada pode ser
explicada em decorréncia da utilizacdo destes metabolitos pelos esporocistos e cercarias do
parasito em desenvolvimento. Estas larvas habitam os espacos intertubulares do DGG
causando danos mecanicos nas células glandulares do tecido (THOMPSON, 1997). O dano
celular resulta em um extravazamento dos acidos, que sdo por sua vez incorporados pelas
larvas do parasito. Além disso, 0 aumento da atividade metabdlica do organismo hospedeiro
associado com a presenca de larvas de trematddeos pode acelerar o uso dos acidos
carboxilicos pelas células hospedeiras, abastecendo assim, rea¢cdes quimicas que integram o
metabolismo intermediario do molusco (THOMPSON, 1997).
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Em estudo experimental, Mantawy et al. (2013) demonstraram aumento significativo na
concentracdo de acidos mélico e fumarico e decréscimo nos niveis de &cido succinico na
hemolinfa de cepas de B. alexandrina susceptiveis e infectadas por S. mamsoni em relacdo a
cepas resistentes. Segundo os autores, as alteracGes observadas podem ser explicadas em
decorréncia ao aumento da taxa metabdlica vistas em moluscos infectados, que passam a
utilizar de certos intermediarios do ciclo de Krebs para a sintese de uma nova glicose,
aminoéacidos e lipidios na tentativa de manutencao de sua homeostase.

Uma diminuicdo nos niveis de acidos succinico e fumarico foi também registrada por
Kozlosk (2002) na hemolinfa de moluscos estivados quando comparado a organismos nao-
estivados. Para o autor, tal alteracdo metabdlica € justificada em decorréncia da reducgdo do
acido fumarico pela fumarato redutase, enzima homologa a succinato desidrogenase, que
opera em sentido contrario ao ciclo de Krebs. Neste contexto, o &acido succinico €
metabolizado a &cido propidnico culminando com a producdo de energia livre (ATP) e
reoxidagio do NADH" (Figura 7) imprescindivel a manutencio de suas reagdes vitais.
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Figura 7 Esquema que ilustra as reacdes gque integram o ciclo do &cido citrico. Em destaque, a

reacao de sintese do propionato a partir do succinato, comum em bactérias anaerdbias, mas que

ocorre em gastropodes estivados. Fonte: STRYER et al. (2004).

2.3.3 Alteragdes na fisiologia mitocondrial de moluscos submetidos a condicbes de
estresse fisiologico

Para Guppy et al. (1994) a depressdo da taxa metabolica € uma condicédo fisiologica
observada em gastrépodes durante periodos de estresse tais como, hibernacdo, estivacdo e
infeccdo por larvas de helmintos. A estivacdo ocorre em uma ampla variedade de espécies de
vertebrados e invertebrados, sendo mais bem caracterizada em moluscos terrestres quando sao
submetidos a dissecagdo. Autores tém demonstrado que moluscos terrestres estivados
apresentam uma depressao no metabolismo mitocondrial em torno de 16% quando comparado
a organismos ndo estivados (HAND; HARDEWIG, 1996). Neste estado, moluscos
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conseguem sobreviver por longos periodos (meses ou anos) até que as condi¢cdes ambientais
tornem-se novamente favoraveis.

Em condigdes fisiologicas (“basais”) moluscos apresentam metabolismo aerdbio
relacionado com a obtencdo de energia e manutencdo do balanco redox com recrutamento
minimo de vias anaerdbias fermentativas (STOREY, 1993). As reacdes que integram o ciclo
do &cido citrico e aquelas relacionadas a cadeia respiratoria (Figura 8) exemplificam o
metabolismo oxidativo em B. glabrata (TUNHOLI et al., 2013). Entretanto, durante infeccao
por larvas de trematddeos e nematoides um redirecionamento no fluxo metabdlico do
hospedeiro intermediério é observado sendo este caracterizado pela desaceleragdo das reagdes
de descarboxilacdo oxidativa inerentes ao ciclo do &cido tricarboxilico, sobreposicdo de
centros enzimaticos associados a via glicolitica, em especial a lactato desidrogenase e,
significativa supressdo no metabolismo oxidativo mitocondrial (BEZERRA et al., 1999;
TUNHOLI-ALVES et al., 2014). Segundo Hoch (1992), alteracGes relacionadas a funcao
mitocondrial poderiam em parte estar associadas a composi¢cdo da membrana plasmatica desta
organela. Para 0 mesmo autor, fosfolipidios especificos de membrana, como a cardiolipina,
sdo requeridos para a ativacdo de uma grande variedade de enzimas e transportadores

presentes na membrana mitocondrial.
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Figura 8 Esquemas que ilustram as reagdes que integram o ciclo do acido citrico e a
fosforilagdo oxidativa em condicdes fisioldgicas. Fonte: STRYER et al. (2004).

Stuart et al. (1998) em estudo experimental observaram significativas alteracdes na
estrutura e funcdo de mitocondrias de Cepaea nemoralis (Linnaeus, 1758) estivadas. A
supressao do metabolismo oxidativo verificado nos moluscos estivados é reflexo da reducéo
da atividade da citocromo-c oxidase, que pode ser explicada como conseqiéncia a variagoes
nos contetdos de fofolipidios mitocondriais. Em adicdo, a diminuicdo da densidade
mitocondrial registrada no complexo go6nada-glandula digestiva (DGG) de moluscos
estivados ajuda a justificar a supressao de reacdes aerdbias nestes organismos.

Alteracdo na fisiologia mitocondrial do gastropode Helix aspersa submetido a
condicdes de jejum tem sido documentada (BISHOP, 2002). Para os autores, a reducdo no
metabolismo oxidativo aerdbio apresentado pelos moluscos deprimidos metabolicamente (em
jejum) pode ser explicado ou em decorréncia a “down regulation” temporaria de centros
enzimaticos relacionados ao ciclo de Krebs (citrato sintase) e a cadeia transportadora de
elétrons (citocromo c oxidase), sendo restabelecido com o retorno da capacidade metabolica,
ou como consequéncia a diminuicdo no numero de mitocéndrias nestes moluscos.

Mohamed e Ishak (1982) avaliaram a influéncia da infecgdo de S. mansoni sobre as
atividades da succinato oxidase, da NADH oxidase e da citocromo-c oxidase de B.
alexandrina e Bulinus truncatus. Os resultados revelaram que a infeccdo reduz a capacidade
de ambos os hospedeiros intermediarios em realizarem reacGes oxidativas aerobias
repercutindo com acimulo de oxaloacetato. Para 0s pesquisadores, o estabelecimento desta
condicdo metabolica verificada nos moluscos infectados resulta a partir da acdo dos produtos
de secrecdo/excrecdo de larvas do parasito em desenvolvimento, que atuam suprimindo

centros enzimaticos que integram a cadeia respiratédria dos moluscos hospedeiros.

2.3.4 Alteragdes fisiologicas verificadas durante a interface Biomphalaria
glabrata/Echinostoma paraensei

Espécimes de trematddeos digenéticos apresentam um ciclo de vida heteroxeno
utilizando moluscos como hospedeiros intermediarios. Esta fase inicial é essencial ao
desenvolvimento do parasito, possibilitando-o atingir estagios infectantes ao hospedeiro
definitivo (MALDONADO et al.,, 2001). Como consequéncia, alteragdes fisiologicas em

moluscos sdo observadas, ja que as larvas acabam utilizando substancias que seriam utilizadas
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como nutrientes pelo hospedeiro, causando-lhe um desequilibrio nutricional semelhante
aquele gerado durante periodo de jejum (PINHEIRO; AMATO, 1994). Segundo Fried et al.
(1998), além da competicdo por substratos verificada entre o parasito e 0 molusco, as larvas
em desenvolvimento eliminam no interior do organismo hospedeiro, os seus produtos de
degradacéo que interferem no metabolismo normal do molusco hospedeiro. Nos Gltimos anos,
resultados sinalizam a auséncia de um padrdo de variacdo metabolica em moluscos infectados,
destacando a necessidade de mais estudos para melhor entendimento destes eventos,
possibilitando o desenvolvimento de medidas direcionadas no controle do hospedeiro
intermediéario e, por conseguinte, de doencas por ele transmitidas.

Estudos prévios realizados por Tunholi et al. (2011a) tem demonstrado alteracGes na
biologia reprodutiva de B. glabrata infectada por diferentes cargas miracidiais de E.
paraensei. Como principais resultados, a infeccdo causou aumento significativo, em média, na
taxa ovipositéria dos moluscos infectados com 5 (32,381+4,741 ovos/molusco) e 50
(38,516+5,659 ovos/molusco) miracidios, em comparacdo ao grupo ndo-infectado
(12,107%4,195 ovos/molusco). Mesma ordem de variacdo foi demonstrada para o nimero de
massas ovigeras/moluscos, com o0s grupos infectados apresentando valores em média
superiores ao grupo controle. Entretanto, quando se avaliou a taxa de viabilidade dos ovos
postos, moluscos parasitados apresentaram menor eclodibilidade em relacdo ao grupo
controle. Estes dados indicam que quando infectado o molusco hospedeiro é capaz de
aumentar sua atividade reprodutiva, sugerindo uma estratégia ecoldgica como tentativa de
manutencdo da espécie no meio ambiente.

Autores tém ainda verificado que a infeccdo por E. paraensei altera as concentragdes de
calcio na hemolinfa e concha de B. glabrata (TUNHOLI et al., 2011c). Decréscimo
significativo nos contetdos de ions célcio na concha foi verificado em ambos 0s grupos
infectados (5 e 50 miracidios), coincidindo com o aumento da calcemia nestes hospedeiros.
Os resultados demonstram a existéncia de uma via homeostatica estabelecida entre concha e
hemolinfa voltada na regularizacdo do conteddo hemolinfatico de calcio no organismo do
molusco hospedeiro quando este é exposto a condi¢Bes de infeccdo e, que o metabolismo de
calcio depende da dose miracidial utilizada, uma vez que as maiores necessidades energéticas
e danos celulares sdo observadas nos organismos com alta parasitemia.

No mesmo ano, Tunholi et al. (2011b) avaliaram o efeito da infecgdo por E. paraensei
sobre as atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST) e contetdos de proteinas totais, acido urico e uréia na hemolinfa de B. glabrata apos

37



exposicdo a 5 e 50 miracidios. Foi observado decréscimo significativo nas concentragdes de
proteinas totais, aumento dos produtos nitrogenados de excre¢do, bem como aumento das
atividades das aminotransferases nos moluscos expostos a ambas as cargas miracidiais. A
elevacdo da atividade da ALT observada na hemolinfa dos moluscos ap6s a infec¢cdo com 50
miracidios sugere maior requerimento energético destes em relacdo aqueles infectados por
cinco miracidios. Em adicéo, tais resultados ainda indicam utilizacdo de proteinas totais como
substrato alternativo na manutencdo glicémica nos organismos hospedeiros, uma vez que,
aumento da formacdo de catabolitos nitrogenados (uréia e &cido drico) foi verificado em
conformidade com elevacéo das atividades das aminotransferases, frequentemente relacionada
a condicdo de injaria tecidual. Isto pode ser explicado em decorréncia a penetracdo dos
miracidios e subsequente desenvolvimento de esporocistos, rédias e cercéarias durante o
periodo pré-patente de desenvolvimento do trematodeo.

Variagdes nos niveis lipidicos em B. glabrata infectadas com diferentes doses
miracidiais de E. paraensei foram também verificadas (TUNHOLI-ALVES et al., 2011a). Em
relacdo aos conteddos hemolinfaticos de colesterol e triacilglicerol, os resultados
demonstraram que a infec¢do pelo equinostomatideo provoca decréscimo significativo nos
contetdos de ambos os substratos, com menores valores registrados na primeira semana de
infecgdo. A diminuicdo do contetudo destes lipideos nos moluscos infectados indica intensa
utilizacdo destes substratos tanto pelo hospedeiro intermediario quanto pelo parasito,
sugerindo sua provavel participacdo no metabolismo energético e construcao estrutural das
larvas em desenvolvimento. O perfil de lipideos neutros no complexo génada-glandula
digestiva (DGG) apresentou alteracbes relevantes, indicando que neste modelo, o
metabolismo de lipidios é dependente da dose miracidial usada.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:
» Auvaliar as possiveis alteracfes referentes aos metabolismos glicidico e oxidativo de B.

glabrata infectadas por duas doses miracidiais (5 e 50) de E. paraensei durante o periodo de

quatro semanas de infeccao.

3.2 Objetivos Especificos:
» Verificar possiveis alteragdes no metabolismo oxidativo de carboidratos em B.

glabrata infectadas por E. paraensei.

» ldentificar os niveis de &cidos carboxilicos (succinico, oxalico, pirtvico e latico) na
hemolinfa de B. glabrata infectadas por diferentes doses miracidiais de E. paraensei.

» Verificar o metabolismo oxidativo mitocondrial de B. glabrata infectada por E.

paraensei.
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4 CAPITULO |

TRANSICAO DO METABOLISMO AEROBIO PARA ANAEROBIO EM
Biomphalaria glabrata (MOLLUSCA, GASTROPODA) INFECTADAS COM
DIFERENTES DOSES MIRACIDIAIS DE Echinostoma paraensei (TREMATODA,
ECHINOSTOMATIDAE) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA-
EFICIENCIA.
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TRANSICAO DO METABOLISMO AEROBIO PARA ANAEROBIO EM Biomphalaria
glabrata (MOLLUSCA, GASTROPODA) INFECTADAS COM DIFERENTES DOSES
MIRACIDIAIS DE Echinostoma paraensei (TREMATODA, ECHINOSTOMATIDAE) POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA-EFICIENCIA.

RESUMO
O contetdo de glicose na hemolinfa e de glicogénio na glandula digestiva e massa
cefalopediosa de Biomphalaria glabrata expostas a diferentes cargas parasitarias (5 ou 50
miracidios) de Echinostoma paraensei, bem como, a atividade da lactato desidrogenase foram
avaliados. Analises por HPLC (cromatografia liquida de alta-eficiéncia) foram também
realizadas para determinar as concentracdes de quatro acidos organicos (oxalico, succinico,
piravico e latico) presentes na hemolinfa de moluscos infectados e ndo-infectados, para
melhor compreender o efeito da infeccdo sobre o metabolismo energético/oxidativo do
hospedeiro. Ap6s uma, duas, trés e quatro semanas de infeccdo os moluscos foram dissecados
para coleta da hemolinfa e separacdo dos tecidos. Foi observada alteracdo na glicemia dos
moluscos, em ambas as situacGes de parasitismo, com significativo aumento dos niveis de
glicose verificado a partir da terceira semana pds infeccdo quando comparado ao grupo
controle. Alteracbes foram também observadas em relacdo a atividade da lactato
desidrogenase, sendo caracterizadas pelo aumento de sua atividade nos periodos mais tardios
da infeccdo. Paralelamente, verificou-se um decréscimo no conteudo de glicogénio nos
tecidos de armazenamento, sendo tal reducdo drasticamente maior na glandula digestiva (sitio
de desenvolvimento larval), em comparacdo a massa cefalopediosa. Em adicdo, a infeccdo por
ambas as doses miracidiais resultou em um aumento dos niveis de acidos oxalico e latico,
bem como em um declinio nos niveis de acidos piravico e succinico em B. glabrata como
consequéncia da reducgdo da taxa de descarboxilagdo oxidativa do ciclo do &cido tricarboxilico
e da aceleracdo do processo de degradacdo anaerobia de carboidratos nos moluscos, através
da fermentacdo latica, que € essencial para garantir a obtencdo de energia e 0 sucesso da

infeccdo.

Palavras-chaves: Gastropoda, glicose, glicogénio, lactato desidrogenase, acidos organicos.

ABSTRACT
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The glucose content in the hemolymph and glycogen content in the digestive gland—gonad
complex (DGG) and cephalopedal mass of Biomphalaria glabrata exposed to different
parasite doses (5 or 50 miracidia) of Echinostoma paraensei as well as the activity of lactate
dehydrogenase were evaluated. HPLC (high-performance liquid chromatography) analyses
were also performed to determine the concentrations of four organic acids (oxalic, succinic,
pyruvic and lactic) present in the hemolymph of infected and uninfected snails, to better
understand the effect of infection on the host’s energetic/oxidative metabolism. The snails
were dissected 1-4 weeks after infection to collect the hemolymph and separate the tissues.
There was alteration in the glycemia of the snails at both parasite doses, with a significant
increase of glycemia from of the third week after infection in comparison to the control group.
Changes were also observed in the lactate dehydrogenase activity, with increased activity as
the infection progressed. In parallel, there was a decrease in the glycogen content in the
storage tissues, with a markedly greater reduction in the digestive gland—gonad complex
(larval development site) in comparison with the cephalopedal mass. Additionally, the
infection by both miracidial doses resulted in an increase of oxalic and lactic acid levels, as
well as in a decline of piruvic and succinic acid levels in B. glabrata, thus explaining the
reduction of the oxidative decarboxylation rate in the tricarboxylic acid cycle and acceleration
of the anaerobic degradation of carbohydrates in the snails, through lactic fermentation, which

is essential to ensure energy supply and success of the infection.

Keywords: Gastropoda, glucose, glycogen, lactate dehydrogenase, organic acids
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4.1 INTRODUCAO

Moluscos apresentam predominantemente metabolismo aerébico para obtencdo de
energia. Entretanto, quando submetidos a condicdes fisioldgicas adversas, como o parasitismo
por larvas de trematodeos, podem redirecionar seu fluxo metabdlico. Um exemplo disto € a
desaceleracdo de reagdes oxidativas do ciclo do é&cido tricarboxilico observada em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) infectada por larvas de Schistosoma mansoni Sambon,
1907 (BEZERRA et al., 1997), um mecanismos que possibilita a sobrevivéncia do molusco
infectado.

Estudos realizados por White et al. (2005), Bandstra et al. (2006) e Pinheiro et al.,
(2009) sobre as alteracdes metabdlicas que ocorrem em moluscos submetidos a infeccao por
larvas de trematddeos tém demonstrado diferentes padrbes de resposta. As diferencas
observadas nestes estudos ndo sdo apenas decorrentes dos mecanismos intrinsecos
desenvolvidos por cada espécie de parasito e hospedeiro, mais também de varios outros
fatores, tais como o uso de diferentes doses miracidiais (SLUITERS et al., 1980; VASQUEZ;
SULLIVAN, 2001; TUNHOLI et al.,, 2011a) e do tempo de duracdo do experimento
(BANDSTRA et al., 2006). Resultados prévios obtidos por nosso grupo tém demonstrado que
algumas fracBes de lipidios neutros no complexo gbénada-glandula digestiva (DGG),
juntamente com os conteudos de calcio na hemolinfa e concha de B. glabrata infectadas por
Echinostoma paraensei (LIE; BASCH, 1967) sdo alterados em resposta a dose miracidial
usada (TUNHOLI-ALVES et al., 2011; TUNHOLI et al., 2011c). Apesar destes estudos, ndo
existem informagdes disponiveis sobre alteragdes no metabolismo de carboidratos de B.
glabrata utilizando diferentes doses miracidiais de E. paraensei, bem como os efeitos desta
relacdo sobre as concentracdes de acidos carboxilicos nos moluscos infectados. Como
verificado por Massa et al. (2007), certos acidos carboxilicos estdo diretamente envolvidos no
metabolismo intermediario de moluscos. Além disto, estes metabdlitos podem ainda serem
utilizados como substratos para o desenvolvimento de larvas de trematddeos. Assim, a
caracterizagdo das alteragbes nas concentragdes destes acidos fornecerd informacoes
importantes em relacdo aos eventos necessarios para o sucesso da infeccdo de E. paraensei
em B. glabrata.

Echinostoma paraensei é uma espécie brasileira de equinostomatideo descrita por Lie e
Basch (1967) obtidos de B. glabrata naturalmente infectadas provindas do estado de Minas
Gerais, Brasil. Maldonado et al. (2001) identificaram como hospedeiro definitivo natural, o
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roedor Nectomys squamipes (Brants, 1827) e propuseram o ciclo de vida do parasito em
condigdes naturais.

Contudo as propostas do presente estudo foram analisar pela primeira vez as
concentracdes de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa, assim como o
contetdo de glicose e atividade das enzimas o- e r-lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27 e EC
1.1.1.28) (LDH) na hemolinfa de B. glabrata submetidas a infec¢des por 5 ou 50 miracidios
de E. parensei durante quatro semanas, considerado o periodo pré-patente de
desenvolvimento intra-molusco deste parasito (LIE; BASCH, 1967). Adicionalmente,
utilizando anélises de HPLC, determinamos as concentracfes de acidos organicos,
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico, na hemolinfa de moluscos infectados e nédo-
infectados. Analises histoquimicas (PAS) da glandula digestiva de moluscos infectados e ndo
infectados foram também realizados, afim de melhor caracterizar as possiveis alteracdes no
metabolismo glicidico nestes organismos e comparar entdo com os resultados encontrados na

literatura.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Obtencao de miracidios de Echinostoma paraensei

Hamsters, Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839, criados em laboratorio com quatro
meses de idade foram infectados por via gastrica com 50 metacercérias de E. paraensei.
Quatro semanas apds a infeccdo, os hamsters foram eutanaziados em cdmara de CO, (Comité
de Etica para Uso Animal, CEUA L-074/08) e necropsiados para obtencdo dos helmintos
adultos de E. paraensei do intestino delgado do hospedeiro. Os helmintos tiveram o Gtero
dissecado para liberacdo dos ovos. Esses foram entdo incubados em &gua destilada e mantidos
em estufa B.O.D. a 26°C por 14 dias. Apos este periodo, 0s ovos foram expostos a luz (100W)

para estimular a eclosdo e concentra¢do dos miracidios (PINHEIRO et al., 20044, b, 2005).

4.2.2 Manutencéo dos moluscos e formacéo dos grupos

Em cada aquario foram previamente colocados 1500ml de agua destilada onde era
acrescentado cerca de 0,59 de CaCOs. Esta agua era renovada uma vez por semana. Doze
grupos foram formados: quatro grupos controle (ndo infectados), quatro grupos de moluscos
infectados com cinco miracidios cada e quatro grupos de moluscos infectados com 50
miracidios cada. Cada aquario era composto por 10 moluscos sendo todo experimento

realizado em duplicata, utilizando um “n” total de 240 moluscos. Estas doses (5 e 50
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miracidios) foram usadas para caracterizar baixa e alta parasitemia, uma vez que na natureza
ndo h& controle deste pardmetro e o sucesso da infec¢do esté relacionado com a presenga e
numero de moluscos e miracidios (TUNHOLI et al., 2011a,c).

A alimentacdo dos moluscos foi feita com folhas de alface (Lactuca sativa L.) ad
libitum. A manutencdo dos aquarios foi realizada em dias alternados, quando as folhas de
alface eram renovadas, evitando sua fermentacdo no interior dos mesmos. O numero de

moluscos mortos também foi um critério observado e contabilizado.

4.2.3 Obtencdo de Biomphalaria glabrata (isolado Sumidouro, RJ.) e infeccéo
experimental

Os espécimes de moluscos foram obtidos a partir da criacdo mantida no Laboratorio de
Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, Instituto Oswaldo Cruz,
Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil. Moluscos apresentando cerca de 8 a 12 mm de diametro de
concha foram individualmente colocados em placa de 24 furos onde os miracidios foram
colocados previamente com o auxilio de uma micropipeta, proporcionando uma infeccéo
individual de cinco (5) ou cinquenta (50) miracidios por molusco (TUNHOLI et al., 2011a,c).
Os moluscos de cada grupo foram individualmente examinados sob esteromicroscopio
durante o periodo de exposicdo para detectar presenca o auséncia dos miracidos nas placas.
Apo6s 24 horas de exposicdo, ndo haviam miracidios livres nadando nas placas.

Os moluscos foram entdo removidos das placas e transferidos para os aquarios. Somente
aqueles moluscos que albergavam esporocistos de E. paraensei em seus respectivos sistemas
circulatérios foram selecionados para estudos adicionais, uma vez que esporocistos ja sdo
visiveis em dois dias pds-infec¢do (LOKER; HERTEL, 1987).

4.2.4 Dissecacao dos moluscos e coleta da hemolinfa e tecidos

Semanalmente pds-infeccdo, a hemolinfa foi coletada por puncéo cardiaca de moluscos
randomicamente escolhidos de cada grupo experimental (n=20). Em seguida, tais organismos
foram dissecados para coleta da glandula digestiva e massa cefalopediosa. Todas as amostras
foram mantidas em banho de gelo durante as dissecaces. Apos a separacao dos tecidos estes
foram pesados e congelados a — 80°C. O tecido hemolinfatico foi conservado a —20°C até o

momento das anélises espectofotométricas.
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4.2.5 Determinacfes bioquimicas de glicose, glicogénio e atividade da LDH em
Biomphalaria glabrata infectadas por Echinostoma paraensei.

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

Para a determinacdo de glicose 10ul de amostra foram adicionados a 1ml do reagente de
cor (solucdo tampéo de fosfatos 0,05M, pH 7,45 + 0,1; aminoantipirina 0,03mM e 15mM de
p-hidroxibenzoato de sodio; um minimo de 12kU de glucose oxidase; e, 0,8 kU de peroxidase

por litro). Neste meio ocorrem as seguintes reacgoes:

glicose + O, + H,0 glicose oxidase ——» &cido gluconico + H,0,

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

O produto formado pela oxidacdo de 4-aminoantipirina (4-antipirilquinonimina) é de
coloracdo avermelhada e sua intensidade diretamente proporcional a concentracdo de glicose
na solucdo. A cor avermelhada, formada pela reacdo, é medida em espectrofotdmetro, com
absorcdo maxima em 510nm, utilizando solucdo aquosa de glicose 100mg/dl.

Para a determinacdo da atividade da lactato desidrogenase foram misturados 1ml da
solucdo de substrato (solugcdo 0,1M de lactato, 0,005M de o-fenantrolina em Tris 0,2M pH
8,8), uma gota de solucdo 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 solucdo contendo solucdo 15,82mmolar de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e
3,73mmolar de fenazina metassulfato (FMS), sendo a mistura incubada a 37°C por 5 minutos.
A reacdo final foi estabilizada pela adicdo de 1 ml de solugdo de &cido cloridrico 0,5M. Neste
meio ocorre a seguinte sequéncia de reagoes:

1. Lactato+ NAD —, NADH + piruvato

2. NADH + FMS ———» NAD + FMS reduzido

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

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

Apos homegeneizagao, a absorbéncia foi lida em espectofotdmetro em 510nm, contra o
branco de reagéo e usando uma solucao de LDH 350U.1/I como padrao.

Os conteudos de glicogénio nos tecidos da glandula digestiva e massa cefalopediosa
foram determinados segundo o método 3,5 DNS (PINHEIRO; GOMES, 1994) sendo
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expressos em mg de glicose/g de tecido peso fresco.

4.2.6 Determinacdo dos contetdos hemolinfaticos de acidos carboxilicos
4.2.6.1 Preparo das solugbes padrado

Padrdes dos &cidos (oxalico, succinico, lactico e piruvico) foram adquiridos apartir
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), no maior grau de pureza disponivel. Acetonitrila,
dihidrogenofosfato de sddio e acido fosférico utilizados 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 solucdes (padréo) foram dissolvidas em fase
movel e o tampdo fosfato foi ajustado para pH 2,2 com &cido fosférico, e armazenadas a 4 °C.

4.2.6.2 Andlises por CLAE

Todo experimento de CLAE foram realizados no sistema Shimadzu LC-20AT equipado
com detector de arranjo de fotodiodos (PDA; SPD-M20A, Shimadzu, Jap&o), acoplados a um
sistema de processamento de dados ChemStation LCSolution. As separacdes foram realizadas
com coluna de fase reversa C18 (150 x 4.5 mm LD., 5 pm, Allure® Organic Acids, Restek)
em condicBes isocréticas. A fase mével consistiu em 1% de acetonitrila em 20 mol.L™ e
solugéo aquosa de NaH,PQ,, ajustado para pH 2.2 com H3PO,4. A temperatura foi fixada a 36
°C e a taxa de fluxo usada foi de 0,8 ml/min. Os cromatogramas foram monitorizados a
210nm e o volume de injecdo foi de 20 pl. A identificacdo dos acidos organicos presentes nas
amostras foi baseada numa comparacdo dos espectros UV e 0s tempos de retencdo das
solugdes padrdo. A quantificacdo foi efetuada com base nas parcelas de calibracdo lineares de
area de pico em relacdo a concentragdo. Linhas de calibragem foram construidas com base em
cinco niveis de concentracdo de solucBes padrdo. Os graficos de calibracdo para éacidos
(oxalico, succinico, piravico e lactico) foram lineares (r = 0,99), em todos 0s casos. Todo 0
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 ndo dissolvidas foram
removidas por filtragdo utilizando filtros de membrana de 45 pl. Aliquotas de 20 pl foram

utilizadas para a analise cromatogréfica.

4.2.7 Analises histoquimicas
Moluscos de cada periodo de infecgdo foram dissecados para remocgdo da concha e em
seguida foram transferidos para o fixador Duboscg-Brasil (FERNANDES, 1949). Os tecidos
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Concentragdo de glicose

moles foram processados de acordo com as rotinas de técnicas histologicas (HUMASON,
1979). As sec¢des (5um) foram coradas usando PAS e observadas em microscépio de luz
Zeiss AxioCam. Imagens foram capturadas com uma camara digital MRc5 AxioCam e

processadas com o software Axiovision.

4.2.8 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como meédia + desvio-padrdo da média e
submetidos ANOVA one-way com pos-teste de Tukey-Kramer (0=5%) para comparagdo das
meédias. A regressdo polinominal foi calculada para analisar a relagdo existente entre os
valores obtidos e o tempo de infec¢do (P < 0,05) (InStat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad,
v.3.02, Prism Inc.).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Determinacdo da concentracéo de glicose e atividade da LDH

Alteracbes na glicemia de moluscos infectados foram demonstradas com uma
significativa relacdo entre o tempo de infeccdo e concentragdo de glicose na hemolinfa de
moluscos infectados por 5 (r2=0,94) e 50 (r2=0,93) miracidios (Fig. 1A e B). No entanto,
aumento significativo dos contetidos de glicose nos grupos infectados sé foi observado a
partir da terceira semana de infeccdo para os espécimes infectados com 5 (74,56+0,56) e 50

miracidios (80,24+4,41), quando comparado ao grupo controle (44,36+4,79) (Tabela 1).
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Figura 1. Relacdo entre a concentragdo de glicose, expresso em mg/dl, na hemolinfa de
Biomphalaria glabrata infectados por 5 (A) e 50 (B) miracidios de Echinostoma paraensei e
o0 tempo, expresso em semanas. 0 (zero) semana de infeccdo representa a média dos moluscos
do grupo controle dissecados apos o final de cada periodo experimental (1, 2, 3 e 4 semanas).
a, b, c = Médias diferem significativamente entre si. (médiatdesvio padréo).

Mudancas na atividade da LDH foram também observadas em ambos 0s grupos de
moluscos infectados (Tabela 1). No grupo exposto a dose de 5 miracidios, 0 menor valor
registrado foi apds a primeira semana de infeccdo (1,95+0,33) ndo se diferindo
estatisticamente em relacdo ao grupo controle (2,09+0,17). Porém, com o avangar da infecgéo,
um aumento significativo da atividade da LDH foi caracterizado, com o maior valor
verificado na quarta semana de infec¢do (3,47+0,26) (Fig. 2A), representando um aumento de
70%. Mesma ordem de variagdo foi demonstrada nos grupos expostos a dose de 50
miracidios, sendo o maior valor notado ap6s a quarta semana de infeccdo (5,63+0,15),
correspondendo um acréscimo de aproximadamente 175,40% em relacdo ao grupo controle
(2,04+0,17) (Fig. 2B).
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Tabela 1. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) (Ul) e concentracdo de glicose (miligramas por decilitro) na hemolinfa de Biomphalaria

glabrata infectada experimentalmente com 5 e 50 miracidios de Echinostoma paraensei.

a,b,c_

= Médias seguidas por letras distintas diferem

significativamente em relacdo ao grupo controle a cada semana experimental, P<0.05, (médiaxSD).

Atividade da lactato desidrogenase (Ul)

Concentracgéao de glicose (mg/dL)

Controle 5 50 Controle 5 50
Semanas
X+SD X+SD % X+SD % X+SD X+SD % X+SD %
1 2,09+0,17%°  1,95+0,33% -6,86  2,34+0,42° 11,91  43,97+4,80° 35,74+0,26° -18,71 43,58+1,19*° -0,88
2 2,04+0,17°  3,22+0,47° 57,74  3,76+0,41° 84,07  44,29+4,12% 22.09+3,08° -50,10 46,85+3.40° 578
3 2,05+0,17°  3,04+0,34° 48,05  3,29+0,17° 60,20 44,36+4,79° 74,56+0,56° 68,09 80,24+4.41° 80,89
4 2,04+0,17°  3,47+0,26° 69,68  5,63+0,15° 17540 45024573  114,25+10,73° 153,79  93,08+10,58° 106,76
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Figura 2. Relacdo entre a atividade da lactato desidrogenase, expresso em Ul, na hemolinfa
de Biomphalaria glabrata infectados por 5 (A) e 50 (B) miracidios de Echinostoma paraensei
e 0 tempo, expresso em semanas. 0 (zero) semana de infeccdo representa a média dos
moluscos do grupo controle dissecados apos o final de cada periodo experimental (1, 2, 3 e 4
semanas). a, b, ¢ = Médias diferem significativamente entre si. (médiatdesvio padrao).

4.3.2 Determinacéo da concentracéo de glicogénio

Para melhor compreender as alteracbes da glicemia dos moluscos infectados,
determinamos 0s conteudos de glicogénio na glandula digestiva-gbnada e massa
cefalopediosa do hospedeiro. Em relagcdo ao contetido de glicogénio na glandula digestiva de
B. glabrata infectadas, o menor valor foi verificado na quarta semana pds-infeccdo para
moluscos expostos a 5 miracidios (2,37+0,18) (Fig. 3A), e na terceira semana para 0 grupo
infectado por 50 miracidios (1,38+0,19). Os resultados aqui apresentados denunciam uma
resposta dose-dependente, uma vez que moluscos expostos a maior dose miracidial
desenvolveram as alteragfes mais severas. Em ambos os casos as médias diferenciaram
significativamente em relacdo a media do grupo controle (41,41+ 1,61) ao longo das quatro
semanas de infecgédo (Fig. 3B) (Tabela 2).

O contetdo de glicogénio na massa cefalopediosa de B. glabrata infectadas por 5 e 50
miracidios apresentaram diferencas significativas em relagdo a média do conteudo do grupo
controle (Tabela 2). Ocorreu decréscimo de 50,30% no contetdo de glicogénio na massa
cefalopediosa nos moluscos infectados por 5 miracidios apds a quarta semana de infeccéo
(11,00+0,41), em relacdo a média do grupo controle (22,15+0.30), entretanto 0 menor valor
foi observado na segunda semana de infeccdo (6,91+0,92) diferindo significativamente do

verificado na quarta semana (Fig.4A). Do mesmo modo, a infeccdo por 50 miracidios

52



Contetido de glicogénio
(mg de glicose/g de tecido, peso fresco)

Contetdo de glicogénio
(mg de glicose/g de tecido, peso fresco)

promoveu uma reducdo na concentracdo de glicogénio de 91,51% no final da quarta semana
apos infeccdo (1,880+0,2487) (Fig.4B).
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Figura 3. Relagdo entre o contetdo de glicogénio, expresso em mg de glicose/g de tecido,
peso fresco), na glandula digestiva-génada de Biomphalaria glabrata infectados por 5 (A) e
50 (B) miracidios de Echinostoma paraensei e o tempo, expresso em semanas. 0 (zero)
semana de infeccdo representa a media dos moluscos do grupo controle dissecados ap06s o
final de cada periodo experimental (1, 2, 3 e 4 semanas). a, b, ¢ = Médias diferem
significativamente entre si. (médiatdesvio padréo).
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Figura 4. Relacéo entre o contetdo de glicogénio, expresso em mg de glicose/g de tecido,
peso fresco), na massa cefalopediosa de Biomphalaria glabrata infectados por 5 (A) e 50 (B)
miracidios de Echinostoma paraensei e o tempo, expresso em semanas. 0 (zero) semana de
infeccdo representa @ media dos moluscos do grupo controle dissecados apos o final de cada
periodo experimental (1, 2, 3 e 4 semanas). a, b, ¢ = Médias diferem significativamente entre
si. (médiatdesvio padrao).
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Tabela 2. Contetdo de glicogénio na glandula digestiva-génada e massa cefalopediosa, expresso em mg de glicose/ g de tecido, em peso fresco,

em Biomphalaria glabrata infectada experimentalmente com 5 e 50 miracidios de Echinostoma paraensei.

distintas diferem significativamente em relacdo ao grupo controle a cada semana experimental, P<0.05, (médiaxSD).

a,bc_

= Médias seguidas por letras

Conteudo de glicogénio (mg de glicose/g de tecido, peso fresco)

Complexo glandula digestiva-gonada

Massa cefalopediosa

Semanas  Controle 5 50 Controle 5 50
XxSD XxSD % XxSD % XxSD XxSD % XxSD %
1 39,98+1,58°% 3,24+0,26° -91,89 3,99+0,18° -90,00 23,01+0,27° 8,18+0,63°  -64,43 10,67+0,18" -53,60
2 41,39+1,47° 2,89+0,49° -93,01 2,78+0,02° -93,27 22,58+0,42°  6,91+0,92° -69,39 5,56+0,73° -75,34
3 41,37+1,63% 5,86+0,48° -85,83 1,38+0,19" -96,66 22,62+ 0,37° 11,14+0,56° -50,74 3,84+0,05° -83,01
4 42,10+1,76° 2,37+0,18° -94,37 6,13+0,33° -85,44 22,15+0,30° 11,00+0,41°  -50,30 1,88+0,24° -91,51
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4.3.3 Anélises de HPLC

Apos verificarmos as alteragbes acima, focamos nossas analises na determinacdo do
possivel efeito da infeccdo sobre as concentracGes de alguns acidos organicos em B. glabrata.
A infeccdo por ambas as doses miracidiais resultou em um aumento do contetdo de acido
oxalico. A concentracdo de acido oxalico aumentou 61,07% nos moluscos infectados com
cinco miracidios na terceira semana ap6s infeccdo (47,79+0,15mM) em relacdo ao grupo
controle (29,67+0,77mM). Este aumento foi mais pronunciado nos organismos infectados
com 50 miracidios no mesmo periodo de infeccdo (89,77+£1,65mM). Variacdo similar foi
observada para a concentracdo de acido latico nos grupos infectados, com aumento de
401,25% nos moluscos infectados com cinco miracidios e 500,05% para moluscos infectados
com 50 miracidios apds a terceira semana de infec¢do, em relacdo a média do grupo controle
(37,37+4,38mM) (Tabela 3).

Em contaste, os niveis de &cido pirdvico nos grupos infectados foram menores e
significativamente diferentes daquele apresentado pelo grupo controle ao longo de todo o
experimento. Nos periodos mais tardios da infeccdo (terceira e quarta semanas), 0s conteddos
deste substrato ndo foram detectados em moluscos infectados, indicando que suas
concentragfes foram menores comparados aquelas utilizadas para a confeccdo da curva-
padrdo (Tabela 3). Da mesma maneira, 0s niveis de acido succinico ndo foram detectados em
ambos os grupos infectados, indicando decréscimo significativo em suas concentracfes

guando comparado aos moluscos nao-infectados (Tabela 3).
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Tabela 3. Niveis de acidos organicos na hemolinfa (mM) de Biomphalaria glabrata infectada com 5 e 50 miracidios de Echinostoma paraensei,

em diferentes periodos de infeccdo, expressos em semanas. Semana 0 (zero) representa a média do grupo controle durante as quatro semanas de

analises, uma vez que ndo houveram diferencas significativas nestas semanas. a, b, ¢, d = médias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente, P < 0.05, (média + desvio-padrdo). ND= &cidos organicos ndo detectados.

3 Acido oxalico Acido succinico Acido piravico Acido lactico

e (mM) (mM) (mM) (mM)

& 5 50 5 50 5 50 5 50
0 29,67+0,77° 40,18+0,63 12403,60+57,42° 37,37+4,38°
1| 37,29+0,23*°  34,73+0,95% ND ND |550,78+47,30° 431,7+27,47° | 31,51+0,72° 37,54+0,12°
2 | 431747,94°¢  8559+8,85° ND ND | 27,06+2,38°  13,67+4,60° | 61,59+2,10° 75,71+3,46"
3|  47,79+0,15°  89,77+1,65° ND ND ND ND 187,32+0,38°  224,24+16,62°
4 | 46,37+0,70°°  80,41+3,46" ND ND ND ND 95,2+1,25¢ 119,92+1,20°

56



4.3.4 Andlises histoquimicas

Os resultados histoquimicos (PAS) revelaram a presenca de estagios de cercérias na
glandula digestiva de moluscos infectados por E. paraensei, e no seu interior a presenca de
granulos de glicogénio. Em relacdo aos moluscos controle, a auséncia de larvas do parasito foi
demonstrada em seccGes da glandula digestiva, com sua integridade e funcionalidade
preservadas (Figuras 5A, B, C, D, E e F).
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Figura 5. Corte histologico da glandula digestiva de Biomphalaria glabrata corado por PAS.
A e B - Secgédo de moluscos néo infectados mostrando a integridade e funcionalidade da
glandula digestiva, bem como a auséncia de larvas do parasito, exibindo lGmen com a
presenca de material amorfo (lu) e granulos de glicogénio (gr). C, D, E e F- Corte histoldgico
da regido da glandula digestiva de moluscos experimentalmente infectados por Echinostoma
paraensei exibindo uma regido caracterizada por intensa desorganizacao celular decorrida
pela presenca de rédias ( %e cercarias (cer), ventosa oral (0s), poro de nascimento (bp),
acetabulo (ac), cauda (t), extremidade anterior (ae) e posterior (pe) e a presenca de granulos
de glicogénio (gr).
4.4 DISCUSSAO

Vaérios estudos tém demonstrado alteragdes no metabolismo de moluscos infectados por
larvas de trematodeos, que acabam obtendo da hemolinfa do hospedeiro nutrientes essenciais
para 0 seu desenvolvimento, além também, de excretarem metabdlitos oriundos do seu
metabolismo. Assim, estes dois processos — remocgao de nutrientes e liberacdo de produtos de
excrecdo — alteram a composi¢do normal da hemolinfa. Nestas circunstancias, o molusco
entra em balanco energético negativo mobilizando suas reservas de carboidratos, tais como
glicogénio, principalmente da glandula digestiva e secundariamente da massa cefalopediosa,
para assegurar sua sobrevivéncia (de SOUZA et al., 2000; PINHEIRO et al., 2009).

Thompsom e Lee (1985) verificaram que B. glabrata submetidas a periodos de jejum,

bem como infectadas por S. mansoni mantiveram o0s niveis de glicose constantes na
hemolinfa. Isto indica a presenca de mecanismos homeostaticos objetivados na manutencao
da glicemia, seja a partir da mobilizacdo de reservas (glicogénio) ou através da modulacdo de
vias bioquimicas (BECKER, 1980; CREWS; YOSHINO, 1990). A concentracdo de
glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa de B. glabrata, aqui analisada durante
o desenvolvimento de E. paraensei em seu hospedeiro intermediario, foi significativamente
menor em relagdo ao grupo néo-infectado. Esta reducdo foi mais pronunciada na glandula
digestiva, um 0Orgdo que estoca glicogénio para a manutencdo geral do metabolismo do
molusco. Portanto, este sitio foi selecionado durante a co-evolugdo parasito-hospedeiro para o
desenvolvimento larval do trematodeo. Este fato é reforcado pelos resultados histoquimicos
apresentados aqui, que demonstraram a presenca de estagios de cercarias no interior de rédias
e a capacidade destes estagios em sintetizar glicogénio, utilizando substratos absorvidos
diretamente da hemolinfa que perfunde este 6rgdo. A capacidade de incorporar mondmeros de
glicose a partir da hemolinfa do hospedeiro pelas larvas de trematddeos foi observada por
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Pinheiro e Amato (1994). De acordo com estes autores, a presenga de esporocistos de
Eurytrema coelomaticum (Giard et Billet, 1892) Looss, 1907 na superficie externa da
glandula digestiva de Bradybaena similaris (Férussac, 1821) apresentariam a habilidade de
remover mondmeros de glicose necessarios para a manutencdo dos intensos pProcessos
metabdlicos verificados durante a etapa de desenvolvimento ontogénico desta espécie de
parasito.

Os resultados histologicos/histoquimicos do presente estudo também indicam um
intenso processo de lesdo e desorganizacdo celular da glandula digestiva de B. glabrata
infectada por E. paraensei. Estes achados sugerem a perda das func¢des fisioldgicas deste sitio,
caracterizada pela inabilidade de estocar glicose na forma de glicogénio, explicando em parte
a quebra da normoglicemia nos periodos mais tardios da infec¢do por este equinostomatideo.
Este periodo (terceira e quarta semanas) coincide com a formacdo e maturacdo de rédias
(PINHEIRO et al., 2005), um estagio caracterizado pela presenca de boca primitiva, faringe
muscular e intestino, possibilitando as larvas alimentarem-se diretamente de tecidos da
glandula digestiva de B. glabrata (FRIED; HUFFMAN, 1996), culminando com lesdes
celulares mais severas. O mesmo tem sido observado por Moore e Halton (1973), que
reportaram um aspecto degenerativo da glandula digestiva de Lymnaea truncatula (Muller,
1774) infectada por Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), trematddeo que também apresenta
estagios de rédias em seu ciclo de vida.

Em relacdo aos conteddos de glicose, os resultados obtidos aqui revelam que
inicialmente os niveis deste acicar em moluscos infectados com 5 e 50 miracidios tenderam a
oscilar dentro da normalidade, apresentando valores em média préximos ao do grupo
controle, com significativo aumento de seus niveis somente a partir da terceira semana pos
infeccdo.  Tal variagdo pode ser parcialmente explicada através da aceleracdo da
gliconeogénese (TUNHOLI et al., 2011c). Esta tendéncia tem também sido observada por
Tunholi-Alves et al. (2011) estudando a relacdo B. glabrata/E. paraensei, no qual sugerem
que o decréscimo nos contetdos de triacilglicerois na hemolinfa de moluscos infectados esta
relacionado com a manutengdo da glicemia, uma vez que, o triacilglicerol é hidrolisado
formando glicerol que entdo é fosforilado, dando origem ao glicerol-3-fosfato, que por sua
vez pode ser direcionado a gliconeogénese. Assim, a variagdo nos niveis de glicose observada
na hemolinfa de B.glabrata infectada por E. paraensei a partir da terceira semana de infeccéo

provavelmente resulta da ativacdo do catabolismo protéico (TUNHOLI et al., 2011b) e
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lipidico como mecanismos fisiolégicos compensatorios, bem como da ativacdo da
gliconeogénese e perda das fungdes da glandula digestiva do molusco.

Ativacdo do metabolismo anaerobio nos moluscos infectados foi também observada,
possivelmente como uma via alternativa de manutencao energética do hospedeiro e das larvas
do parasito em desenvolvimento, sugerindo para este sistema de interacdo, uma resposta dose
dependente, ja que organismos submetidos a uma elevada carga parasitaria (50 miracidios)
apresentaram maior atividade da LDH. Resultados similares foram obtidos por el-Ansary et
al., (2000), que ao estudar a susceptibilidade de Biomphalaria alexandrina (Ehrenberg, 1831)
a infeccdo por S. mansoni, relataram uma marcada estimulagdo de centros enzimaticos
relacionados a via glicolitica, especialmente a lactato LDH, sendo essenciais para 0 sucesso
da infeccdo. Ao nivel molecular, B. alexandrina e Bulinus truncatus (Audouin, 1827)
infectados com S. mansoni apresentaram uma reduzida capacidade para realizar as oxidagdes
do ciclo do &cido tricarboxilico, baixa atividade da citocromo oxidase, reduzida capacidade de
realizar a gliconeogénese e elevada producéo de lactato (ISHAK et al., 1975). Isto indica uma
reducdo no metabolismo aerdbio e aceleracdo da degradacdo anaerdbia de carboidratos em
moluscos infectados, através de fermentacdo lactica (MOHAMED; ISHAK, 1982).

Na ordem de melhor entender o efeito da infeccdo no metabolismo oxidativo de
carboidratos de B. glabrata, mensuramos as concentracdes de certos acidos organicos, tais
como o0 acido oxalico, succinico, piravico e latico, presentes na hemolinfa do hospedeiro. A
diminuicdo nos niveis de acido piravico e o aumento nos contetidos de acido latico observado
em moluscos infectados quando comparado aos organismos ndo-infectados confirma a
ativagdo de um metabolismo anaerdbio via LDH. O estabelecimento desta condigdo
metabolica sugere a habilidade de B. glabrata em aumentar a atividade de vias metabdlicas
alternativas para obtencdo de energia, sugerindo o acionamento de uma resposta adaptativa do
molusco frente & infeccdo, possibilitando sintetizar ATP a partir da redugédo do piruvato e re-
oxidagdo do NADH. Interessantemente, as maiores concentragfes de 4cido latico ocorreram
nos periodos mais tardios da infeccdo (terceira e quarta semanas) em ambos 0S grupos
infectados (5 e 50 miracidios), confirmando que este € o periodo de maior demanda energética
pelo hospedeiro e pelas larvas em desenvolvimento do parasito. Alteragdes similares foram
verificadas por Bezerra et al. (1999) avaliando o efeito da estivacdo em B. glabrata. Em
adicdo, o aumento nos contetudos de &cido latico nos organismos infectados (5 e 50

miracidios) pode também ser devido a ativacdo do catabolismo protéico culminando com o



aumento nos niveis de aminoacidos gliconeogénicos e finalmente no acumulo deste acido
(HOCHACHKA, 1983).

O actmulo de acido oxalico em ambos os grupos infectados sugerem a desaceleracéo
do ciclo de Krebs, e, portanto, a transicdo do metabolismo aerdébio para o anaerébio em B.
glabrata. Este aumento foi maior nos moluscos expostos a 50 miracidios, demonstrando que
neste modelo, a concentracdo de acido oxalico é dose-dependente. Esta dependéncia tem sido
frequentemente observada em moluscos infectados (BEZERRA et al., 1997), indicando que o
estabelecimento de E. paraensei em B. glabrata requer a aceleracdo do metabolismo
anaerdbio do hospedeiro. Em paralelo, o &cido succinico ndo foi detectado em ambos os
grupos infectados, apresentando valores menores aqueles utilizados para a preparacdo da
curva padrdo. Assim, as menores concentracfes deste cido nos organismos infectados podem
ser parcialmente explicadas através da reducdo do malato a succinato via fumarato redutase
em direcdo oposta ao ciclo do &cido tricarboxilico (TIELENS, 1994). Como consequéncia a
desmutacdo do malato, succinato é metabolizado a propionato, resultando na producgdo de
energia e manutencao do balanco redox (TIELENS, 1994).

Finalmente, os resultados reportados aqui sugerem que a infec¢do por 50 miracidios de
E. paraensei causou mais severas alteracOes, caracterizadas pela maior atividade da LDH e
menores concentracdes de glicogénio quando comparado aos moluscos infectados com cinco
miracidios, indicando uma resposta dose-dependente. Adicionalmente, os resultados da CLAE
confirmaram a aceleracdo na taxa do metabolismo anaer6bio em B. glabrata infectada por
este equinostomatideo, ja que o aumento da atividade da LDH foi acompanhado pela reducao
nos contetdos do &cido pirGvico e aumento nos niveis de acido latico na hemolinfa de
moluscos infectados. Em paralelo, as técnicas histolégicas e histoquimicas demonstraram
alteracOes fisicas causadas pelas larvas do trematédeo em desenvolvimento, refletindo em
alteracbes nos estoques de glicogénio, conduzindo o hospedeiro a um remodelamento
metabolico, capaz de suprir a alta demanda energeética necessaria para a manutencdo do
metabolismo do hospedeiro e do desenvolvimento ontogénico do parasito. Este cenario
representa uma resposta fisiologica interessante do hospedeiro contra a infeccdo, necessaria
para garantir sua sobrevivéncia, bem como o completo desenvolvimento do parasito. Esta
informagdo pode ser utilizada no desenvolvimento de medidas de controle do molusco
hospedeiro, evitando assim que este acione vias metabolicas relacionadas com a sua

sobrevivéncia.
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FISIOLOGIA MITOCONDRIAL DE Biomphalaria glabrata (MOLLUSCA,
GASTROPODA) APOS INFECCAO POR Echinostoma paraensei (TREMATODA,
ECHINOSTOMATIDAE).

FISIOLOGIA MITOCONDRIAL DE Biomphalaria glabrata (MOLLUSCA,
GASTROPODA) APOS INFECCAO POR Echinostoma paraensei (TREMATODA,
ECHINOSTOMATIDAE).

RESUMO

O efeito da infeccdo por Echinostoma paraensei sobre a fisiologia mitocondrial de
Biomphalaria glabrata foi investigada apds exposi¢do a 50 miracidios. Os moluscos foram
dissecados uma, duas, trés e quatro semanas pés-infeccdo para a coleta e permeabilizagdo
mecanica do complexo génada-glandula digestiva (DGG). Os resultados obtidos pelo presente

estudo indicam que a infeccdo pré-patente por este equinostomatideo suprime
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significativamente o estado fosforilativo (estado 3 respiratorio) e o consumo basal de oxigénio
em B. glabrata, demonstrando que a infeccdo diminui a capacidade do hospedeiro
intermedidrio em realizar reacGes oxidativas aerébias. Em adicdo, variagdes relevantes
relacionadas ao estado mitocondrial desacoplado (estado 3u) de B. glabrata infectada por E.
paraensei foram também observadas. Apds a quarta semana de analises, uma significativa
reducdo no consumo de oxigénio mitocondrial apds adigdo de ADP (3,68+0,26) foi verificada
em B. glabrata infectadas quando comparado a média de seu respectivo grupo controle
(5,14+0,25). Quando se avaliou o estado desacoplado, moluscos infectados consumiram cerca
de 62% a menos de oxigénio em relacdo aqueles ndo infectados (7,87+0,84) no mesmo
periodo. Tais resultados sugerem uma reducdo na taxa de descarboxilacdo oxidativa das
reacOes gque integram o ciclo do &cido tricarboxilico e aceleracdo da degradacdo anaerodbia de
carboidratos nos moluscos infectados. Os possiveis mecanismos que justificam esta nova

condigdo metabolica nos organismos infectados séo discutidos.

Palavras-chaves: Relacdo parasito-hospedeiro; metabolismo mitocondrial; Biomphalaria
glabrata; Echinostoma paraensei.

ABSTRACT

The effect of infection by Echinostoma paraensei on mitochondrial physiology of
Biomphalaria glabrata was investigated at different times after exposure to 50 miracidia.
Snails were dissected one, two, three and four weeks post-infection for the collection and
permeability of the digestive gland-gonad complex (DGG). The results obtained in this study
indicate that during the pre-patent period of the infection, the phosphorylation state (state 3
respiration) and the basal oxygen consumption (states 1 and 2) of B. glabrata were
significantly suppressed, indicating that the infection decreases the capacity of the

intermediate host in performing aerobic oxidative reactions. In addition, significant changes
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related to mitochondrial uncoupled state (3u) of B. glabrata infected with E. paraensei were
also observed. After the fourth week of exposure, B. glabrata showed a significant reduction
in oxygen consumption after addition of ADP (3.68 £ 0.26) compared to average their
respective control group (5.14 £ 0, 25). But the unbound state, resulted in decrease of about
62% in the consumption of oxygen in the infected group when compared to uninfected
organisms (7.87 + 0.84). These results demonstrate reduction in oxidative decarboxylation
rate of reactions that are part of the tricarboxylic acid cycle and acceleration of anaerobic
degradation of carbohydrates in infected snails. Possible mechanisms that justify this new

metabolic condition in infected organisms are discussed.

Keywords: Host-parasite relationship; mitochondrial metabolism; Biomphalaria glabrata;

Echinostoma paraensei.

5.1 INTRODUCAO
Atualmente, a relagdo parasito-hospedeiro representa um vasto campo de pesquisa.

Vaérios estudos tém verificado a influéncia da infecgdo por larvas de trematodeos e nematoides
sobre o metabolismo de carboidratos (PINHEIRO et al., 2009), de proteinas (TUNHOLI-
ALVES et al., 2012; TUNHOLI et al., 2014) e de lipidios (TUNHOLI-ALVES et al., 2011,
ALVES et al., 2014) em seus respectivos hospedeiros intermediarios. Segundo estes autores,
quando submetidos a condicBes de estresse fisioldgico, tais como o parasitismo, moluscos
hospedeiros apresentariam a capacidade de acionarem importantes vias metabolicas
imprescindiveis na manutencdo de suas reacgdes vitais, garantindo assim a sua sobrevivéncia,

bem como o completo desenvolvimento parasitario.

IXix



Em  condi¢bes  fisiologicas  regulares, moluscos  gastropodes  utilizam
predominantemente o metabolismo aerdbio para obtencdo de energia. Entretanto, Tunholi-
Alves et al. (2014) estudando a interface Biomphalaria glabrata (Say, 1818)/Angiostrongylus
cantonensis Chen, 1933 tém demonstrado aceleracdo de reacdes das vias anaerObias em
moluscos infectados. Neste estudo, os autores verificaram que o aumento da atividade da
lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27 e EC 1.1.1.28) ocorreu em paralelo a redugdo dos niveis
hemolinfaticos de acido pirdvico e aumento das concentracdes de &cido latico na hemolinfa de
moluscos infectados quando comparado aqueles nédo infectados. Tais resultados evidenciam a
transicdo do metabolismo aerdbio para o anaerébio do hospedeiro, possibilitando-o obter
energia (ATP) a partir da reducdo do &cido piravico, além de assegurar a reoxidacdo do
NADH (TUNHOLI et al.,, 2013). Esta condicdo metabdlica representa uma interessante
capacidade adaptativa do hospedeiro com relacdo ao parasitismo, assegurando assim sua
capacidade em utilizar glicose como principal substrato energético.

Helmintos do género Echinostoma apresentam ampla distribuicdo geogréfica e possuem
a capacidade de infectar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados e invertebrados.
Echinostoma paraensei (Lie and Basch, 1967) é uma espécie de equinostomatideo brasileiro
que possui um ciclo obrigatoriamente heteroxeno (MALDONADO et al., 2001). Durante o
seu desenvolvimento ontogénico larvas deste trematédeo evoluem até a fase de cercarias em
moluscos aquéaticos de onde emergem para penetrarem no segundo hospedeiro intermediario e
se desenvolverem até o estagio de metacercarias, a qual, passivamente, infectara o hospedeiro
vertebrado (MALDONADO et al., 2001).

Biomphalaria glabrata é reconhecido por hospedar Schistosoma mansoni Sambon,
1907 podendo também participar do ciclo de vida de E. paraensei, agente etiol6gico capaz de
infectar o0 homem e animais silvestres (CHAI et al., 2005). Alteracbes no metabolismo
oxidativo de B. glabrata infectada por diferentes cargas miracidiais de E. paraensei tem sido
demonstradas (TUNHOLLI et al., 2013). Segundo os autores, a infec¢do induziu a ativagédo de
vias anaerobias dependentes de lactato desidrogenase, possibilitando a manutencdo do
balanco redox e producdo de energia pelo molusco hospedeiro. Embora estudos prévios
tenham evidenciado o aumento da atividade de vias fermentativas envolvidas na obtencéo de
energia em moluscos infectados, aspectos bioquimicos relacionados com a fisiologia
mitocondrial nestes organismos, ainda ndo foram totalmente esclarecidos, limitando o

conhecimento acerca da relagdo parasito-hospedeiro.
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O objetivo do presente estudo foi analisar pela primeira vez os efeitos da infeccdo
experimental de B. glabrata por E. paraensei sobre a atividade mitocondrial do molusco
hospedeiro durante quatro semanas de infeccdo, periodo que corresponde etapa de
desenvolvimento pré-patente deste parasito (Lie & Basch, 1967). Para isto, as atividades
enziméticas dos complexos protéicos que integram a cadeia respiratéria mitocondrial de B.
glabrata situados no complexo gbnada-glandula digestiva do molusco hospedeiro foram
avaliadas. Para Tunholi et al. (2011b), o complexo gbnada-glandula digestiva configura-se
como o principal sitio metabolico do hospedeiro intermediario, bem como de

desenvolvimento parasitario sendo por isso utilizado neste estudo.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Coleta de ovos de Echinostoma paraensei e obtencao dos miracidios

O isolado de E. paraensei utilizado foi obtido de espécimes de Nectomys squamipes que
foram naturalmente infectados e capturados no municipio de Sumidouro, Estado do Rio de
Janeiro, Brasil em 2001 (22°02'46" S, 42°41'21" W). O ciclo de vida tem sido mantido no
Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestre Reservatorios - LABPMR
(I0C) FIOCRUZ - Rio de Janeiro (Brasil), através de passagens usando hamsters
Mesocricetus auratus (Waterhouse, 1839) como hospedeiro definitivo e Biomphalaria
glabrata como primeiro e segundo hospedeiros intermediarios.

Hamsters adultos experimentalmente infectados com E. paraensei foram eutanaziados
em camara de CO,, de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA L-074/08). Os helmintos adultos foram coletados do intestino delgado do hospedeiro
definitivo e transferidos para placas de Petri contendo solucdo de NaCl a 0,9%. Os Uteros dos
helmintos foram dissecados para a obtencdo dos ovos, nos quais foram lavados e incubados
em agua destilada a 26°C durante 14 dias. Apds este periodo, os ovos embrionados foram

expostos a luz artificial para estimular a eclosdo miracidial (PINHEIRO et al., 20044a,b, 2005).

5.2.2 Manutenc¢éo dos moluscos e formacgéo dos grupos

Em cada aquario foram previamente colocados 1500ml de agua destilada onde era
acrescentado cerca de 0,5g de CaCO3;. Uma vez por semana a agua era renovada. Foram
formados 08 grupos, quatro grupos controle (ndo infectados) utilizando n=20 moluscos e 4
grupos de moluscos infectados com 50 miracidios cada (n=20 moluscos). Cada aquério era

composto por 05 moluscos sendo todo experimento realizado em duplicata, utilizando um “n”
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total de 80 moluscos. A dose miracidial de 50 miracidios/molusco foi preconizada neste
estudo, uma vez que autores tém verificado que as alteracdes fisiologicas de B. glabrata
infectada por E. paraensei sdo dose dependente, sendo estas mais expressivas nos organismos
com alta parasitemia (TUNHOLI et al., 2011a,b).

A alimentagdo dos moluscos foi feita com folhas de alface frescas (Lactuca sativa
Linnaeus, 1753) ad libitum. A manutencdo do aquério foi realizada em dias alternados,
quando as folhas de alface eram renovadas, evitando sua fermentagé@o no interior dos aquarios.

O nUmero de moluscos mortos também foi um critério observado e contabilizado.

5.2.3 Obtencéo de Biomphalaria glabrata e infeccdo experimental

Os moluscos foram obtidos da colénia de manutencdo do Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz, RJ,
Brasil.

Apo0s a obtencdo dos moluscos (8 -12 mm) estes foram colocados numa placa de 24
furos contendo agua destilada, onde os miracidios foram colocados previamente com o auxilio
de uma micropipeta, proporcionando uma infeccdo individual de cinquenta (50) miracidios
por molusco (SLUITERS et al., 1980; VASQUEZ; SULLIVAN, 2001). Vinte e quatro horas
apos a exposicdo, os moluscos foram retirados da placa e transferidos para aquarios.

Em seguida, os caramujos foram entdo removidos das placas e transferidos para os
aquarios. Somente aqueles moluscos que albergavam esporocistos de E. paraensei em seus
respectivos sistemas circulatérios foram selecionados para estudos adicionais, uma vez que

esporocistos ja sdo visiveis em 2 dias pds-infec¢do (LOKER; HERTEL, 1987).

5.2.4 Dissecagao dos moluscos para coleta dos tecidos

Semanalmente moluscos de cada grupo experimental (n = 5) foram dissecados sem
anestesia e o complexo gobnada-glandula digestiva (DGG) separado para andlises. A
permeabilizacdo tecidual do DGG foi realizada de acordo com Kuznetsov et al. (2002).
Rapidamente, os tecidos (DGG) de B. glabrata (infectadas e né&o-infectadas) foram
manipulados mecanicamente e individualmente, com auxilio de pingas e tesoura, em placa de
Petri na presenca de 100l de meio de respiragdo (RM-A) contendo 60 mmol™ Tris-HCI, pH
7.4, 110 mmol I mannitol, 60 mmol I* KCI, 5 mmol I KH,PO,, 5 mmol It MgCl,, 0.5
mmol I* EDTA, 0.2 mg mI™ BSA essencialmente acidos graxos livres (BSAgea), permitindo
maior acessibilidade dos substratos as mitocéndrias intactas.
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525 Consumo de oxigénio no DGG permeabilizado utilizando high-resolution
respirometry

Consumo de oxigénio foi mensurado em titration-injection high-resolution
respirometers (Oroboros, Oxygraph; Innsbruck, Austria) (GNAIGER, 2001). Os tecidos
foram incubados em solucéo de 2,0 ml de RM-B, e a cubeta foi fechada imediatamente antes
do inicio dos experimentos. A respiracdo basal (estado 2) foi avaliada apés a adicdo dos
substratos mitocondriais (5 mmol I de piruvato; 5 mmol I* de malato para o complexo I e 10
mmol I* de succinato plus 1 mmol I"* rotenona para o complexo I1). A taxa de respiragdo
fosforilativa (estado 3) foi mensurada com a adigdo de 0,5 mmol I'*ADP; estado 4 (perda de
prétons) e estado 3u (estado desacoplado) foram obtidos com a adicdo de 1 mg ml™ de

oligomicina e 0,4 mmol I"* FCCP, respectivamente.

5.2.6 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo e o teste de Tukey
ANOVA foi utilizado para a comparacdo das médias (a=5%) (InStat, GraphPad, v.4.00,
Prism, GraphPad, v.3.02, Prism Inc.).

5.3 RESULTADOS

A infeccdo por E. paraensei induziu a inibicdo da atividade enzimatica dos complexos
protéicos que integram a cadeia respiratoria de B. glabrata. Apds a primeira semana de
infeccdo, decréscimo de 34,21%, 43,54% e 47,27% no consumo de oxigénio apos a adi¢do de
(piruvato + malato), succinato e ADP, respectivamente, foi verificado nos moluscos
infectados quando comparado ao grupo controle (Figura 1A), demonstrando que a infecgdo
por este equinostomatideo diminui a capacidade do hospedeiro intermediario em realizar
reacOes oxidativas. Quando o estado 3u (estado desacoplado) foi avaliado através da adicéao
de FCCP, agente desacoplador, no meio respiratorio, moluscos ndo infectados consumiram
cerca de 64% (7,87+0,84) a mais de oxigénio em relacdo aqueles infectados (2,8+0,08)
(Figura 1A). O mesmo padrdo de variagdo foi verificado quando se adicionou no meio
rotenona, agente inibidor do complexo 1- NADH Q-oxidorredutase (Figura 1A).

A mesma tendéncia de variacdo foi demonstrada para moluscos infectados apos a

segunda e terceira semanas (Figuras 1B e 1C). Os resultados apresentados indicam uma
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supressdo no metabolismo oxidativo mitocondrial do hospedeiro com comprometimento nos
diferentes estados respiratorios.

Similarmente, expressivas alterac6es na fisiologia mitocondrial de B. glabrata infectada
por E. paraensei foram também observadas ap0s a quarta semana de andlises (Figura 1D). A
caracterizacdo do estado fosforilativo (estado 3 mitocondrial) de B. glabrata revelou uma
significativa reducdo no consumo de oxigénio ap6s adi¢cdo de ADP entre moluscos infectados
(3,68+0,26) quando comparado a média de seu respectivo grupo controle (5,14+0,25). Ja o
estado desacoplado, resultou no decréscimo de cerca de 62% no consumo de oxigénio no

grupo infectado quando comparado aos organismos ndo infectados (7,87+0,84) (Figura 1D).
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Figura 1. Relacdo estabelecida entre o consumo de oxigénio mitocondrial de B. glabrata,
expressado por pmol O,/mg proteina e adi¢des sequenciais de Malato (M) (5 mM), Piruvato
(P) (5 mM), ADP (0,5 mM), Oligomicina (Oligo) (1ug/ml), FCCP (0,4 uM), Rotenona (Rot)
(1 uM) e Antimicina A (Ant) (5 uM), ap6s primeira (A), segunda (B), terceira (C) e quarta
(D) semana de infeccdo por 50 miracidios de Echinostoma paraensei. * = Médias diferem
significativamente entre si (média+EP). Grupo controle (N=5 moluscos); grupo infectado
(N=5 moluscos).

5.4 DISCUSSAO

A infeccdo por larvas de trematddeos altera as caracteristicas bioquimicas da hemolinfa
do hospedeiro (BANDSTRA et al., 2006; TUNHOLI et al.,, 2011b). Tal condi¢do é
estabelecida mediante a remocgéo de nutrientes diretamente da hemolinfa do molusco pelo
parasito em desenvolvimento, bem como pela excrecdo/secre¢édo de produtos oriundos do
metabolismo parasitario. Segundo autores, quando infectados, moluscos hospedeiros
apresentam balango energético negativo, estado metabodlico caracterizado pela reducdo na
concentracdo de mondémeros de glicose hemolinfatica, além do consumo de glicogénio da
glandula digestiva e massa cefalopediosa, e de depdsitos de galactogénio da glandula de
albumen do hospedeiro (PINHEIRO; AMATO, 1994; TUNHOLI-ALVES et al., 2011b).
Nestas circunstancias de estresse, verifica-se ndo somente ajustes comportamentais e

fisioldgicos, mas também adaptac6es bioquimicas do hospedeiro representadas pela utilizagdo
IXxv



de substratos ndo-glicidicos, como proteinas e lipidios, necessérios a sua sobrevivéncia e
imprescindiveis ao desenvolvimento parasitario (TUNHOLI-ALVES et al., 2012; TUNHOLI-
ALVES et al., 2013).

A utilizacdo de vias anaerobias por gastropodes € minima em condicdes fisiologicas,
apresentando estes fundamentalmente metabolismo oxidativo baseado em reagdes aerdbias
para a obtencdo de energia (STOREY, 1993). No entanto, a sobreposi¢cdo de centros
enzimaticos relacionados a vias anaerobias fermentativas, como a lactato desidrogenase
(LDH), em moluscos infectados por larvas de trematédeos (MANTAWY et al., 2013) e
nematoides (STWART et al., 1985) tem sido observada. Em estudo recente, Tunholi et al.
(2013) observaram aumento da atividade da LDH na hemolinfa de B. glabrata infectada por
E. paraensei. Em adi¢do, aumento nos niveis de acido oxalico e latico, bem como declinio nas
concentragdes de acido piravico e succinico em moluscos infectados foram também
demonstradas. Apesar deste estudo, o estado mitocondrial de B. glabrata infectada por E.
paraensei ainda n&o tinha sido determinado.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a infeccdo pré-patente de E.
paraensei suprime significativamente o estado fosforilativo (estado 3 respiratorio) e o
consumo basal de oxigénio (estado 1 e 2) em B. glabrata, demonstrando que a infeccéo pelo
equinostomatideo diminui a capacidade do hospedeiro intermedidrio em realizar reacoes
oxidativas aerdbias. Mohamed e Ishak (1982) avaliando o efeito da infeccdo de S. mansoni
observaram, a partir de estudos moleculares, baixa atividade da citocromo oxidase, reduzida
capacidade de realizacdo da gliconeogénese e elevada producéo de lactato em B. alexandrina.
Tais resultados demonstram reducdo na taxa de descarboxilacdo oxidativa das reacGes que
integram o ciclo do &cido tricarboxilico e aceleracdo da degradacdo anaerdbia de carboidratos
nos moluscos infectados. De acordo com os autores, a reducdo na taxa de consumo de
oxigénio mitocondrial do hospedeiro pode ser em parte explicada pela acdo dos produtos de
excrecdo/secrecdo das larvas do parasito em desenvolvimento, que atuariam ou inibindo
centros enzimaticos relacionados ao ciclo de Krebs, resultando no acimulo de oxaloacetato,
ou suprimindo complexos de oxidoredugéo que integram a via de fosforilagdo mitocondrial do
molusco hospedeiro, passando a acionar mecanismos complementares para obtengdo de
energia (MANTAWY et al., 2013). Assim, condi¢cdo similar poderia estar ocorrendo na
interface B. glabrata/E. paraensei.

Variag0es relevantes relacionadas ao estado mitocondrial desacoplado (estado 3u) de B.
glabrata infectada por E. paraensei foram também observadas ap6s a adicdo da FCCP
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(carbonil cianeto de p-trifluormetoxifenilhidrazona). Nestas condigdes, a diminuigdo na taxa
de respiragdo mitocondrial em moluscos infectados, possivelmente resulta na redugdo do
numero de mitocondrias situadas no complexo génada-glandula digestiva nestes hospedeiros
(STUART et al., 1998). Durante o desenvolvimento ontogénico de E. paraensei verifica-se
intenso processo de reproducédo assexuada, culminando com a formacéo de esporocistos, que
por sua vez formardo numerosas rédias, que em seguida dardo origem as também numerosas
cercarias (PINHEIRO et al.,, 2004a,b, 2005). Como consequéncia, acentuada reagédo
inflamatdria € observada no complexo gonada-glandula digestiva do molusco hospedeiro,
resultando em severas lesdes celulares acompanhadas por proliferacdo focal e difusa de
hemdcitos, expansdo da matriz extracelular, levando a formacdo de &reas de fibrose e
calcificacdo metastatica (BORGES et al., 1998; TUNHOLI-ALVES et al., 2013; TUNHOLI
et al., 2013). Tais reacdes resultam no comprometimento funcional do 6rgdo e podem
contribuir para a redugdo da densidade mitocondrial na glandula digestiva de B. glabrata
infectada, favorecendo a diminui¢cdo no consumo de oxigénio nestes organismos.

Hoch (1992) e Robinson (1993) verificaram que as atividades de muitas proteinas
associadas a membrana mitocondrial sdo moduladas em funcdo do meio fosfolipidico
correspondente. Dentre os fosfolipidios, a cardiolipina, em particular, é encontrada em estreita
associacao com varias proteinas de membrana mitocondrial, regulando diretamente a
atividade de algumas delas, como por exemplo, a citocromo-c oxidase, carnitina acil-
transferase e ATPase (HOCH, 1992). Em estudo retrospectivo, Tunholi-Alves et al. (2011b)
observaram variacdes no perfil lipidico de B. glabrata experimentalmente infectada por E.
paraensei. Como principais resultados, um decréscimo significativo nos contetudos de
determinadas fragdes de lipidios neutros foi apresentada, indicando alteracbes estruturais
importantes na glandula digestiva do hospedeiro. Assim, a depressao do sistema mitocondrial
verificada em moluscos infectados pode ainda ser justificada em decorréncia das alteragdes na
composicdo de fosfolipidios que integram a membrana plasmética desta organela,
contribuindo para a supressao de centros enzimaticos que compdem a cadeia respiratoria.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a infeccdo por E. paraensei causa
consideraveis variacdes na fisiologia mitocondrial de B. glabrata, induzindo a ativacdo de
mecanismos fisiolégicos compensatorios que garantem a sobrevivéncia do molusco
hospedeiro e o completo desenvolvimento do parasito. A diminui¢gdo no consumo basal de
oxigénio mitocondrial e, por conseguinte, a reducdo na taxa de fosforilagdo oxidativa em

moluscos infectados demonstra a ativacdo de vias anaerdbias fermentativas complementares
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como interessante estratégia metabolica desenvolvida pelo hospedeiro. Esta condicdo
fisiologica observada nos organismos infectados é estabelecida possivelmente mediante a
diminuicdo na densidade mitocondrial do tecido analisado, ou ainda, em consequéncia da
supressdo de centros enzimaticos relacionados as reacGes oxidativas do hospedeiro pelo

parasito.
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6 CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir:
» a exposicdo por 5 e 50 miracidios de E. paraensei em B. glabrata induziu o
recrutamento de vias anaerdbias fermentativas, especialmente aquelas dependentes da

lactato desidrogenase;

» aexposicdo por E. paraensei induziu um intenso processo inflamatorio no complexo
gbnada-glandula digestiva no molusco hospedeiro comprometendo a capacidade

funcional do érgéo;

» uma redugdo no consumo de O, mitocondrial e, por conseguinte, diminui¢cdo na
capacidade de fosforilacdo oxidativa foi constata em B. glabrata infectada por E.

paraensei.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo tanto por cinco quanto por 50 miracidios de E. paraensei induziu a
aceleracao do processo de degradacdo anaerobia de carboidratos em B. glabrata, por uma via
bioguimica dependente da lactato desidrogenase, possibilitando o molusco hospedeiro obter
energia (ATP) a partir da redugdo do &cido pirtvico. Esta condigdo metabdlica representa um
interessante processo de adaptacdo fisioldgica do hospedeiro intermediario, assegurando a
continuidade da via glicolitica bem como a capacidade deste em utilizar uma nova glicose
como principal substrato energético imprescindivel para a manutencao de suas funces vitais.
A partir dos resultados histoquimicos obtidos, um intenso processo inflamatério na glandula
digestiva do molusco hospedeiro foi verificado como consequéncia do desenvolvimento
parasitario, comprometendo a capacidade funcional do 6rgdo o que contribui em parte para a
quebra da normoglicemia verificada nos periodos mais tardios da infeccdo. Adicionalmente,
os resultados ainda revelam que o parasitismo por este equinostomatideo causa consideraveis
variacdes na fisiologia mitocondrial de B. glabrata. A diminuicdo no consumo basal de
oxigénio mitocondrial e, por conseguinte, a reducdo na taxa de fosforilacdo oxidativa em
moluscos infectados demonstra a sobreposicdo de vias anaerGbias fermentativas
complementares. Tal cenario fisiologico observado nos organismos infectados pode ter sido
estabelecido ou mediante a diminui¢do na densidade mitocondrial do tecido analisado, ou
ainda, em conseqliéncia da supressdo de centros enzimaticos relacionados as reacdes
oxidativas do hospedeiro pelo parasito.

As alteragfes mais acentuadas foram demonstradas em moluscos submetidos a uma
elevada carga parasitaria (50 miracidios) em relacdo aos organismos expostos a cinco
miracidios denunciando uma resposta dose-dependente. Ao analisar a varidvel tempo, as
maiores variagdes foram observadas no final da terceira e quarta semanas de infeccdo em
ambos 0s grupos parasitados, confirmando que este é o periodo de maior demanda energética
pelo hospedeiro e pelas larvas do parasito em desenvolvimento. Este periodo coincide com a
etapa de formacdo e maturacdo de rédias, estagios larvais caracterizados pela presenca de uma
boca primitiva, faringe muscular e intestino, permitindo as larvas alimentarem-se diretamente
de tecidos da glandula digestiva de B. glabrata. PadrGes diferentes a este sdo observados para
ciclos de trematodeos envolvendo duas geracdes de esporocistos. Neste contexto, as

alteracOes fisioldgicas constatadas no hospedeiro intermediério sdo mais pronunciadas nos
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periodos iniciais da infeccdo e podem ser justificadas pela auséncia de rédias durante o
desenvolvimento ontogénico de tais helmintos.

A caracterizacdo das alteracbes bioquimicas e histopatoldgicas em B. glabrata
infectadas por E.paraensei demonstradas no presente estudo possibilitou a melhor
compreensdo desta relacdo, imprescindivel para o desenvolvimento de novas drogas ou
formulacGes mais seguras e eficazes destinadas no controle da populagédo deste molusco
hospedeiro. Esta proposta atende diretamente as especificacdes e recomendacfes apontadas
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1983), a qual sugere que o controle das
parasitoses transmitidas por tal hospedeiro seja baseado em medidas integradas voltadas no

monitoramento e controle de populacGes de moluscos infectados.
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