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RESUMO

O nematodeo Angiostrongylus costaricensis tem como hospedeiros intermediarios diversos
moluscos pulmonados, no entanto, sua via-migratoria foi estudada somente em Sarasinula
marginata. Neste trabalho investigou-se 1- a via-migratoria do parasita em Omalonyx
matheroni, 2- a reagdo tecidual e desenvolvimento larvar em alguns pulmonados (O.
matheroni, Biomphalaria glabrata, Deroceras sp. e S. marginata), e 3- o potencial como
hospedeiro intermediario de O. matheroni e Deroceras sp.. Espécimes de O. matheroni foram
infectados com 1200 larvas L1 para preparagdo de cortes histologicos corados em HE. Para a
via-migratoria foram estudados pontos com 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 8 horas, 2, 5, 10, 12, 15,
20, 21, 25, 28 e 30 dias de infecc¢do. A andlise dos cortes histologicos revelou a ocorréncia de
infec¢do oral e cutdnea. A via-migratorvia mostrou-se intimamente relacionada as vias do
sistema circulatorio indicando que as larvas sdo por estas conduzidas aos diversos orgdos. No
estudo comparativo da reagdo hemocitdria nos pulmonados esta diferiu em intensidade e grau
de ativagdo celular. Todas as espécies se tornaram mais responsivas a L2 e a face concava
larvar (ventral). Deroceras sp. e O. matheroni apresentaram uma camada colagena ao redor
dos granulomas, ausente em S. marginata e B. glabrata. 4 andlise comparativa da resposta
hemocitaria em gastropodes pulmonados demonstrou que os aspectos da infec¢do sdo muito
semelhantes entre as espécies estudadas. No entanto, muitos padroes se mostraram variaveis
(intensidade da resposta, ativa¢do celular — morfologia — e presengca de coldgeno),
demonstrando o alto grau de conservagdo do sistema imunologico inato e a heterogeneidade
funcional dos hemocitos. No estudo do desenvolvimento larvar 10 exemplares de cada espécie
foram infectados (400L1) e digeridos apos 5, 10, 15, 20 e 30 dias. A porcentagem de cada
estadio larvar recuperado com 15, 20 e 30 dias, apresentou diferengas significativas (qui-
quadrado) entre as espécies. As larvas L3 obtidas de O. matheroni e Deroceras sp. foram
utilizadas para infecg¢do oral de camundongos que, apos 30 dias, apresentaram vermes adultos
no plexo mesentérico, constatando a infectividade das larvas e o potencial destas espécies
como hospedeiras intermediarias.



ABSTRACT

Different species of mollusks are intermediate hosts of the nematode Angiostrongylus
costaricensis. This work aimed to investigate I- the migratory route of the nematode in
Omalonyx matheroni, 2- the hemocytic perilarval reaction and larval development in
pulmonate snails (O. matheroni, Biomphalaria glabrata, Deroceras sp. e S. marginata) and 3-
the potential of O. matheroni and Deroceras sp. as intermediate hosts. For histological studies
O. matheroni specimens were infected with 1200 L1 larvae. The migratory route was
described by analyzing hematoxilin-eosin stained slides from formalin-millonig fixed
specimens at 30 minutes, 1, 2, 4, 6 and 8 hours, 2, 5, 10, 12, 15, 20, 21, 25, 28 and 30 days
after infection. Larval penetration through the skin and digestive tract were observed for all
studied species. The migratory route showed to be highly related to circulatory system, which
provides the access ways to many organs and regions of snail’s body. The comparative study
of hemocytic reaction in pulmonate gastropods showed that although there are many
similarities related to the aspects of infection, some patterns are variant (response intensity,
cellular activation —morphology - and presence of collagen), demonstrating conserved innate
immune mechanisms and some functional heterogeneity in mollusk’s hemocytes. To follow the
larval development, groups of 10 individuals of each species were infected (400 L1) and
digested after 5, 10, 15, 20, 30 days. We found significant inter-specific differences between
the percentages of larval stages recovered 15, 20 and 30 days after infection. Third stage
larvae recovered from O. matheroni and Deroceras sp. were used to infect Mus musculus. The
presence of adult worms in mesenteric vessels after 30 days of infection demonstrates the
potential of both species as intermediate hosts.
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1 INTRODUCAO

1. 1 A angiostrongiliase abdominal

Angiostrongylus costaricensis (Nematoda: Protostrongylidae) é o agente causador da
angiostrongiliase abdominal, parasitose descrita por Céspedes et al. (1967) como granuloma
entérico com intensa eosinofilia tissular produzido por um estrongilideo. Casos humanos
haviam sido observados na Costa Rica entre 1951 e 1967. No entanto, o agente etioldgico e os

pormenores da doenga foram descritos somente em 1971 por Morera & Céspedes.

O quadro patolégico da angiostrongiliase abdominal (Graeff-Teixeira et al. 1991b)
consiste em comprometimento vascular devido a presenca de vermes adultos nas artérias,
causando trombose e necrose, granulomas peri-ovulares e eosinofilia. Estas reacdes sdo
exacerbadas pela presenga de antigenos dos ovos, das larvas e dos parasitos adultos.
Usualmente as lesdes anatomicas — pseudoneopldsicas (predominam o espessamento da
parede intestinal) e isquémico-congestivas (4reas segmentares de congestdo e necrose) — se
localizam no apéndice cecal, ileo terminal e cecum. A principal sintomatologia ¢ dor
abdominal, febre e eosinofilia intensa com ocasional anorexia, nauseas ¢ vomitos (Robles et
al. 1968).

A letalidade da parasitose esta relacionada a perfuragdo intestinal a qual resulta em
peritonite e sépsis. As taxas de obito foram calculadas em 1,7% na Costa Rica (Loria-Cortes

& Lobo-Sanahuja 1980) e 7,4% no Brasil (Graeff-Teixeira 1986).

O ser humano ¢ hospedeiro acidental e se infecta através da ingestdo de L3. Os
parasitas adultos se alojam no plexo mesentérico. No entanto, diferentemente dos roedores,
ndo ocorre eliminagdo de larvas nas fezes humanas devido a retengdo dos ovos do parasita na
parede intestinal (Morera & Céspedes 1971b). Desta forma ndo s@o detectadas evidéncias da

presenca do parasita no exame parasitologico de fezes.

O diagnostico definitivo consiste na observagdo do quadro patologico acima descrito
juntamente com a presenga de vermes adultos no plexo mesentérico do paciente apos
intervengdo cirargica. No entanto dados coletados através de anamnese, relacionados a
informagdes epidemiologicas, clinicas e laboratoriais constituem importantes indicios da
parasitose. O fato de o quadro clinico ser geralmente confundido com apendicite ou abdome
agudo, aliado a auséncia de um diagnoéstico soroldgico disponivel e a impossibilidade de
diagnostico parasitologico, resulta em prevaléncia subestimada da parasitose (Fauza et al.

1990). A distribuicdo geografica da angiostrongiliase abdominal se encontra na tabela 1.

Tendo em vista que diversos anti-helminticos causaram agravamento do quadro



clinico em estudos experimentais, ndo existe um tratamento seguro para esta parasitose, sendo

0 acompanhamento do paciente a alternativa indicada e em casos de agravamento do quadro ¢

aconselhada a retirada cirtirgica dos vermes adultos.

PAIS
Argentina
Brasil
Colombia
Costa Rica
El Salvador
Equador
Estados Unidos
Guadalupe
Guatemala
Honduras
Martinica
México
Nicardgua
Panama
Peru
Venezuela

Zaire

REFERENCIA
Demo & Pessat 1986

Ziliotto et al. 1975
Malek 1981
Céspedes et al. 1967
Sauerbrey 1977
Morera et al. 1983
Hulbert et al. 1992
Juminer et al. 1992
Kramer et al. 1998
Sierra & Morera 1972
Jeandel et al. 1988
Velasquez et al. 1974
Duarte et al. 1991
Sanchez 1992

Sly et al. 1982
Paredes 1973

Baiard et al. 1987

Tabela 1: Primeiro relato de ocorréncia de angiostrongiliase abdominal

No Brasil, a angiostrongiliase abdominal tem sido considerada uma parasitose

emergente, ¢ conta com aproximadamente 90 casos humanos, sendo 81 diagnosticados pelo

Instituto de Patologia de Passo Fundo (comunicagao pessoal de Rubens Rodriguez e Aventino

Alfredo Agostini a Henrique Leonel Lenzi).



1. 2 Sobre o parasita - Angiostrongylus costaricensis

Apesar das controvérsias a respeito da sistemdtica do género, foram reportadas entre
13 e 19 espécies de protostrongilideos do género Angiostrongylus que parasitam roedores,
musaranhos e carnivoros. Dessas, duas espécies parasitam o homem: Angiostrongylus
cantonensis e A. costaricensis. A primeira foi descrita por Chen (1935) em Canton, na China
e causa a meningite eosinofilica (Alicata 1962) e ocorre nos paises da Asia e do sul do
Pacifico (Alicata 1991). Roedores sdo os hospedeiros definitivos e moluscos, os hospedeiros

intermediarios, porém diversos taxons podem atuar como hospedeiros paratémicos.

A. costaricensis foi descrito por Morera & Céspedes (1971) na Costa Rica. Seu ciclo ¢
heteroxénico envolvendo o parasitismo em moluscos e roedores. Os hospedeiros
intermediarios sdo infectados via oral e cutinea pelas L1 presentes nas fezes de roedores
(Morera 1973, Thiengo 1996, Mendonga et al. 1999). Esse estadio larvar ¢ muito ativo e mede
aproximadamente 260 um — 290 pm por 14 — 15 pm. No 4° dia tem inicio a primeira muda.
As L2 s3o imoveis e apresentam acumulo lipidico, suas dimensdes sdo aproximadamente 370
pm por 36 um. A segunda muda se da entre o 11° e 0 14° dia e as L3 (460 um — 480 um por
28 um), infectantes para o hospedeiro definitivo, sdo moéveis e ndo apresentam acumulo

lipidico (Morera 1973) (Fig. 1).

Quanto a eliminacdo das larvas pelo molusco, os dados da literatura demonstram que
se trata de um processo fortuito ¢ mecanico dependendo, aparentemente, de granulomas
localizados préoximo ao tegumento (Morera & Céspedes 1971b, Conejo & Morera 1988,
Mendonga et al. 2003). Devido a contragdo muscular, os granulomas que envolvem as L3 e se
encontram proximo as glandulas do tegumento sdo rompidos, ocasionando a liberagdo das
larvas para o exterior juntamente com a secre¢do mucosa (Mendonga et al. 2003). A baixa
recuperagdo larvar no muco observada em infecgdes naturais (Rambo et al. 1997) e
experimentais (Bonetti & Graeff-Teixeira, 1998) reforca o carater acidental de sua eliminacao
(Fig. 1).

O hospedeiro definitivo se infecta pela ingestdo de moluscos parasitados (Morera
1973) e/ou alimentos com muco contendo L3 (Tesh et al.1973) (Fig. 2). A terceira muda
ocorre no final do 3° e inicio do 4° dia, e, entre 0 5° ¢ 0 7° dia, as L4 originam L5. Os vermes
adultos atingem as artérias mesentéricas, seu habitat final, a partir do sistema linfatico. A

oviposi¢do tem inicio a partir do 18° dia e pode-se observar L1 nas fezes 24 dias apos a

infeccdo (Mota & Lenzi, 1995, 2005).
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Fie. 2: Via Migratoria em Siemodon hispidus
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Quadro 1: Posi¢do sistematica de A. costaricensis:

Reino Metazoa
Filo Nematoda

Classe Secernentea ou Phasmida

Ordem Strongylida
Super familia Metastrongyloidea
Familia Protostrongylidae
Género Angiostrongylus

Espécie Angiostrongylus costaricensis

(Ruppert 1996, Anderson 1992)




1.3 Hospedeiros definitivos de A. costaricensis

Os roedores sdo os hospedeiros definitivos de A. costaricensis, no entanto mamiferos
de outras ordens foram encontrados naturalmente infectados. Um grande niimero de espécies
pode ser parasitada por este nematddeo, indicando sua baixa especificidade em relacdo ao

hospedeiro definitivo. A Tabela 2, abaixo, apresenta as espécies de mamiferos que foram

encontradas naturalmente parasitadas:

ORDEM ESPECIE

Rodentia

Primates

Carnivora

Sigmodon hispidus
Rattus rattus
Zygodontomys microtinus
Liomys adspersus
Oryzomys fulvescens
O. caliginosus
Proechimys sp

R. norvegicus

L. salvini

Tylomys watsoni
Peromyscus nudipes
O. albigularis

O. nigripes

O. ratticeps

Saguinus mystax
Callithrix penicillata
Homo sapiens sapiens
Nasua narica bullata

Canis familiaris

REFERENCIA

Morera 1971

Morera 1971

Tesh et al. 1973

Tesh et al. 1973

Tesh et al. 1973

Malek 1981

Santos 1985

Morera 1986

Morera 1986

Morera 1986

Morera 1986

Morera 1986
Graeft-Teixeira et al. 1990
Graeftf-Teixeira et al. 1990
Monge et al. 1978

Monge et al. 1978
Céspedes et al. 1967

Sly et al. 1982

Rodriguez et al. 2002

Tabela 2: Espécies de mamiferos encontradas naturalmente parasitadas



O hospedeiro definitivo com maior importdncia epidemioldgica na Costa Rica
(Morera 1986) e no Panama (Tesh et al. 1973) € S. hispidus, conhecido popularmente como
rato do algoddo. Nesses paises foi verificada prevaléncia de infec¢do de respectivamente
25,9% e 24,0%. Tesh et al. (1973) atribuem as altas taxas de infeccdo ao habito alimentar
desse roedor, o qual preda invertebrados, inclusive os moluscos, os quais atuam como
hospedeiros intermediarios do parasito. Do ponto de vista epidemiologico essa espécie de
roedor ¢ muito importante uma vez que ¢ freqiiente no domicilio e peridomicilio, inclusive em
plantacdes e hortas (Rey 1991) e tem ampla distribui¢do geografica (do sul dos Estados
Unidos até o norte do Peru). O principal responsavel pela manutengdo do ciclo no Brasil é O.

nigripes (Graeff Teixeira et al 1990).

Morera (1986) supde que os outros mamiferos, que foram encontrados naturalmente
parasitados por A. costaricensis, apesar da baixa prevaléncia, podem desempenhar um

importante papel na manutengao do ciclo na natureza.

1. 4 Hospedeiros intermediarios de A. costaricensis

Como em relagdo a seus hospedeiros definitivos, 4. costaricensis apresenta baixa
especificidade também para os hospedeiros intermedidrios. Diversas espécies de diferentes
ordens de pulmonados foram encontradas naturalmente infectadas, além daquelas que se
mostraram susceptiveis em infecgoes experimentais (Tab. 3). No entanto, os moluscos da
ordem Soleolifera, familia Veronicellidae tém maior importancia epidemioldgica e em areas

endémicas, foram observadas taxas de prevaléncia de até¢ 50,0 % (Morera 1985).
1. 5 Sobre os moluscos
1.5.1 Aspectos gerais

O filo Mollusca ¢ o terceiro grupo animal de maior sucesso depois dos artropodes e
vertebrados e possui aproximadamente 93.000 espécies (South 1992, Brusca & Brusca 2003).
Embora os moluscos sejam celomados protostdmios, o celoma ¢ muito reduzido e a principal
cavidade do corpo ¢ a hemocele. O sistema circulatorio ¢ em geral aberto e na hemolinfa sdo
encontrados as células do sistema interno de defesa (hemocitos, celomocitos, amebocitos) € os
pigmentos respiratorios (hemocianina, hemoglobina e ou mioglobina) (Furuta & Yamaguchi
2001, Brusca&Brusca 2003). Lesmas, caracois ou caramujos pertencem a classe Gastropoda
que ¢ dividida em trés subclasses: Prosobranchia (Streptoneura), Opistobranchia e Pulmonata
(os dois ultimos formando o grupo Euthyneura) (Brusca & Brusca, 2003). Pulmonata

compreende principalmente as lesmas e caramujos terrestres hermafroditas e de agua doce,



com poucas espécies marinhas. A subclasse ¢ dividida em quatro ordens: Archaeopulmonata,

Basommatophora, Stylommatophora e Systellommatophora (Brusca & Brusca, 2003).

A maioria dos gastropodes terrestres (80%) pertence a subclasse Pulmonata, ordem
Stylommatophora. Em muitas regides do mundo eles dominam a fauna terrestre (Wade at al.,
2001; Barker, 2001). Sao popularmente denominados caramujos ou caracois € a concha pode

estar presente, ausente ou reduzida (externa ou interna).

Em vérias familias de pulmonados a reducdo progressiva da concha, gerou a “forma
de lesma” (slug-like), fendmeno conhecido como limacizagdo. Na ordem Soleolifera: familia
Veronicellidae a concha ¢ ausente enquanto na ordem Stylommatophora: familia Limacidae
esta ¢ interna e reduzida. Acredita-se que a reducdo da concha possibilitou que estas espécies
ocupassem habitats em que maioria dos caracdis ndo pode sobreviver devido a demanda de
sais de calcio. Além disso, a tolerdncia a dessecagdo, a compressdo do corpo ¢ o aspecto

vermiforme possibilitam que esses moluscos se abriguem em fendas no solo (South 1992).

Nos Stylommatophora, os olhos estdo na extremidade dos tentdculos posteriores.
Segundo Paraense (1981), esse grupo se encontra mais restrito as regides tropical e
subtropical. Nessa ordem s3o encontrados grupos que apresentam limacizagao e que por tanto
tém aparéncia semelhante as lesmas, no entanto, ndo sdo conhecidos como lesmas verdadeiras
(pertencentes a ordem Soleolifera), pois apresentam concha (externa reduzida ou interna),
cavidade pulmonar e recolhem os tentaculos invertendo-os, € ndo contraindo-os (Malek

1985).

South (1992) reporta que os danos causados por esses Stylommatophora slug-like em
muitas culturas agricolas tém sido avaliados em alguns paises da Europa e vém aumentando
nos ultimos 30 - 40 anos. Informagdes sobre a importancia economica das lesmas sdo dificeis
de serem obtidas pela auséncia de trabalhos especificos. Entretanto, esse autor listou as trés
espécies de “lesmas” estilomatdforas mais destrutivas em culturas agricolas: Deroceras

reticulatum, Arion ater € Limax maximum.



Tabela 3 : Revisiio sobre ica e tipo de infeccdo registrada para diferentes a0 A. costaricensis
Espécie Ordem Familia Infeccdo experimental Infec¢do natural Distribui¢do no Brasil
Achatina fulica Stylommatophora Achatinidae Carvalho et al. (2003) Espécie africana introduzida no Brasil e de ampla
distribui¢do no pais.
Biomphalaria glabrata Basommatophora Planorbidae Ubelaker et al. (1980), Lima Amplamente distribuida no Brasil (Paraense 1972,
1986, Paraense et al. 1983, Carvalho et al. 1998).
etal. (1992b).

B. straminea Basommatophora Planorbidae Lima et al. (1992b) Distribuigdo mais densa nas éreas costeiras do sul
da Bahia e nordeste de Minas Gerais. Encontrada
também em outros estados (Paraense 1972, 1986,
Paraense et al. 1983)

B. tenagophila Basommatophora Planorbidae Lima et al. (1992b). Distribui-se por larga faixa costeira, desde o sul da
Bahia até Chui no Rio Grande do Sul. Populagdes
isoladas encontram-se no Distrito Federal ¢ Minas
Gerais (Paraense 1986).

Bradyb. Styl phora Graeff-Teixeira et al. Espécie asiatica introduzida no Brasil e de ampla

(1993), Rambo et al. distribui¢do no pais. (Aradjo 1989).
(1997).
Deroceras laeve Stylommatophora Agriolimacidae Maurer et al. (2002) Espécie européia introduzida no Brasil e de ampla
distribuig@o no pais.
Helix aspersa Stylommatophora Helicidae Thiengo et al. (1993). Espécie européia introduzida no Brasil e de ampla
distribui¢do no pais.
Limax. flavus Stylommatophora Agriolimacidae Graeff-Teixeira et al. Espécie européia introduzida no Brasil e de ampla
(1993), Rambo et al. distribuig@o no pais.
(1997).

L. maximus, Stylommatophora Agriolimacidae Graeff-Teixeira et al. Espécie européia introduzida no Brasil e de ampla
(1993). Distribui¢éo pais.

Megalobulimus sp. Stylommatophora Megalobulimidae Graeff-Teixeira et al. (1991) Ocorréncia em varios estados brasileiros (Oliveira

etal 1984).
Belocaulus angustipes Soleolifera Veronicellidae Rambo et al. (1997).
Phyllocaulis boraceiensis Soleolifera *Veronicellidae Bonetti & Graeff-Teixeira Ocorre no Sul do Brasil de Minas Gerais a Santa
(1998) Catarina (Bonetti & Graeff-Teixeira 1998),
P. soleiformis Soleolifera *Veronicellidae Bonetti & Graeff-Teixeira Thiengo et al. (1993),

(1998)

Graeff Teixeira et al.
(1994), Rambo et al.
(1997)



1.5.2 Caracterizacdo dos moluscos utilizados como modelo experimental

Para a realizacdo das infec¢des experimentais foram selecionados moluscos de géneros
representantes das principais ordens de Pulmonata (Basommatophora, Stylommatophora e
Soleolifera). A seguir serdo caracterizados todos os géneros que foram utilizados como
modelo experimental no estudo da interacdo de A. costaricensis com os moluscos

pulmonados.
1.5.2.1 Género Biomphalaria: Familia Planorbidae: Ordem Basommatophora

Os moluscos do género Biomphalaria sdo pulmonados aquaticos (subclasse:
Pulmonata) pertencentes a familia Planorbidae, ordem Basommatophora (basis, base;
ommatos, olho; pherein, portar). Essa ordem estd representada nas 4dguas continentais da
América do Sul tropical pelas familias Chilinidae, Lymnaeidae, Physidae, Ancylidae e

Planorbidae (Paraense 1981).

Algumas espécies da familia Lymnaeidae (género Lymmnaea) podem atuar como
hospedeiras intermediarias da Fasciola hepatica, trematédeo causador da fasciolose
(Magalhdes et al. 2004). Nas Américas e na Africa os moluscos do género Biomphalaria
atuam como hospedeiros intermediarios do Schistosoma. mansoni. Estes moluscos possuem
concha plano-espiral que pode variar em didmetro nos adultos entre 7mm a 40mm e largura
entre 2mm e 15mm (Paraense 1972). Na cabeca projetam-se dois tentaculos e na base desses

encontram-se os olhos (Basommatophora).

As bionfalarias s3o hermafroditas capazes de realizar autofecundagdo e fecundagdo
cruzada. Na regido do colo estdo presentes as duas aberturas genitais separadamente (Prancha
1, Fig. 1A). As figuras 1B e 1C (Prancha 1) mostram o posicionamento dos orgdos e do
sistema reprodutor desses moluscos (Paraense & Deslandes 1955, Paraense 1972). Quando
criados em isolamento, se reproduzem por autofecundagdo por muitas geragdes. Porém, nas
populagoes de campo ou de laboratorio, a fecundagao cruzada € priorizada. O nimero de ovos
por desova varia de um a mais de 100 e a eclosdo normalmente se inicia sete dias apds a
postura. Esses planorbideos sao dotados de notavel precocidade sexual uma vez que, 30 dias
apos a eclosdo, podem alcangar a maturidade sexual (Paraense 1953, 1955, 1972, 1976a).

Essa espécie ¢ susceptivel ao 4. costaricensis em infecgdes experimentais (Tab. 3).



Pranchal: Biomphalaria glabrata
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Fig 1.A: Biomphalaria glabrata, escala: barra = 5Smm
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Fig 1.B: Anatomia Interna, lado esquerdo Fig 1.C: Sistema Reprodutor (Paraense 1975)

Legenda modificada

Legenda: bd - Bolsa do Oviduto, bo —Boca, bp - Bainha do Penis, bv - Bolsa Vaginal, ed - Espermiduto, eg -
Encruzilhada Genital, cm - Colar do Manto, ¢l - Crista Lateral, cr - Crista Retal, em — Espermateca, et — Estdmago,
ga — Glandula de Albumem, gd — Glandula Digestiva, gn — Glandula Nidamental, it — Intestino, me - Musculo
Columelar, mu - Mufla, mt— Manto, od — Oviduto, oe — Ovispermiduto, ot — Ovoteste, pb - Pseubranquia,

pe — Sola do Pé, pf— Poro Genital Feminino, pm — Poro Genital Masculino, pp - Preucio do Penis, pr — Prostata,
pt - Pneumostoma, pt — Pneumostoma, te — Tentaculo. tr - Tubo Renal, ut - Utero, va - Vagina, vp - Veia
Pulmonar, vs - Vesicula Seminal

Tlustragdo: Daniel Coscarelli Fonte: Vidigal et al (em prep)



1.5.2.2 Género Deroceras: Familia Limacidae: Ordem Stylommatophora

Os exemplares da familia Limacidae passaram pelo processo de limacizagao (descrito
acima), apresentando, portanto, morfologia externa semelhante a das lesmas (as lesmas
“verdadeiras” sdo da ordem Soleolifera). O género Deroceras (Prancha 2, Fig. 2A) inclui
espécimes pequenos (5 - 6 cm de comprimento) com concha interna vestigial (coberta pelo
manto) localizada na regido dorsal anterior do animal. Sao moluscos hermafroditas, com poro
genital unico e abertura anal na lateral anterior, a direita do corpo. As figuras 2B e C (Prancha
2), mostram o posicionamento dos oOrgdos desses moluscos, bem como seu sistema

reprodutor.

Amplamente distribuido na Europa, o género Deroceras foi introduzido em varias
regides do mundo. Algumas espécies tém sido encontradas na América do Norte, Australia e
sdo consideradas pragas na Inglaterra (South 1992). Estdo entre as espécies introduzidas
amplamente distribuidas na América do Sul, inclusive no Brasil (Fernandes 1982, Chiaridia et
al. 2004). Moluscos deste género atuam como hospedeiros intermediarios de A. cantonensis
(Alicata 1965) e, em relagdo a A. costaricensis, foram recuperadas larvas de metastrongildides
a partir de espécimes coletados em areas endémicas na regido sul do Brasil (Maurer et al.

2002).

Alguns autores referem-se ao género Deroceras como integrante da familia
Agriolimacidae. Entretanto, revisdes recentes consideram Limax e Deroceras representantes
da familia Limacidae (South 1992). A denominagdo Deroceras (Rafinesque-Schmaltz, 1820)
tem sido utilizada por muitos autores americanos e europeus. Entretanto, autores britdnicos

tém se referido ao género como Agriolimax (Morch, 1865).

Quanto ao aspecto reprodutivo, esses moluscos sdo hermafroditas e protoandrios. A
fecundagdo cruzada ¢é usual embora autofecundagdo seja observada em culturas de
laboratorio. Stephenson (1968) reporta que a maturidade sexual pode ser atingida antes que os
individuos alcancem o crescimento total. E referido que a 15°C alguns individuos desse
género podem ovipor com 118 dias e 2,5 cm de comprimento. Sobre a influéncia da
temperatura na eclosdo dos ovos, South (1992) relata experimentos, mostrando que a 20 -
21°C os ovos de D. reticulatum eclodem em 18 a 22 dias, ocorrendo varia¢des de acordo com
as condi¢cdes ambientais e a espécie (20 a 40 dias). Geralmente, em uma mesma desova, o
tempo de eclosdo dos ovos pode variar, bem como o nimero de ovos e¢ o periodo de
encubacdo, entre e dentro das espécies. Para D. reticulatum sao atribuidos 500 ovos por ano,

com uma média de 22 ovos por desova. Em condi¢des favoraveis, esses moluscos podem se



reproduzir continuamente durante todo o ano (South 1992). Stephenson (1968) comenta que a
longevidade depende da espécie, atingindo 9 a 13 meses em A. reticulatus. Heller (2001)
ressalta que a consideravel variagdo no niimero de ovos entre espécies esta relacionada ao
tamanho e idade do animal parental, condicdes ambientais e competicdo intra e

interespecifica.



Prancha2: Deroceras sp.

Fig 2.A:Deroceras sp.

Fig 2.B: Anatomia Interna, vista dorsal Fig 2.C: Sistema Reprodutor, vista ventral

Legenda: an — Anus, bb — Bulbo Bucal, bo — Boca, de —Ducto da Espermateca, em — Espermateca, et — Estomago,
ga — Glandula de Albumem, gd — Glandula Digestiva, gn — Ganglios Nervosos, it — Intestino, mt — Manto, od —
Oviduto, oe — Ovispermiduto, ot — Ovoteste, pe — Sola do P¢, pg — Poro Genital, pr — Prostata, pt — Pneumostoma,
rm — Rim, rt — Reto, to — Tentaculo Optico.

Ilustragdo: Daniel Coscarelli Fonte: Vidigal e/ al (em prep)



1.5.2.3 Género Omalonyx: Familia Succineidae: Ordem Stylommatophora

A familia Succineidae apresenta grande variacdo morfologica e ¢ amplamente
distribuida no mundo. Os moluscos do género Omalonyx (Fig.3A), sdo pulmonados terrestres
hermafroditas, herbivoros e reproduzem-se por autofecundagdo ou fecundagdo cruzada
(Barker, 2001). O formato corporal ¢ semelhante ao de lesmas (slug-like), com pequena
concha dorsal de formato ovoide, externa, localizanda sobre a regido visceral a qual ¢é presa,
em sua circunferéncia, por uma pequena projecdo do manto. No colo, no lado direito do
animal, estd localizada, anteriormente, a abertura genital unica. O pneumdstoma encontra-se
posteriormente a essa, seguido da abertura do anus. As figuras 3B e 3C (Prancha 3) mostram

o posicionamento dos 6rgdos e o sistema reprodutor (anatomia interna).

Os succineideos sdo considerados como um grupo especial por compartilharem
caracteristicas morfologicas com representantes considerados mais primitivos como 0s
Basommatophora e Opistobranchia. A posicdo sistematica dos succineideos dentro dos
Stylommatophora tem sido objeto de discussdo (Patterson 1971, Barker, 2001). Patterson
(1971) ressalta a importancia do estudo dessa familia. Dutra-Clarke et al. (2001) usando
dados moleculares afirmam que os succineideos ocupam uma posi¢do chave na elucidacao

das etapas na evolugao dos pulmonados.

Segundo Patterson (1971) o género Omalonyx encontra-se nas regioes do Caribe, nas
Américas Central e do Sul. Segundo Tiller (1981) Omalonyx (Omalonyx) unguis é a espécie
tipo (Fischer, 1874) e provavelmente ocorre em todas as regides da bacia do Parand e do
Paraguai. Tiller (1981), enfatizando que o género ¢ amplamente distribuido na América do
Sul, chama ateng¢ao ainda para o reduzido numero de estudos. Muitas espécies dessa familia
ocorrem em pantanos, brejos e margem de lagos e podem ser encontradas em solo umido ou
sobre vegetacdo emergente de sistemas de agua doce. Considerando esses aspectos muitas
vezes essas espécies sdo incorretamente caracterizadas como anfibias. Entretanto, como a
respiracdo se da estritamente através do ar e ndo existe dependéncia da 4gua para a
alimentacdo ou reprodugdo, esses moluscos sdo terrestres. Varias espécies sao conhecidas por

se dispersarem passivamente sob a ldmina d’agua (Barker, 2001).

Estudos sobre os aspectos reprodutivos basicos de Omalonyx estdio em andamento
(Montresor et al. Manus. in prep.). No entanto, experimentos preliminares demonstram que,
em condi¢des de laboratério, a sua primeira postura ocorre aproximadamente aos 75,4 + 5,83
dias de vida, quando apresentam uma massa corpérea de 0,388 + 0,07g. O intervalo entre as

posturas em exemplares jovens ¢ de 3,2 + 1,2 dia. Cada desova obtida contém em média



18,25 + 5,8 ovos, sendo que 96% deles eclode com 18 + 3,5 dias apds a postura. A periodo
que decorre desde o inicio até o final da eclosdo das desovas ¢ de 3,11 + 1,55 dia. A
longevidade maxima observada em condi¢des de laboratério foi de 335 dias. Em nossas
observagdes, em laboratorio, temos verificado que esses moluscos sdo muitos sensiveis a

variagOes de temperatura.

Quanto a importancia parasitologica do género Omalonyx (d’Orbigny, 1835), em 1921
Lutz encontrou no Rio de Janeiro espécimes infectados por Leucochloridium, um trematédeo
digeneico parasito de aves aquaticas. No entanto, exemplares da familia Succineidae (género
Succinea) sao referidos como hospedeiros intermediarios da F. hepatica (Pessoa & Martins

1977).



Prancha 3: Omalonyx sp.

Foto; André A. Fernandes
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Fig 3.A:Omalonyx matheroni
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Fig 3.B: Anatomia Interna, vista dorsal Fig 3.C: Sistema Reprodutor, vista ventral

Legenda: bb — Bulbo Bucal, be - Bolsa Copulatoria, bo — Boca, e¢d — Canal Deferente, de — Ducto da
Espermateca, em — Espermateca, ef - Epifalo, es — Es6fago, et — Estdmago, ga — Glandula de Albumem,
gd — Glandula Digestiva, gn — Ganglios Nervosos, gs — Glandula Salivar, it — Intestino, mp — Musculo
Retrator do Pénis, mt — Manto, od — Oviduto, oe — Ovispermiduto, ot — Ovoteste, pe — Pericardio,

pg — Poro Genital, pn — Pénis, pr — Prostata, pt — Pneumostoma, rm — Rim, rt — Reto, ut — Utero,

va — Vagina, vs — Vesicula Seminal. .
Tlustragéio: Daniel Coscarelli Fonte: Vidigal et al (em prep)



1.5.2.4 Género Sarasinula: Familia Veronicellidae: Ordem Soleolifera

A familia Veronicellidae Gray, 1840 pertence a ordem Soleolifera Simroth, 1890
(também conhecida como Systellommatophora Pilsbry, 1948). Sua ocorréncia ¢ pantropical,
sendo encontrada nas Américas desde do sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e
Chile, predominando a ocorréncia nas Antilhas, norte dos Andes e sul do Brasil (Thomé
1975a, 1993). Segundo Thomé (1975b), a posi¢do filogenética da familia esta em discussdo,
admitindo-se dentro da ordem Soleolifera a familia Onchiidae e Rathousiidae. Essa ordem ¢
considerada a mais primitiva entre os Pulmonata ou um ramo aberrante dentro dessa classe,
contudo ¢ mencionada também como proxima aos Opistobranchia. De fato, Tillier et al
(2002), analisando varios caracteres morfoldgicos no seu estudo sobre as relagdes evolutivas
dentro dos Euthyneura, reporta a ndo definicdo de caracteres sinapomorfico para os

Systellommatophora.

Esses animais se caracterizam pela auséncia de concha, mesmo na fase embrionaria. O
corpo € coberto totalmente pelo manto e na regido cefalica encontram-se dois pares de
tentaculos, sendo os inferiores bifurcados e com fungdo tatil e os superiores omatoforos
contrateis. O anus € posterior e as aberturas genitais sdo distanciadas (masculina na frente, na
base do tentaculo e a feminina na metade longitudinal do hiponoto direito) (Thomé & Lopes
1973, Thomé 1975b). Essa familia ¢ considerada como praga em algumas culturas e sua
importancia como hospedeira de parasitoses humanas, como a angiostrongiliase abdominal,
tem sido amplamente investigada (Thomé 1993). Chiaradia et al (2004) referem a implicagdo
agricola e epidemiologica da presenca de lesmas em hortas. As figuras 4A, 4B e 4C (Prancha
4) ilustram o aspecto externo de S. marginata e o posicionamento dos 6rgaos e do sistema

reprodutivo.

Os dados de biologia bésica disponiveis referem-se a espécie S. [linguiformes.
Chiaradia et al (2004) relatam que, em condi¢des de laboratorio, essa espécie alcanca a fase
reprodutiva com aproximadamente 179 dias, realiza posturas a cada 20 dias, com
aproximadamente 49 ovos por desova e com periodo de incubagdo de 16 dias,
aproximadamente. Sabe-se que esses dados podem variar de acordo com a espécie, porém, na
auséncia de estudos em S. marginata, foram apresentados resultados de outra espécie do

mesmo género.



Prancha 4: Sarasinula sp.
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Foto: André A. Fernandes

Fig 4.A: Sarasinula sp.

Fig4.B: Anatomia Interna, vista ventral Fig4.C: Sistema Reprodutor, vista ventral

Legenda: bb - Bulbo Bucal, bo — Boca, co — Coragéo, em — Espermateca, ga — Glandula de Albimem, gd —
Glandula Digestiva, gn — Ganglios Nervosos, gl — Glandula Podal, gp — Glandula peniana, hn — Hiponoto,

it — Intestino, mt — Manto, od — Oviduto, oe — Ovispermiduto, ot — Ovoteste, pe — Sola do Pé, pf — Poro Genital
Feminino, pn — Pénis, pp — Papo, rt — Reto, to — Tentaculo Optico, tt — Tentaculo Tatil, va - Vagina.

Tlustragio: Daniel Coscarelli .
Fonte: Vidigal ez al (em prep)



1.5.3 Moluscos como hospedeiros de helmintos

A classe Gastropoda consiste no principal grupo que se encontra relacionado a maior
parte dos parasitos de interesse médico e veterindrio, os quais incluem nematodeos e
platelmintos. Apesar dos moluscos atuarem como hospedeiros intermediarios e/ ou definitivos
de diversos helmintos, as doencas causadas por trematddeos digeneicos sdo mais numerosas
apresentam maior distribuicdo em relacdo aquelas atribuidas aos nematodeos (Malek 1980,

South 1992).

A esquistossomose ¢ a fasciolose sdo exemplos de parasitoses de grande abrangéncia
causadas por trematodeos. E importante ressaltar que a esquistossomose mansoni atinge
milhdes de pessoas no mundo, inclusive no Brasil, onde se verifica a existéncia de diversas
areas endémicas (WHO 1993, 1998, Katz & Peixoto 2000, Coura & Amaral 2004). A
fasciolose atinge principalmente rebanhos de bovinos e ovinos, porém, casos humanos vém
sendo registrados em diferentes partes do mundo, inclusive no Brasil (Lessa et al. 2000, Mas-

Coma et al 2001).

Outros gastropodes podem ser citados como hospedeiros de trematddeos de interesse
médico, como algumas espécies da familia Hydrobiidae, que sdo hospedeiros intermediarios
de helmintos trematéodeos do género Paragonimus e espécies do género Oncomelania,
hospedeiras do Schistosoma japonicum Katsurada, 1904. Bradybaena similaris (Férussac,
1821) (Bradybaenidae) atua no ciclo de Eurytrema coelomaticum Giard & Billet, 1882
(Trematoda: Dicrocoeliidae) Os pulmonados da ordem Basommatophora tém grande
importancia na transmissao de trematodeos digeneicos a seus hospedeiros definitivos (Malek

1980, 1985, Souza & Lima 1997).

No que se refere aos nematddeos, os moluscos tém importancia como hospedeiros de
dois grupos, os metastrongildides e os rabditideos. Das 61 espécies de nematddeos que
sabidamente tém moluscos como hospedeiros intermediarios, 49 sdo Metastrongyloidea
(Ordem: Strongylida) e, das 47 espécies que utilizam moluscos como hospedeiros definitivos,
33 pertencem a ordem Rhabditida (Grewal et al. 2003). Assim sendo, a maioria dos
nematodeos da superfamilia Metastrongyloidea, antes de atingir o hospedeiro vertebrado,
desenvolvem seus estadios larvares iniciais em moluscos gastropodes - terrestres e/ ou de
agua doce (Malek 1980). As espécies mais estudadas sdo Angiostrongylus costaricensis, A.
cantonensis ¢ A. vasorum, em decorréncia do interesse médico e/ ou veterinario desses

parasitas.

Uma caracteristica incomum da super familia Metastrongyloidea ¢ sua baixa



especificidade em relagdo ao hospedeiro intermediario. H4 décadas foi reportado que larvas
de A. cantonensis, parasito causador da meningite eosinofilica, sdo infectantes para uma
ampla variedade de moluscos de agua doce e terrestre (Malek & Cheng, 1974). 4.

costaricensis também tem apresentado essa caracteristica (Tab. 3).

South (1992) faz uma revisdo sobre a participagdo de gastropodes como hospedeiros
intermediarios de parasitos (trematddeos, cestodeos e nematddeos), que atingem animais
domésticos e selvagens. De fato, a lesma Arion ater é mencionada como hospedeira

intermediaria do cestddeo Hymenolepis multiformis.
1.5.4 O sistema imunolédgico pré-linfocitario e os moluscos

Os invertebrados constituem mais de 90% de todas as espécies encontradas no planeta
Terra, demonstrando assim a eficiéncia de seus mecanismos de defesa, comumente
designados de primitivos ou inferiores devido ao desconhecimento a respeito de seus aspectos
moleculares (Beck & Habicht 1996, Beck 1998, Hoffmann 2004). Até os mais antigos
protozoarios tém a capacidade de distinguir entre o proprio ¢ o ndo proprio (Beck 1998). No
entanto, diferentemente dos vertebrados, os invertebrados nao apresentam linfocitos,
moléculas para o reconhecimento especifico especializado como imunoglobulinas (e seus
receptores) € o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Beck 1998). Os
invertebrados apresentam unicamente o sistema imunoldgico inato (pré-linfoide), o qual ¢
filogeneticamente conservado e encontra-se presente na maior parte dos organismos

multicelulares, constituindo a primeira forma de defesa (Takeda & Akira 2003).

Recentemente, Sadaaki & Lee (2005) fizeram uma revisao, referindo o conhecimento
atual sobre o sistema de defesa de invertebrados e suas estratégias para detectar e responder a
antigenos de superficies como a lipossacarideos, dacidos lipoprotéicos, lipoproteinas,
peptidioglicanos e B-D glucanos. Eles destacaram os principais sistemas biologicos de defesa
dos invertebrados, ressaltando que esses também sdo encontrados em vertebrados. Isso indica
que provavelmente o sistema de reconhecimento dos epitopos acima referidos, por parte de

vertebrados, tenha surgido em um estagio anterior da sua evolugao.

A presenga de patdégenos desencadeia mecanismos celulares € humorais no sistema de
defesa inato dos invertebrados (Beck 1998). Uma caracteristica desse sistema, também
encontrada nos vertebrados, ¢ a capacidade de discriminar entre antigenos proprios ¢ um
grande numero de antigenos de patdgenos potenciais, utilizando um numero restrito de
receptores (Aderem & Ulevitch 2000). A estratégia do sistema inato ndo ¢ apresentar ligantes

para o maior numero de antigenos possiveis e sim reconhecer algumas estruturas altamente



conservadas presentes em um grande niumero de patogenos (Medzhitov & Janeway 2000).

A resposta celular ¢ mediada por hemocitos (ou celomdcitos ou amebocitos)
fagociticos que se aglutinam (e/ ou encapsulam) ao redor dos patdégenos e geram
intermediarios reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI), bem como as enzimas
associadas (NADPH, NOS), lectinas, moléculas semelhantes a citocinas (citokine-like) e
diversos peptideos, que atuam em bactéria e fungos. Existem evidéncias de que os elementos
citotoxicos da cascata proteolitica da melanina podem ser empregados como forma de defesa,
principalmente no caso dos parasitos metazoarios. Dessa forma, os componentes celulares e
humorais do sistema imunologico dos invertebrados atuam conjuntamente durante os

processos de resposta a patdgenos (Beck 1998, Nappi & Ottaviani 2000).

O filo Mollusca ¢é o segundo maior grupo de invertebrados. Seu sucesso adaptativo €
um indicativo de sua capacidade de sobrevivéncia, ¢ alguns mecanismos de resisténcia a
patogenos tém sido reportados como uma vantagem seletiva (Fletcher & Cooper-Willis 1982,
Hoffam et al. 1999, Salzet 2001). O sistema imunoldgico dos moluscos, como descrito acima
para os invertebrados, ndo apresenta linfocitos e compreende elementos celulares e humorais,

que atuam conjuntamente (Van der Knaap & Loker 1990, Coelho 1995).

Segundo Van der Knaap & Loker (1990) existem quatro tipos de células de defesa nos
moluscos, sendo tré€s tipos fixos e um circulante. As células fixas sdo: células endoteliais

bloqueadoras de antigenos, células reticulares e as células porosas.

Células endoteliais: revestem os vasos sanguineos e sdo importantes na primeira fase
da defesa. A presenga de receptores de carboidratos proporciona a adesdo de particulas
estranhas, facilitando o seu reconhecimento pelos hemocitos circulantes, impedindo a
disseminag@o de microorganismos (Van der Knaap & Loker 1990). Células reticulares: estao
ancoradas ao tecido por fibrilas extracelulares e apresentam lisossomos amplos, um
proeminente complexo de Golgi e, ocasionalmente, reticulo endoplasmatico dilatado.
Possuem uma grande capacidade de fagocitose, particularmente, de material ndo proprio
(Sminia et al. 1974, Van der Knaap & Loker 1990). Células porosas: apresentam nticleo
grande e redondo e nucléolo consistente, com inimeros granulos pretos. Essas células estdao
relacionadas com a endocitose seletiva de proteinas. Segundo Van der Knaap & Loker (1990)
ainda ndo esta clara a participagdo delas nas infecgdes por trematddeos. As células circulantes
sdo denominadas hemocitos ou celomdcitos ou amebocitos, sio encontradas na hemolinfa ¢
sdo as consideradas as principias células de defesa dos moluscos. Elas tém papel primordial

na defesa contra larvas de trematddeos digeneicos. Como o sistema circulatério basico dos



moluscos é em geral aberto, os hemocitos podem mover-se livremente para dentro e fora dos
tecidos (Van der Knaap & Loker 1990). Generalizando, o sistema circulatorio aberto da
maioria dos moluscos ¢ caracterizado por um coracdo, contido no pericardio que consta de
uma auricula, que recebe o sangue da veia pulmonar e de um ventriculo, que o impele através
da aorta. Esta se divide em troncos arteriais cujas ramificagdes levam o sangue para as
visceras e para a regido cabeca — pé (Prancha 5). Na auséncia de um sistema capilar, o sangue
que atinge estes locais insinua-se através dos espacos pseudovasculares do tecido conjuntivo.
No seu retorno, o sangue acumula-se em trés grandes espagos, os seios cefalopodal, visceral e
sub-renal, de onde ¢ propelido através da parede pulmonar para ser re-oxigenado e

encaminhado para as veias renal e pulmonar, e desta ultima para o coragdo (Paraense 1973).

Dois tipos de hemocitos (celomocitos, amebocitos) tém sido identificados na
hemolinfa de gastropodes e o significado funcional da heterogeneidade morfologica e
bioquimica tem sido discutido (Van der Knaap & Loker 1990, Humphries & Yoshino 2003).
Os hialinocitos: pequenos hemocitos (5 — 8 um) esféricos, com nucleos grandes, envolvidos
por finas camadas citoplasmaticas. Apresentam pouca tendéncia em formar pseudopodes e
pouca estrutura lisossomal. Representam 10% dos hemocitos circulantes. Os granulécitos,
hemocitos grandes (7 - 15 pm) e polimoérficos compreendem mais de 90% das células
circulantes, formam pseuddpodes e sdo ativos na fagocitose sendo consideradas as células
mais importantes nas infec¢des por trematddeos (Van der Knaap & Loker 1990, Barraco et al.
1993, Bayne et al. 2001). Os granuldcitos de Gastropoda foram considerados células

funcionalmente semelhantes a macrofagos de mamiferos (Bayne 1980a).



Prancha 5: Sistema Circulatorio de Stylommatophora
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Tustragfio: Daniel Coscarelli

2: Coragdo

5: Glindula Digestiva, parte final do corpo
Legenda do Sistema Circulatério: AA, Aorta Anterior; AC, Arteria Anterior Dorsal, AG, Arteria da Gonoda;
AOQ, Aorta; AP, Aorta Posterior; AV, Arteria Visceral; CO, Coragdo; VP, Veias Pulmonares.
Legenda da Anatomia: bb, Bulbo Bucal; bo, Boca; ch, Concha Interna; ef, Esofago; et, Estomago;
ga, Glandula de Albumen; gd, Glandula Digestiva; it, Intestino; ot, Ovoteste; pn, Penis; pr, Préstata; rm, Rim.
Fonte: Vidigal et al (em prep)



Trabalhos recentes tém refor¢ado a importancia dos hemocitos em diversos processos
biologicos dos moluscos. Os processos de fagocitose, de encapsulacdo e a expressdo de
diversos receptores de membrana e moléculas sinalizadoras tém reforcado seu papel na
transducdo de sinais do sistema imunoldgico inato (Humphries & Yoshino 2003). As funcdes
imuno-neuro-enddcrinas (Ottaviani 2004) ¢ de sintese de matriz extracelular (Franchini &

Ottaviani 2000) também tém sido atribuidas aos hemocitos.

Furuta & Yamaguchi (2001) reportaram que varios sitios de hematopoiese (termo
dado a formacdo de células sanguineas) tém sido descritos em gastropodes e que, nestes
animais terrestres, a formacao dos hemocitos ocorre nos tecidos e sistema vascular. Jeong et
al (1983) reportam que o 6rgdo hemotopoiético ou APO (Amebocyte Productor Organ —
APO) ¢ formado por um pequeno nimero de ameboblastos primarios restritos as células
epiteliais que formam o pericardio. Eles se localizam em um tecido frouxo, formado por

extensdes de musculos e por células fibroblasticas..
1.5.5 As interacoes molusco — helminto

Tendo em vista a importancia epidemiologica das varias formas de esquistossomose e
fasciolose, o estudo da relacdo molusco/ helminto, inclusive no que se refere a resposta
tecidual ao parasito, enfatiza as parasitoses, envolvendo pulmonados da ordem
Basommatophora e trematddeos digeneicos (Newton, 1952; Van der Knaap & Loker 1990,
Borges, 1998; Yakovleva et al. 2001, Bayne et al. 2001). De fato, a complexidade do sistema
trematddeo-molusco tem sido intensamente estudada (Van der Knaap & Loker 1990, Bayne et
al. 2001, Sorensen & Mincella 2001, Webster & Davies 2001, Lewis et al. 2001, Jones et al.
2001). A associacdo entre B. glabrata e S. mansoni ¢ um desses sistemas e, do ponto de vista
celular e molecular, ¢ uma relagdo complexa que envolve, principalmente, os hemdcitos
circulantes. A resisténcia desses caramujos a infec¢ao por esse trematddeo tem sido atribuida
a capacidade dos hemocitos de circunscrever e destruir o miracidio recém penetrado. A
capacidade dos hemocitos de responder a agentes quimiotaticos tem sido demonstrada (Van

der Knaap & Loker 1990).

Lodes & Yoshino (1990) mostraram que a acumulagcdo de hemocitos ao redor dos
esporocistos de S. mansoni esta associada a liberagdo de produtos por parte do agente
parasitario, que estimulam a motilidade dos hemdcitos de linhagens resistentes de B. glabrata,
mas inibem a motilidade de hemdcitos de cepas susceptiveis. Bezerra et al. (1997)
demonstraram que o numero de hemocitos em duas espécies de Biomphalaria livres de

infeccdo, tanto na linhagem resistente quanto susceptivel foram semelhantes. Entretanto, apds



5 horas de infeccdo, a diminuigdo do nimero de hemocitos foi mais intensa nas linhagens
resistentes. Esses autores relacionaram a diminuicdo de hemocitos circulantes em
Biomphalaria com seu recrutamento para o local da infec¢@o, concluindo que a quimiotaxia e
a encapsulagdo do esporocisto primdrio por hemdcitos circulantes sdo fendmenos que
ocorrem em poucas horas, sendo fundamentais para o sucesso do parasito no molusco
hospedeiro. O contato de hemocitos com o tegumento do parasito (esporocisto no caso)
resulta em sua encapsulacdo e, em alguns casos, em sua destruicdo. Bayne et al (1984)
mostraram, in vitro, que hemocitos de B. glabrata resistentes e susceptiveis sdo capazes de
encapsular os esporocistos, porém, somente em linhagens resistentes, sdo capazes de causar
algum dano ao tegumento do esporocisto. Van der Knaap & Loker (1990) destacaram que a
encapsulacdo ndo resulta inevitavelmente na morte do parasito e ressaltaram o pouco

conhecimento existente sobre a regulacdo desse fendmeno.

A emissao agressiva de pseuddpodes pelos hemocitos de linhagens resistentes pode,
talvez, destruir diretamente o tegumento sincicial de esporocistos que atua como uma
estrutura necessaria para a aquisicao de nutrientes e manuten¢do do equilibrio osmético (Van

der Knaap & Loker 1990).

Os mecanismos através dos quais os hemacitos destroem o parasito ainda nao foram
completamente elucidados (Adema et al. 1997). Varias lacunas ainda devem ser preenchidas
para melhor entendimento da associagao molusco-trematodéos. De fato, Araque et al. (2003),
estudando a intera¢do B. glabrata e S. mansoni através da microscopia fotonica e pela técnica
de criofratura com uso de réplica, discutiram a atividade de hemocitos e os fatores necessarios
ao seu estimulo. Ressaltaram que os resultados obtidos suportam a hipdtese de que essas
células migram, independentemente de sua compatibilidade com a larva (miracidio) e que a o
arranjo em varias camadas celulares em volta do miracidio ¢ consistente com a resposta de

encapsulacdo observada em tecidos de moluscos (Loker et al.1982).

Virios sistemas molusco-helminto (principalmente os parasitos de animais domésticos
e de humanos) sdo conhecidos. O entendimento dessa interagdo ¢ essencial ndo s6 para
compreensdo da doenca, mas também para o entendimento da biologia do parasito no
hospedeiro, das alteragdes provocadas e para a elucidagdo de aspectos relativos a evolucao do

sistema imunologico e do parasitismo.

Nematodeos metastrongiloides t€m sido reportados como agentes infectantes de
moluscos, os quais sao seus hospedeiros intermediarios (Cheng & Alicata 1965). No entanto o

sistema, Mollusca-Nematoda ¢ bem menos estudado que o Mollusca-Trematoda.



Estudando o processo de encapsulagdo em B. glabrata infectados com A. cantonensis
por microscopia, Harris & Cheng (1975) ressaltaram que o parasito ¢ encapsulado, mas ndo
destruido. Richard & Meritt (1967) tém descrito a formacdo de nddulos em B. glabrata
parasitada com L3 de A. cantonensis bem como sua rota de infec¢do. Harris & Cheng (1975)
mostraram a resposta celular de B. glabrata a A. cantonensis evidenciada pela agregacdo de
amebocitos e fibroblastos na encapsulagdo larval. Analisando a interag@o entre outras espécies
de moluscos e esse nematdide, constataram diferencas no fenémeno de encapsulacido e
destacaram que, para o bivalve Crassotrea virginica e A. cantonensis, nao ocorre
encapsulacdo larvar, embora reacdo celular seja observada. De fato, Yakovleva et al. (2001)

verificaram que as estratégias de defesa diferem entre gastropodes e bivalves.

O estudo da relacdo entre os nematddeos da superfamilia Metastrongyloidea e os
moluscos tem muito a acrescentar ao conhecimento dos mecanismos de defesa dos
invertebrados. Tendo em vista que varias espécies de gastropodes podem atuar como
hospedeiros intermediarios desses parasitos, € possivel a realizacdo de estudos comparativos,
abordando diversos aspectos do parasitismo. Uma caracteristica intrigante no modelo
(molusco — metastrongiloide) ¢ a manutengdo da integridade dos parasitos no interior da
capsula celular que os circunda (Hobmaier & Hobmaier 1934, Harris & Cheng 1975).
Mendonga et al. (1999, 2003) também observaram que, em S. marginata, os granulomas que
envolvem as larvas de A. costaricensis, ndo afetam o seu desenvolvimento, ao contrario,
parece que contribuem para a manuten¢do de sua integridade e facilitam sua eliminag@o para
o exterior do hospedeiro. Esse fenomeno indica que os parasitos sdo capazes de utilizar em
seu beneficio o sistema de defesa dos invertebrados, o qual é bem menos complexo que o

sistema imunologico dos vertebrados (Doenhoff et al. 1986, Damian 1987, Lenzi 1997).



2 JUSTIFICATIVA

A angiostrongiliase abdominal ¢ uma parasitose emergente cujo estudo dos aspectos
do desenvolvimento do parasito em seu hospedeiro intermediario é essencial para seu
entendimento. Os seguintes aspectos foram levados em consideragdo na elaboracdo desse
trabalho: 1) A baixa especificidade de 4. costaricensis, que tem como hospedeiros moluscos
de varias espécies; 2) Abundancia e distribuicao das espécies estudadas (peridomicilio, pragas
em cultivo de hortalicas), fato que implica diretamente no grau de importancia epidemiologica
de uma espécie; 3) Inexisténcia de estudos comparativos sobre via migratdria, reacdo
hemocitaria e desenvolvimento larvar de A. costaricensis em moluscos representantes de

diferentes grupos taxonomicos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

1) Descrever aspectos da via-migratoria de A. costaricensis em moluscos do género

Omalonyx através da andlise seriada de cortes histologicos.

2) Comparar a resposta hemocitdria e o desenvolvimento larvar de A. costaricensis, em
diferentes tempos de infec¢do, em espécies representantes das principais ordens de moluscos

pulmonados.

3.2 Objetivos especificos:
3.2.1 A. costaricensis

. Definir a via migratéria de A. costaricensis em molusco do género Omalonyx,

enfocando os sitios de penetragdo e desenvolvimento larvar.

. Caracterizar, morfologicamente, as alteragdes seqiienciais que ocorrem durante o

desenvolvimento de L1 a L3, focando na reagdo hemocitaria justa ou peri-larval.

J Comparar os resultados obtidos com os disponiveis para S. marginata.

3.2.2 Em relacio ao género Omalonyx
° Infectar moluscos com L1 de A. costaricensis

. Verificar potencial infectante das L3 recuperadas desses moluscos através da infecgao

oral de camundongos Mus musculus.

. Estudar a migragdo larvar em exemplares infectados através de cortes histoldgicos
seriados.
. Estudar as reagdes teciduais e celulares (hemocitaria) do molusco no processo de

penetracdo, maturagdo ¢ migracao (L1 a L3).
3.2.3 Em relacdo aos moluscos dos géneros Biomphalaria, Deroceras, Omalonyx e
Sarasinula

. Acompanhar o desenvolvimento das larvas de A. costaricensis nessas espécies atraveés

da digestdo de exemplares infectados experimentalmente.



. Analisar morfologica e seqiiencialmente (em diferentes tempos de infec¢do) a resposta
celular (hemocitaria) perante infec¢do por A. costaricensis nesses representantes das

principais ordens de pulmonados.



4 ARTIGOS (NO PRELO)

4.1 Artigo 1: Infeccdo experimental de Omalonyx matheroni (Gastropoda: Succineidae)
por Angiostrongylus costaricensis (Nematoda: Protostrongylidae) e estudos da via
migratoria parasitaria

4.2 Artigo 2: Estudo comparativo da resposta hemocitiaria de diferentes espécies de
moluscos pulmonados infectados com Angiostrongylus costaricensis (Nematoda:
Protostrongylidae)
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O nematodeo Angiostrongylus costaricensis pode ter como hospedeiros intermedidrios
diversos moluscos, no entanto, sua via-migratoria foi estudada somente em Sarasinula
marginata. Neste trabalho  investigou-se o potencial de Omalonyx matheroni como
hospedeiro intermedidrio e a via-migratoria do parasito nessa espécie. Espécimes de O.
matheroni foram infectados com 1200 larvas LI para preparagdo de cortes histologicos
corados em HE e PMA-Picrossirius e recuperacdo de L3. As L3 obtidas desses moluscos
foram utilizadas para infec¢do oral de camundongos que, ao final de 30 dias, apresentaram
vermes adultos no plexo mesentérico constatando a infectividade das larvas e o potencial de
Omalonyx como hospedeiro. Para a via-migratoria foram estudados pontos com 30 minutos,
1,2,4,6e8 horas, 2, 5, 10, 12, 15, 20, 21, 25, 28 e 30 dias de infec¢do. A andlise dos cortes
histologicos revelou a ocorréncia de infec¢do oral e cutanea. O percurso seguido pelas
larvas, apos penetra¢do (via-migratoria) estd anatomicamente relacionado com a
vascularizagdo, indicando que as larvas sdo passivamente conduzidas pela circulagdo. aos
diversos orgados. A reagdo tecidual em O. matheroni difere daquela de S. marginata pela rara
presenca de granulomas, maior ativagdo das células na presenga de L2 transicionais e neo-
sintese de coldgeno na periferia da reag¢do celular.
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Estudos abordando a infec¢do de moluscos pelo nematddeo A. costaricensis Morera &
Céspedes 1971, causador da angiostrongiliase abdominal, tém sido realizados por diversos
autores (Morera & Ash 1971, Conejo & Morera 1988, Thiengo 1996, Bonetti & Graeft-
Teixeira 1998, Rambo et al. 1997, Mendonga et al. 1999, 2003). Os moluscos da familia
Veronicellidae sdo considerados os principais responsaveis pela manutengdo do ciclo em
areas endémicas na Costa Rica (Morera & Ash 1971), Equador (Morera et al. 1983),
Honduras (Kaminsky et al. 1987), Nicaragua (Duarte et al. 1992) e Brasil (Graeff-Teixeira et
al. 1989, Rambo et al. 1997, Bonetti & Graeff-Teixeira 1998, Laitano et al. 2001). Entretanto,
diversas espécies pertencentes a outras familias de pulmonados foram encontradas
naturalmente infectadas (Graeff-Teixeira et al. 1993, Rambo et al. 1997), além daquelas que
se mostraram hospedeiras potenciais apos infeccdes experimentais (Ubelaker et al. 1980,
Lima et al. 1992). Apesar do ciclo do parasito poder ser realizado em diversos moluscos, sua
via-migratoria foi descrita somente no veronicelideo Sarasinula marginata (Pulmonata:
Soleolifera: Veronicellidae) (Mendonga et al. 1999). Por tanto, ndo se conhece o padrao de
reacdo celular do hospedeiro, nem os sitios de migragdo, maturacdo e eliminagdo do parasito

em moluscos de outras familias.

Os moluscos do género Omalonyx (Pulmonata: Stylommatophora:
Succineidae) sdo terrestres, vivem na vegetacdo emergente de cursos de dgua doce (South
1992, Barker 2001) e ocorrem nas regides do Caribe, nas Américas Central e do Sul
(Patterson 1971, Tillier 1981). No entanto, devido a seu padrdo de cores (camuflagem), sua
visualizacdo no campo ¢ dificultada, implicando em caréncia de pesquisas malacologicas e em
distribuicdo subestimada do género. Desde que iniciamos os trabalhos com esses moluscos, ja
o encontramos em diversos cursos d’agua com varios graus de impactacdo, bem como em
hortalicas oriundas de diferentes estabelecimentos comerciais. A implicacdo epidemioldgica e
econdmica da presenca de moluscos em hortas foi recentemente discutida por Chiaradia et
al.(2004). Deve-se ressaltar que a disponibilidade de abrigo, alimento e umidade fazem dos
locais de horticultura um ambiente apropriado para a sobrevivéncia e reprodugdo de diversas
espécies de moluscos (South 1992), o que explica a ocorréncia de diversos géneros, inclusive

Omalonyx, em hortalicas.

Em estudos utilizando diferentes populagoes/ cepas de Biomphalaria ¢ Schistosoma
mansoni, foram observadas alteracdes em aspectos da resposta do hospedeiro ao parasito em
fung¢do da localidade e espécie dos organismos utilizados (Newton 1952, Guaraldo et al. 1981,

Godoy 1997, Borges et al. 1998).

Tendo em vista a baixa especificidade de A. costaricensis em relagdo ao hospedeiro



intermediario, a distribuicdo coincidente do parasito e de moluscos do género Omalonyx em
algumas localidades da América do Sul e o fato da via-migratoria ter sido estudada apenas em
moluscos da familia Veronicellidae, o presente trabalho estudou a relacdo entre A.
costaricensis € O. matheroni. Neste artigo foi investigada a potencialidade de O. matheroni
na manutencdo do ciclo do rferido nematddeo, o padrdo reacional do molusco a infecgdo e
aspectos da via-migratoria parasitaria. Os dados obtidos foram comparados com aqueles

disponiveis para S. marginata (Mendonga et al. 1999, 2003).

MATERIAL E METODOS
Hospedeiro Intermedidrio - Foram utilizados espécimes de O. matheroni criados em
laboratorio a partir de parentais provenientes da Reserva Particular do Patriménio Nacional
(RPPN) Feliciano Miguel Abdala (190 43'55" S - 41° 49' 03" W), municipio de Caratinga,

Minas Gerais, Brasil.

Parasito - As larvas L1 de A. costaricensis foram oriundas do ciclo mantido no
Departamento de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) através de passagens

sucessivas em lesmas (S. marginata) e roedores (Sigmodon hispidus).

Infec¢do dos moluscos - Apo6s quatro dias de jejum os moluscos foram
individualmente alimentados com fragmento de alface coberto com fezes de camundongos
sadios ¢ um concentrado contendo 1200 L1 de A. costaricensis (Morera 1973). As larvas
foram obtidas por sedimentagdo em funil (Willcox & Coura 1989) de fezes de S. hispidus com
aproximadamente 30 dias de infec¢do. O material foi centrifugado por cinco minutos em
tubos de Falcon a 3000 RPM e, ressuspendido em quatro a 10 ml de 4gua desclorada para a

quantificagd@o do numero de larvas.

Potencial de O. matheroni como hospedeiro intermediario - Para verificar se as larvas
L3 oriundas de O. matheroni sdo infectantes, um grupo de 10 exemplares foi sedado e morto
apo6s 20 dias de infecgao. As larvas recuperadas por sedimentacdo em funil (Wallace & Rosen
1969) foram utilizadas na infeccdo “per 0s” de Mus musculus swiss albinos. Cada
camundongo foi infectado com sete a 10 L3. Apo6s 30 dias de infecgdo, 10 animais foram
sacrificados. Durante a necropsia, o plexo mesentérico e suas ramificacdes, ¢ a vascularizagao

porta-hepatica foram analisados em busca de vermes adultos de 4. costaricensis.

Histologia - No estudo da via-migratoria foram analisados moluscos com 30 minutos
(min.), 1, 2,4, 6 e 8 horas, 2, 5, 10, 12, 15, 20, 21, 25, 28 ¢ 30 dias de infecdo (1 espécime por

ponto). Dois espécimes ndo-infectados constituiram o controle negativo. Para a confeccdo dos



cortes histologicos, os moluscos foram fixados em Formalin-Millonig de Carson (Carson et
al. 1973), incluidos em parafina e submetidos a cortes seriados de Sum de espessura. Uma a
cada seis laminas foi corada com Hematoxilina-Eosina. Para a verificagao da constituicdo dos
agregados hemocitarios (glicoproteinas, colageno, proteoglicanos), ldminas de espécimes com
20 dias de infeccdo foram submetidas as seguintes coloragdes: Tricromatica de Masson,
Picrossirius, Picrossirius com Fast Green (PIFG), Reticulina de Gomori, PAS-Alcian Blue pH
1,0 e 2,5 e Acido fosfomolibdico-Picrossirius (PMA-PSR) (Dolber & Spach, 1993) -. Os
cortes foram analisados e fotografados em microscopio optico de campo claro Olympus CH30
com camera analdgica PM-C35B, exposimetro PM-PBK3 e negativo Kodak Pro Image 100
ASA. As laminas coradas em PMA-Picrossirius- foram analisadas em microscopio confocal

de varredura a laser (LSM 510 meta Zeiss), em modo de reflex3o.
RESULTADOS

Recuperagdo de parasitos adultos em camundongos - As larvas L3 recuperadas de O.
matheroni, com 20 dias de infeccdo por 4. costaricensis, desenvolveram-se em vermes
adultos, os quais, ap6s 30 dias de infec¢do encontravam-se alojados no plexo mesentérico e

suas ramifica¢des nos 10 camundongos necropsiados (Fig. 1).

Andlise dos cortes histologicos - A analise dos cortes histologicos em microscopio

optico de campo claro possibilitou que se fizesse as seguintes observagoes:

- Penetragdo oral. Foram encontradas larvas no limen do trato digestivo (Fig. 2) com
30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 8 horas de infec¢do, sendo que com seis horas houve uma diminuigdo
significativa no numero de larvas observado, que reduziu-se ainda mais com oito horas. Apos
dois dias de infecgdo, as larvas desapareceram do limen do trato digestivo. A penetraciao
através do trato digestivo foi evidenciada com 30 min., 1, 2 e 4 horas de infeccdo pela
deteccdo de larvas em contato com a camada superficial do epitélio da mucosa (Fig. 3), em
situagdo transepitelial (Fig. 4) e, apds transpor a membrana basal do epitélio, localizadas na
camada conjuntiva subepitelial (Fig. 5). As larvas penetraram aleatoriamente em qualquer
segmento do trato digestivo, ndo havendo um sitio preferencial. Algumas larvas penetraram

na glandula digestiva através de seu ducto (Fig. 6, 7, 8).

- Penetragdo cutanea. Foram observadas larvas dissociando o epitélio e penetrando no
tegumento, com 30 min. de infec¢do (Fig. 9). Um grande numero de larvas se encontrava no
pé (Fig. 10) e na regido ventral do animal com 30 minutos de infec¢do, fato que reforga a

ocorréncia da infec¢do cutanea.



De 30 min. até o 30° dia de infecgdo, foram vistas larvas no tecido fibromuscular do
manto, inclusive proximo e no interior de glandulas mucosas, apresentando ou nao reacgdo
pré-granulomatosa ao seu redor (Fig. 11, 12, 13 e 14). A partir dos primeiros 30 minutos até a
8* hora de infeccdo foram notadas larvas livres nos seios/ vasos do sistema circulatorio (Fig.
11). Ocasionalmente, algumas dessas larvas ficaram retidas no sistema circulatorio, por

reacdo celular, até os pontos mais tardios da infec¢do (15 a 30 dias) (Fig. 16 ¢ 17).
A presenca de larvas nos diferentes 6rgaos do molusco esta esquematizada na tabela I.

- Reacdo perilarvar. Todos os pontos foram analisados em relagdo a reacdo
hemocitaria e verificou-se que essa teve inicio com quatro horas de infecgdo (Fig. 18). Neste
ponto, os hemocitos eram pequenos, apresentavam os nicleos aproximados, baixa eosinofilia
citoplasmatica, contorno periférico indefinido, dificultando a individualizagdo entre células
adjacentes. Com dois dias de infeccdo, ndo havia alteragdo significativa na morfologia dos
hemocitos, mas a reacdo celular estava mais organizada, passando a constituir estruturas pré-
granulomatosas, com padrao nodular (Fig. 11). No 5° dia, a maior parte das larvas se
encontrava no estadio de L2 e os hemocitos, localizados principalmente na face concava da
larva, exibiam citoplasma mais acidofilo e volumoso e nucleo levemente achatado (Fig. 19).
A presenca de L2 transicionais (transi¢cdo para L3), caracterizadas pela presenca de vacuolos
basais em células epiteliais intestinais, foi evidenciada com 10 dias de infec¢do (Fig. 20). A
partir desse ponto, a reacdo tornou-se progressivamente mais intensa, atingindo seu maior
grau entre 12/ 15 dias. Nesse periodo, os hemocitos evidenciavam citoplasma eosinofilico,
volumoso, microvacuolizado, nticleos deslocados para a periferia, bordos citoplasmaticos bem
definidos, possibilitando individualizar as células participantes do agregado celular (Fig. 21).
No entanto, essa confluéncia de hemocitos (“ativados”) em direcdo da concavidade das L2
transicionais nao resultou em encapsulacdo das larvas e a maioria das reagdes nodulares nao
progrediu para granulomas (Fig. 13). Com o decorrer da infec¢@o e o aparecimento das L3, os
hemocitos modificaram novamente sua morfologia, passando a apresentar morfologia
semelhante aqueles encontrados antes do surgimento das L2 transicionais. O diametro das
reacOes pré-granulomatosas diminuiu, bem como o numero de larvas com reacdo celular ao
seu redor. Reagdes pré-granulomatosas relacionadas as larvas ocorreram de dois a 30 dias de
infec¢dao, culminando, eventualmente, na formacdo de granulomas bem configurados, com
periferia fibroblastdide (Fig. 12). Durante todo o periodo estudado, foram encontradas larvas
com diferentes graus de reag@o celular, no mesmo ponto de infec¢do (Fig. 12, 13, 14, 22). As
larvas de qualquer estadio de desenvolvimento e em qualquer periodo da infec¢do estavam

sempre envoltas por um espago ou tunel perilarvario.



As caracterisiticas tintoriais e alguns aspectos histoquimicos dos agregados
hemocitarios corados com varias coloragdes estdo especificadas na tabela 2. As coloracoes
indicaram que esses agregados nao apresentavam, internamente, fibras colagénicas,
reticulares e proteoglicanos de baixa e alta sulfatacdo, mas apenas glicoproteinas neutras no
citoplasma de hemocitos. Neossintese de colageno foi detectada em tecido adjacente aos
granulomas, fazendo limite entre a periferia dos granulomas e o tecido fibromuscular nio

afetado pela reacdo hemocitaria. O grupo controle ndo apresentou alteragdes histologicas.

Coloracao

Caracteristica tintorial

Tricromética de Masson (Fig. 23)

Colagenos (-)

Picrossirius (-) (Fig. 24)

PIFG (-) (Fig. 25)

Colagenos intersticiais (-)

Colagenos intersticiais (-)

Reticulina de Gomori (-) (Fig. 26)

Picrossirius-PMA (-) (Fig. 27)

Fibras reticulares (-)
Colagenos intersticiais (-)

Deposicdo em tecido periférico (+)

PAS (+)

Alcian Blue pH 1,0 (-)(Fig. 28)

Glicoproteinas neutras (+)

Proteoglicanos alta sulfatagdo (-)

Alcian Blue pH 2,5 (-)(Fig. 29)

Proteoglicanos baixa sulfatagao/

Acido hialurdnico )

Tabela 2: Caracteristicas dos agregados hemocitarios em O. matheroni reveladas por

diversas coloragoes seletivas e/ou especiais. (+) positivo, (-) negativo.
DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que o molusco pulmonado O. matheroni, da familia
Succineidae e ordem Stylommatophora € susceptivel a infec¢ao por A. costaricensis, reagindo
as larvas com mobilizagdo e ativagao de hemocitos. Foi demonstrada também, pela primeira

vez, a via migratéria do A. costaricensis nesse molusco.

Através da recuperagdo de parasitos adultos no plexo mesentérico de M. musculus,

infectados com larvas L3 oriundas de O. matheroni, comprovou-se a potencialidade desse



molusco para atuar como hospedeiro de A. costaricensis. Moluscos da familia Succineidae
(género Succinea) sdo hospedeiros intermedidrios de Fasciola hepdtica (Pessoa & Martins
1977) e o género Omalonyx atua como hospedeiro intermediario de Leucochloridium, outro
trematddeo digenético, parasito de aves. (Lutz, 1921). Os dados aqui obtidos reforcam a

importancia dessa familia na transmissao de helmintoses.

A baixa especificidade do parasito em relagdo ao hospedeiro intermediario, associada
a distribui¢do coincidente do género Omalonyx e da parasitose, indica a possibilidade desses

moluscos atuarem como hospedeiro natural do nematddeo.

A analise dos cortes histologicos demonstrou a ocorréncia concomitante das vias de
infeccdo cutanea e oral (Fig. 2 € 9). A via oral foi observada com 30 min. 1, 2, 4, 6 e 8 horas
de infecgdo, pela presenca de L1 na luz do trato digestivo (Fig. 2). As larvas atravessaram a
parede do trato digestivo em etapas bem definidas: aderindo ao epitélio (Fig. 3), transpondo-o
(Fig. 4) e invadindo o conjuntivo subepitelial (Fig. 5). As trés etapas observadas foram
descritas por Mendonga et al. (1999), em S. marginata, que, assim como no presente estudo,
também constataram ndo existir preferéncia na penetragdo das larvas por um segmento
especifico do trato digestivo. Essa observacao também foi feita estudando-se os hospedeiros
definitivos do parasito (Mota & Lenzi, 2005, in press), demonstrando que esta ¢ uma

caracteristica de A. costaricensis.

A via cuténea de infeccdo foi claramente evidenciada, tanto pela presencga de larvas no
tecido fibromuscular do manto nas primeiras horas de infeccdo (Fig. 10), quanto pela
observacdo de larvas, dissociando o epitélio e penetrando no tegumento apds 30 minutos de
infeccdo (Fig. 9). Em S. mariginata, os ductos foram considerados um sitio preferencial de
penetracdo larvar, pois nesse modelo as glandulas do tegumento sdo multicelulares e secretam
seu conteudo através de ductos comuns a varias células (Mendonga et al. 1999). As glandulas
do tegumento de O. matheroni sdo unicelulares, ndo constituindo assim orificios propicios a
penetragdo larvar. Provavelmente o processo de penetragdo se da pela liberagdo de proteases,
que dissociam complexos juncionais das células epiteliais, atuando como fatores de
espalhamento (spreading factors) ou enzimas de digestdo extracorporea (Lee, 1965). Essa
caracteristica invasiva ¢ utilizada também pelo A. costaricensis para invadir tecidos de
hospedeiros vertebrados, prescindindo de mecanismos de interagcdo ligante-receptor. As
proteases agem como fatores de viruléncia, de modo semelhante ao que ocorre com varias
bactérias patogénicas. Por exemplo, estreptococcus, estafilococcus, pneumococcus e certos

clostridios produzem hialuronidade, enzima que promove o espalhamento dessas bactérias



nos tecidos pela quebra do acido hialurénico. Esse é um polissacarideo (glicosaminoglicano),
que funciona como um cimento tecidual (Madigan et al. 1997). Estreptococcus e
estafilococcus também produzem uma vasta série de proteases, nucleases e lipases, que
servem para despolimerizar proteinas do hospedeiro, 4cidos nucléicos e gorduras,

respectivamente (Madigan et al. 1997).

A penetracdo de larvas de nematdédeos metastrogildides em seu hospedeiro
intermediario molusco através da penetracao direta no tecido exposto, ou por ingestdo ou por
uma combinacdo de ambos ocorre amplamente (Hobmaier & Hobmaier 1934, Cheng &

Alicata 1965, Richards & Merritt 1967).

Para A. costaricensis, a via oral de infecg¢@o foi descrita por Morera (1973). Thiengo
(1996), utilizando o modelo S. marginata/ A. costaricensis verificou, através de cortes
histologicos, a ocorréncia simultdnea de penetragdo cutdnea e oral. Essas duas vias de
infeccdo foram confirmadas por Mendonga et al. (1999) em infec¢do experimental de S.
marginata. Assim, os dados aqui obtidos em O. matheroni corroboram aqueles disponiveis na

literatura.

Quanto a via-migratéria parasitaria, foi evidenciado que as larvas, apds penetrarem
nos tecidos, ou ficam retidas em certos locais pela reagdo hemocitaria e/ou sdo disseminadas
pela circulagdo conforme o padrdo anatomico dos vasos. Generalizando, este sistema ¢
caracterizado por um coragdo, contido no pericardio que consta de uma auricula, que recebe o
sangue da veia pulmonar, e de um ventriculo, que o impele através da aorta. Esta se divide em
troncos arteriais cujas ramificagdes levam o sangue para as visceras e para a regido cabeca —
pé (Fig. 30 e 31). Na auséncia de um sistema capilar, o sangue que atinge estes locais insinua-
se através dos espacos pseudovasculares do tecido conjuntivo. No seu retorno, o sangue
acumula-se em trés grandes espacos, o seio cefalopodal, o seio visceral e o seio sub-renal, de
onde ¢ propelido através da parede pulmonar, re-oxigenado ¢ encaminhado para a veia renal e
a veia pulmonar e, desta ultima, para o coracdo (Paraense 1973). Para uma melhor
visualizac¢ao dos trajetos disponiveis para as larvas um esquema general enfatizando as vias e

o sistema circulatério encontra-se representado (Fig. 30 e 31).

As larvas oriundas da via cutinea de infeccdo podem permanecer no tecido
fibromuscular ou invadir os seios hemolinfaticos, que se encontram presentes em grande
numero nesse tecido, ocasionando um aspecto esponjoso. Aquelas que foram ingeridas, apos a
transposi¢ao da parede do trato digestivo, cairiam na hemocele, a partir da qual teriam livre

acesso aos o0rgdos e ao sistema circulatorio (Fig. 15, 16 e 17). O grande numero de larvas



encontrado nos rins ¢ na cavidade do manto reflete a importancia dessas estruturas no sistema

circulatorio.

A intensa presenga hemolinfatica faculta a presenca de grande numero de larvas no
tecido fibromuscular (Fig. 11, 12 e 13). A distribuicdo de larvas por todos os sistemas
(reprodutor, digestivo, entre outros) (tabela I) também esta relacionada a vascularizagdo. Foi
ainda verificado que as larvas, a partir do lumen do trato digestivo, podem invadir a glandula
digestiva através de seu ducto (Fig. 6 e 7), o qual se comunica com a por¢do posterior do
estomago (Paraense 1972). Nesse caso, o parasito poderia permanecer na glandula digestiva

ou a partir dai invadir a hemocele.

A via-migratoria de A. costaricensis em S. marginata foi descrita por Mendonga et al.
(1999, 2003), em decorréncia da importancia epidemioldgica da familia Veronicellidae. Nesse
trabalho, os autores perceberam marcante presenca larvar no tecido fibromuscular, sistema
circulatério e rim, com ocasional invasdo dos orgdos, assim como verificado em O.

matheroni,

E conhecida a ocorréncia de reagio hemocitaria em moluscos infectados por helmintos
(Newton 1952, Pan 1965, Harris & Cheng 1975) e diferengas na intensidade da resposta
tecidual (hemocitaria) entre moluscos do género Biomphalaria, resistentes e susceptiveis a

infec¢do por Schistosoma mansoni, ja foram demonstradas (Borges 1998).

No modelo A. costaricensis/ S. marginata essas reacdes foram caracterizadas por
Mendonga et al. (1999) e os dados obtidos no presente estudo demonstram algumas
semelhangas (inicio com duas horas de infecgdo, tropismo pela face concava da larva) e
diferencas significativas entre a resposta tecidual em O. matheroni (mais lenta, menos intensa
em numero de células e maior ativacdo celular) quando comparada com aquela descrita para
S. marginata. Em O. matheroni, apesar da intensa mobilizagdo peri ou justalarvar, o encontro
de granulomas foi eventual, enquanto que, em S. marginata, a reacdo hemocitéria foi intensa
durante todo o tempo observado (30 dias), formando constantemente granulomas bem

configurados desde o 5° dia.

Em O. matheroni, a atividade hemocitaria foi intensamente aumentada na presenga de
L2 transicionais para L3. Esse estadio larvar foi observado a partir do 10° dia (Fig. 19, 20,
21). Entre os 12° e o 15° dias, a reagdo hemocitaria foi mais intensa. Com o decorrer da
infeccdo e o desenvolvimento das L3, o grau de ativagdo dos hemocitos foi reduzido,
indicando que essas células ndo reagem fortemente frente a esse estadio larvar ou que as

larvas evadiram os agregados celulares (Fig. 12 e 14).



A agregacdo de hemocitos na face concava da larva foi observada em ambas as
espécies (Fig. 13, 19, 21 e 22). Provavelmente esse fato estd relacionado 4 secrecdo de
antigenos nesse sitio, que seriam secretados/excretados pelo poro excretor. Esse fendomeno
podera ser melhor investigado no futuro através da aplicacdo de anticorpos contra produtos
larvarios. Mesmo apdés o inicio da reagdo celular (duas horas), foram observadas,
simultaneamente, larvas que ndo se encontravam cercadas por hemocitos, com outras
cercadas por reacdo de intensidade variavel (Fig. 12, 13, 14, 22). Isso foi constatado na
maioria dos pontos de infec¢do, exceto naqueles em que se encontravam presentes as L2
transicionais. Essa irregularidade da resposta ndo foi notada em S. marginata, na qual, mesmo

na presenc¢a de L3, ocorreu intensa reag@o celular (Mendonga et al. 1999, 2003).

A reacdo hemocitaria ndo se mostrou larvicida em nenhum dos casos (S. marginata/
O. matheroni), ocorrendo o crescimento das larvas até o estadio infectante (L3). Assim sendo,
as diferencas observadas nesse estudo ndo estdo relacionadas com susceptibilidade ou
resisténcia. De fato, ja tinha sido constatado que os nematddeos metastrogildides permanecem
intactos no interior da reagdo celular, onde se desenvolvem normalmente (Harris & Cheng
1975). E importante destacar que, em todos os estadios larvares, ha a formagdo de um espago
(manguito ou tinel) perilarvario que impede que as células toquem diretamente os elementos
parasitarios. Esse espago parece decorrer de acumulo local, justalarval, de proteases

secretadas pelas larvas.

Os resultados das coloragdes especiais e seletivas (histoquimicas) apresentadas na
Tabela 2 (Fig. 23 a 29) indicam que os hemocitos, em agregados perilarvarios, contém, no
citoplasma, glicoproteinas neutras e ha auséncia de matriz extracelular do tipo coldgenos
intersticiais, fibras reticulares e proteoglicanos de alta e baixa sulfatagdo. Normalmente, as
fibras reticulares podem corresponder a coldgeno do tipo trés (recoberto por glicoproteinas),
glicoproteinas ndo colagénicas e fibras reticulares bioquimicamente ndo caracterizadas. Foi
evidenciada neossintese de colageno, envolvendo externamente a reacdo hemocitaria,
indicando a produgdo dessas moléculas por fibroblastos do tecido adjacente. Em,
invertebrados, tanto os hemocitos como os fibroblastos tem a capacidade de sintetizar

colageno (Franchini & Ottaviani 2000).

Os dados obtidos nesse trabalho indicam que, apesar da inespecificidade do A.
costaricensis em escolher seu hospedeiro intermediério, a forma como O. matheroni reage a
infeccdo exibe certas peculiaridades quando comparada a descrita em S. marginata

(Mendonga et al. 1999,2003), indicando a heterogeneidade do sistema de defesa dos



moluscos. E importante ressaltar que esses moluscos pertencem a ordens distintas de

gastropodes pulmonados (Stylommatophora, Soleolifera).

A literatura que enfatiza a relagdo parasito/ molusco ¢, em sua maior parte, devotada a
trematddeos, sendo escasso o material referente a nematddeos. Estudos comparando aspectos
morfoldgicos da reagdo hemocitaria a infeccdo por A. costaricensis, em diferentes espécies de

moluscos, estdo em andamento.
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Figura 1: Verme adulto de A. costaricensis (seta) no plexo mesentérico de Mus musculus

swiss albino.

Figura 2: L; de A. costaricensis (seta) no limem do intestino (asterisco) de O. matheroni (30

min. de infec¢do) (HE, barra=160um).

Figura 3: L; (seta) proxima a superficie da mucosa intestinal de O. matheroni (30 min. de

infec¢@o) (HE, barra=40um).

Figura 4: L, (seta) atravessando o epitélio intestinal de O. matheroni. Limen intestinal —

asterisco (30 min. de infeccdo) (HE, barra=40um).

Figura 5: L; (seta) no conjuntivo subepitelial do intestino (asterisco) de O. matheroni (30

min. de infec¢ao) (HE, barra=40um).

Figura 6: Ductos de comunicagao da glandula digestiva de O. matheroni com o limen do trato
digestivo. Glandula digestiva (asterisco fechado) e ductos (asterisco aberto). (30 min. de

infec¢c@o) (HE, barra=400pm).






Figura 7: Presenca de larva no ducto que comunica a glandula digestiva de O. matheroni com

o lumen do trato digestivo (seta). (30 min. de infec¢ao) (HE, barra=112um).

Figura 8: Larva penetrando no tecido da glandula digestiva de O. matheroni. (30 min. de

infec¢cdo) (HE, barra=32um).

Figura 9: L; dissociando as células epiteliais ¢ penetrando no tegumento (seta) de O.

matheroni (30 min. de infec¢do) (HE, barra=40um).

Figura 10: L; (seta) no pé (asterisco) de O. matheroni (30 min. de infeccdo) (HE,

barra=40pum).

Figura 11: Vérias reacdes hemocitarias em torno de L1, com aspecto pré-granulomatoso,
proximas uma das outras, quase se fundindo na periferia (2 dias de infec¢do) (HE,

barra=112pm).

Figura 12: Tecido fibromuscular do manto de O. matheroni apresentando granuloma tipico,
com células fibroblastoides na periferia (seta), situado préximo a uma larva com fraca reacao

celular justalarval (cabeca de seta) (20 dias de infec¢do) (HE, barra=50pm).






Figura 13: L3 no tecido fibromuscular de O. matheroni com agregado hemocitario em sua

face concava (seta) (30 dias de infecgdo) (HE, barra=32um).

Figura 14: L3 retorcida (seta), localizada proxima a uma glandula mucosa da camada

fibromuscular (asterisco) de O. matheroni (30 dias de infecgdo) (HE, barra=40um).

Figura 15: Larva (seta) no interior de vaso hemolinfitico do pulmdo (asterisco) de O.

matheroni (8 horas de infec¢ao) (HE, barra=112um).

Figura 16: Reacdo hemocitaria retendo larva no interior de vaso hemolinfatico (seta) de O.

matheroni (15 dias de infec¢do) (HE, barra=225um).

Figura 17: Detalhe de larva retida por reagdo hemocitaria no interior de vaso hemolinfatico do
pulmao (seta) de O. matheroni. O vaso estd ladeado por epitélio respiratorio ctibico (15 dias

de infeccdo) (HE, barra=32um).

Figura 18: Inicio da reagdo hemocitaria ao redor de larva (seta) situada no tecido

fibromuscular de O. matheroni (4 horas de infec¢ao) (HE, barra=40um).






Figura 19: Tecido fibromuscular de O. matheroni exibindo L2 (asterisco), com hemocitos

concentrados em sua face concava (seta) (5 dias de infecgdo) (HE, barra=40um).

Figura 20: Glandula salivar de O. matheroni contendo L2 transicional, evidenciada pela
presenga de vacuolos lipidicos na base (seta) de suas células epiteliais intestinais (10 dias de

infec¢@o) (HE, barra=40um).

Figura 21: Reacdo pré-granulomatosa (seta) peri L2 transicional (asterisco), com hemocitos

ativados mais concentrados na face concava da larva (12 dias de infec¢@o) (HE, barra=40pm),

Figura 22: Larvas com (seta) e sem (cabeca de seta) reag@o celular no tecido fibromuscular

de O. matheroni (5 dias de infec¢do) (HE, barra=40um).

Figuras 23 e 24: Reagdes hemocitarias perilarvares com auséncia de deposito de colagenos
intersticiais (30 dias de infecgdo) (Fig.23:Tricromatica de Masson, Fig.24:Picrossirius)

(barra=32pum).

Figuras 23 e 24: Reagdes hemocitarias perilarvares com auséncia de depdsito de colagenos
intersticiais (30 dias de infec¢ao) (Fig.23:Tricromatica de Masson, Fig.24:Picrossirius; Fig.

25:PIFG) (barra=32pum).






Figura 25: Reagdes hemocitarias perilarvares com auséncia de deposito de colagenos

intersticiais (30 dias de infec¢@o) (PIFG, barra=32um).

Figura 26: Reagdo hemocitaria perilarvar destituida de fibras reticulares (30 dias de infec¢@o)

(Reticulina de Gomori, barra=32um).

Figura 27: Reacdo hemocitdria perilarvar demonstrando auséncia de colagenos intersticiais
em seu interior, circundada por neossintese de colageno, com fibras finas e delicadas, no

tecido fibromuscular adjacente (30 dias de infeccdo) (PMA-PSR — LSCM - barra=32um)

Figuras 28-29: Reagdes hemocitdrias perilarvares sem evidéncia de depdsitos de
proteoglicanos de baixa e alta sulfatacdo (30 dias de infec¢ao) (Fig 28:Alcian Blue pH 1,0;

Fig.29: Alcian Blue pH 2,5 - barra=32um).






Figuras: 30 e 31: Esquema do sistema circulatério e migracao larvar.



Fig 30: Tlustraciio da via migratdnia em Omalioney matherond (desenho de

um Stylommatophora generalizado)
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Algumas espécies de moluscos pulmonados atuam como hospedeiros intermedidarios
de Angiostrongylus costaricensis. 4 interagdo entre esse nematoide e moluscos desse grupo
foi analisada, comparando infec¢ées experimentais de Omalonyx matheroni, Biomphalaria
glabrata, Deroceras sp. e Sarasinula marginata. Foram preparados cortes histologicos de B.
glabrata e Deroceras sp. com 30 minutos, 4 horas, 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias de infecg¢do
com 1200 larvas (L1). Os dados foram comparados com aqueles disponiveis sobre via-
migratoria de A. costaricensis em O. matheroni e S. marginata. Cortes corados em HE e
Picrossirius-PMA foram analisados respectivamente em microscopias de campo claro e
confocal. Os resultados revelaram que a reagdo hemocitaria de cada espécie de molusco
diferiu em intensidade e em aspectos morfologicos indicativos de ativacdo celular. A rea¢do
hemocitaria, em todos os tipos de moluscos, era mais marcante em torno de L2,
principalmente em sua face concava. Deroceras sp. e O. matheroni apresentaram evidéncias
de neocolagénese na periferia de reagoes granulomatosas perilarvarias, ausentes em S.
marginata e B. glabrata. Os dados comparativos indicaram a heterogeneidade morfofuncional
dos hemocitos das espécies de moluscos analisadas. Para estudar o desenvolvimento larvar,
10 exemplares de cada espécie foram infectados (400L1) e digeridos apos 5, 10, 15, 20 e 30
dias. A porcentagem de cada estadio larvar recuperado com 15, 20 e 30 dias demonstrou
diferengas significativas (qui-quadrado) entre as espécies. Sabendo-se que Deroceras sp. é
amplamente distribuida e que sua susceptibilidade ainda ndo tinha sido comprovada, L3
recuperadas dessa espécie foram empregadas na infec¢do de camundongos Mus musculus e,
apos 30 dias, constatou-se o desenvolvimento de vermes adultos, demonstrando sua
potencialidade como hospedeira de A. costaricensis.

Palavras-chave: Angiostrongylus costaricensis — Planorbidae, Succineidae, Limacidae,

Veronicellidae — hemocitos — hospedeiro intermediario — desenvolvimento larvar
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Angiostrongylus costaricensis Morera & Céspedes 1971 é um nematddeo que parasita
roedores, podendo infectar acidentalmente o ser humano, causando a angiostrongiliase
abdominal (Morera & Céspedes 1971). Diversos moluscos podem atuar no ciclo como
hospedeiros intermediarios (Morera & Ash 1971, Graeff-Teixeira et al. 1993, Rambo et al.
1997). Essa parasitose ¢ endémica em algumas localidades (Morera 1985, 1988), emergente
em outras, constituindo um problema de saude publica em diversos paises. No Brasil ha em

torno de 90 casos, sendo 81 localizados no Rio Grande do Sul (Lenzi, comunicag@o pessoal)

Pouco se conhece sobre a interacdo de A. costaricensis com seus hospedeiros
intermediarios. A maior parte da literatura que aborda a relagdo molusco/ parasito focaliza nas
diversas helmintoses de interesse médico e veterinario, envolvendo pulmonados da ordem
Basommatophora (Biomphalaria glabrata, Lymnaea stagnalis) e trematodeos digenéticos
(Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica) (van der Knaap & Loker 1990, Yakovleva et al.

2001, Bayne et al. 2001).

Os moluscos apresentam sistema imunologico inato (pré-linféide), compreendendo
fatores celulares e humorais. Os hemocitos (celomocitos, amebdcitos) representam o principal
componente celular do sistema imunologico dos moluscos (Humphries & Yoshino 2003) e
reacOes granulomatosas e de encapsulamento foram amplamente descritas na literatura
(Newton 1952, Pan 1965, Harris & Cheng 1975, Mendonga et al. 1999, 2003). Fagocitose e
citotoxidade foram apontados como os principais mecanismos de defesa na relacao

Basommatophora / Digenea (Sapp & Loker 2000).

Considerando que, até o momento, os hospedeiros intermediarios da angiostrongiliase
abdominal sdo gastropodes da subclasse Pulmonata, o presente estudo visou analisar a relacao
entre A. costaricensis e moluscos desse grupo, enfocando comparativamente na resposta
hemocitaria e tecidual peri ou justa-larvaria e na recuperagdo larvar em representantes de trés
ordens de pulmonados: Stylommatophora (Limacidae: Deroceras sp., Succineidae:
Omalonyx matheroni), Soleolifera (Veronicellidae: Sarasinula marginata), Basommatophora
(Planorbidae: Biomphalaria glabrata). A resposta hemocitaria verificada em Deroceras sp. e
B. glabrata foi comparada com a publicada na literatura para S. marginata (Mendonga et al.

1999) e O. matheroni (Montresor et al. Manuscrito em preparacao).

Todos os moluscos estudados sao comprovadamente hospedeiros intermediarios
experimentais do A. costaricensis (Ubelaker et al. 1980, Lima et al. 1992, Montresor et al.
manus. in prep.), exceto Deroceras sp.. Neste trabalho foi também investigado o potencial

desse gé€nero como hospedeiro intermediario para o referido nematdide. Ressalta-se que



familia Limacidae ¢ amplamente distribuida e diversas espécies foram introduzidas em varios

paises do mundo, nos quais, freqiientemente, atuam como pragas agricolas (South 1992).

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas: 1- a resposta tecidual de B. glabrata ¢
Deroceras sp. foi analisada (cortes histologicos) e comparada com os dados disponiveis na
literatura para O. matheroni e S. marginata,; 2- o desenvolvimento larvario nas diferentes
espécies foi observado através da recuperagdo de larvas por digestdio de moluscos

experimentalmente infectados com L1 (protocolos descrito abaixo).

A. costaricensis - oriundo de Cricitima, Rio Grande do Sul, Brasil - mantido no
Departamento de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em lesmas S. marginata
originarias de localidades do Rio de Janeiro (RJ, Brasil) e roedores Sigmodon hispidus

(Incorporation Virion Systems, Rockville-Washington).

Moluscos. Foram utilizadas quatro espécies de moluscos provenientes de trés
localidades dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. Os espécimes digeridos para
recuperagdo larvar foram obtidos diretamente do campo (exceto B. glabrata), enquanto os
exemplares destinados ao estudo histologico foram oriundos de criagdo em laboratorio. As
quatro espécies foram as seguintes: O. matherony - RPPN Feliciano Miguel Abdala,
municipio de Caratinga, MG, Brasil (~ 0,34g). Deroceras sp.e S. marginata — Campus da
Universidade Federal de Minas Gerais — Belo Horizonte, MG, Brasil (~ 0,1g e 1,69g,
respectivamente). B. glabrata — corrego Ressaca — Belo Horizonte, MG, Brasil (~ 12mm de
diametro de concha - criagdo do Departamento de Malacologia — IOC — FIOCRUZ). Todos os
moluscos foram mantidos em laboratério, a temperatura ambiente de 24,7 = 1,6 °C, durante

todo o periodo estudado.

Obtengdo das larvas LI - Fezes de S. hispidus, com aproximadamente 30 dias de
infeccdo por A. costaricensis, foram sedimentadas em funil pelo método de Baermann
(Willcox & Coura, 1989). Apo6s 12 horas, o material foi centrifugado por cinco minutos em
tubos de Falcon a 3000 RPM. O sedimento foi ressuspendido em 4 a 10 mL de 4gua
desclorada para a quantificacdo das larvas. O nimero de larvas foi estimado a partir da
contagem de trés amostras de 200uL. da suspensdo homogeneizada, em microscopio Optico de

campo claro.

Resposta tecidual. Exemplares de B. glabrata e Deroceras sp., criados em laboratoério,

foram infectados com 1200 L1. Para a infeccdo de B. glabrata a suspensdo de larvas foi



adicionada a recipientes, contendo uma fina lamina d’agua onde os espécimes foram mantidos
por 24 horas. No caso de moluscos terrestres como Deroceras sp., o material incluindo as
larvas foi colocado sobre fragmentos de alface cobertos por fezes de camundongos sadios e

oferecido para os exemplares como alimento (Morera 1973).

Apo6s 30 minutos, 4 horas, 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias de infec¢do, um espécime de
cada género foi fixado por 72 horas em Formalin-Millonig de Carson (Carson et al. 1973).
Um exemplar ndo infectado de cada espécie constituiu o controle negativo. Apos a fixag@o os
moluscos com as conchas (externa ou interna) foram imersos em solugcdo de EDTA 10% ¢
mantidos por 15 dias para que as mesmas fossem foram descalcificadas. Posteriormente o
material foi incluido em parafina e submetido a corte histologico seriado de 5 pm de
espessura. Um a cada seis cortes foi corado em HE, analisado e fotografado em microscopio

optico de campo claro Olympus Nikon Eclipse E800.

A presenga de colagenos intersticiais na reagdo hemocitaria e tecidos adjacentes foi
verificada em laminas de exemplares (Deroceras ¢ Biomphalaria) com 30 dias de infecgdo
coradas com Acido fosfomolibdico-Picrossirius (PMA-PSR) (Dolber & Spach, 1993) e lidas

em microscopio confocal (LSM — 510 Meta — Zeiss).

Os aspectos da reacdo hemocitaria verificados em Deroceras sp. e B. glabrata
foram comparados com os descritos em S. marginata (Mendonga et al. 1999, 2003) e O.

matheroni (Montresor et al. manus. in prep.).

Recuperagdo larvar — Antes do inicio dos experimentos, 30 exemplares de Deroceras
sp., B. glabrata, S. marginata e O. matheroni, obtidos diretamente do campo, foram
digeridos, sedimentados em funil (Wallace & Rosen 1969) e observados em microscopia de
campo claro. Somente moluscos de localidades sem evidéncia de parasitos foram empregados
nos experimentos. Exemplares de cada uma das quatro espécies de moluscos foram
individualmente expostos a 400 L1 de A. costaricensis, de acordo com o procedimento
descrito acima. S. marginata ¢ O. matheroni foram infectados através da oferta de fragmento
de alface com fezes, como descrito previamente para Deroceras sp. Apos 5, 10, 15, 20 e 30
dias de infecc¢do, grupos de dez exemplares de cada espécie foram digeridos e sedimentados
em funil (Wallace & Rosen 1969). Ap6s 12 horas, o material foi coletado em tubos Falcon de
15 mL e centrifugado. O sedimento foi entdo ressuspendido em 500 puL de agua desclorada
para a contagem e observacdo das larvas em microscopio Optico de campo claro. A
identificacdo do estadio de desenvolvimento das larvas foi feita de acordo com Morera

(1973).



Para observar variagdes/ semelhangas no desenvolvimento larvar foi quantificado o
numero de larvas de cada estddio de desenvolvimento (L2/ L3), em cada ponto de infecgdo (5,
10, 15, 20, 30 dias), em todas as espécies estudadas. Os resultados foram submetidos ao teste
do qui-quadrado para verificacdo da significAncia dos valores obtidos e construcdo de um

grafico.

Potencial infectante das L3 oriundas de Deroceras sp. — As L3 obtidas a partir da
digestdo de Deroceras sp. foram utilizadas na infeccdo “per os” de Mus musculus swiss
albinos. Cada camundongo foi infectado com 7 a 10 L3. Apos 30 dias de infeccdo, 10 animais
foram anestesiados, mortos e necropsiados para a verificacdo da presenca de vermes adultos

de A. costaricensis no plexo mesentérico dos roedores.

RESULTADOS

Resposta tecidual.

- B. glabrata — Penetragdo ocorreu pelas vias cutanea e oral. Nas primeiras horas de
infeccdo, grande nimero de larvas se encontrava no Ilumen do trato digestivo, ou transpondo a
parede gastrointestinal (Figs. 1 e 2). Com quatro horas de infeccdo, alguns hemocitos se
localizavam os redor de larvas, configurando reagdo hemocitaria inicial. Com dois dias, o
agregado de hemocitos assumia padrdo nodular, pré-granulomatoso (Figs. 3, 4). As L2
estavam acompanhadas de reagdo hemocitaria mais intensa e com cinco, 10 e 15 dias foram
observados granulomas ao seu redor (Figs. 5, 6). No entanto, no 15° dia, com o surgimento de
L3, a reacdo celular diminui e, com 20, 25 e 30 dias, granulomas foram encontrados em
menor freqii€ncia e a maior parte das larvas se encontravam envoltas por reagdo encapsulante,
constituida por delgadas camadas tipo fibroblasticas (encapsulamento) ou achavam-se livres
nos tecidos (Fig. 7, 8). Nos 20°, 25° e 30° dias apareceram L3 bem formadas, caracterizadas
pela auséncia de vacuolos lipidicos no epitélio intestinal e presenca de alas laterais evidentes
na cuticula. Granulomas ou reagdo hemocitaria intensa em torno de L3 foram observados

ocasionalmente (Fig. 9).

Mesmo nos pontos mais tardios foram encontradas L2 simultaneamente com L3 (Fig.
10), aquelas manifestas por goticulas lipidicas no epitélio intestinal e cercadas por exacerbada
reacdo hemocitaria. Em algumas areas, principalmente em regido podalica, hemocitos
dispersos ou constituintes de reacdo granulomatosa perilarvaria estavam repletos de pigmento
melanico. As reagdes amebocitarias, mesmo quando sob a forma de granulomas, ndo exibiram

presenca de colagenos intersticiais (Figs. 11, 12).



- Deroceras sp. — Apds 30 minutos de infeccdo, foi evidenciada penetracido cutanea
(Fig. 13) e oral e, com quatro horas ja ocorria reacdo hemocitaria justalarval inicial (Fig. 14).
Com dois dias, a reag@o se intensificava e assumia aspecto nodular pré-granulomatoso (Fig.
15, 16). No 5° dia, foi constatado grande niimero de granulomas bem organizados em torno de
larvas, com hemocitos assumindo aspecto fibroblastéide na periferia (Figs. 17, 18). Aos 10
dias de infeccdo, os granulomas ainda se encontravam presentes, juntamente com L2. Larvas
L3 foram identificadas no 15° dia, no qual ocorreu pequena reducdo na intensidade da
resposta hemocitaria, principalmente ao redor desse estadio larvar. Larvas L2 e L3 foram
simultaneamente observadas no 15°, 20° e 25° dias de infec¢do, sendo que somente as [.2
apresentavam ao seu redor reacdo granulomatosa (Fig. 19), com hemocitos ativados,
caracterizados por citoplasma volumoso (Figs. 19, 20). Houve diminui¢do no ntimero de
hemaocitos ao redor de L3, os quais ndo exibiam mais sinais morfologiocos de atividade (Fig.
21). No 30° dia, L3 estavam envoltas por reacdo hemocitaria pouco intensa (Figs. 22, 23) e/
ou encontravam-se livres no tecido. Em torno de alguns granulomas perilarvarios houve

evidéncia de neossintese de colageno no tecido adjacente (Fig. 24).

- Analise comparativa dos resultados

Os resultados acima descritos quando comparados com aqueles obtidos em O.
matheroni (Montresor et al. manus. in prep.) e em S. marginata (Mendonga et al. 1999, 2003)
possibilitaram verificar as seguintes semelhangas e diferencas na resposta das quatro espécies

de moluscos a infeccdo experimental por A. costaricensis:

- Ocorreu penetragao oral e cutanea em todas as espécies em periodo de tempo

relativamente curto - 30 minutos de infec¢ao.

- Todas as espécies apresentaram resposta hemocitaria as larvas. As L2 foram alvo de
resposta hemocitaria mais intensa do que as L1 e L3. Reag¢do granulomatosa estava mais
relacionada a L2. Com o decorrer da infec¢do e surgimento de L3, a resposta hemocitaria
diminuiu acentuadamente em todas espécies, exceto em S. marginata, na qual manteve-se

constante por todo o periodo de infeccao estudado.

- Quanto a rapidez e intensidade da resposta hemocitaira, Deroceras sp. e S.
marginata mostraram rapidamente o recrutamento de grande niimero de hemocitos para os

locais onde se encontram as larvas invasoras. Logo no quinto dia, nessas duas espécies, foi



marcante a presenca de grande niumero de granulomas perilarvarios bem desenvolvidos. Os

moluscos O. matheroni e B. glabrata apresentaram respostas mais lentas e tardias.

- Em O. matheroni, a reacdo hemocitaria foi mais acentuada em torno de L2 em
transi¢do para L3, a qual era constituida por hemdcitos volumosos, com citoplasma
eosinofilico, vacuolizado, com nucleos deslocados para a periferia, sugestivos de hemocitos
ativados. Esses aspectos morfologicos dos hemocitos de O. matheroni ndao foram verificados

em nenhuma das outras espécies, independentemente do tempo de infeccio.

- Em todos os modelos foi constatado que os hemocitos tendiam a se agregarem na
face concava das larvas. Os hemocitos presentes nesse local eram, com freqiiéncia,
morfologicamente distintos dos demais, apresentando eosinofilia e vacuolizagdo

citoplasmatica, rechago periférico do nucleo, indicativos de ativagdo celular.

- As larvas de qualquer estagio, em todas as espécies de moluscos e em todos os
tempos de infecg¢do estudados, exibiam um espago (tunel) perilarvar que as mantinham

distantes da reagdo hemocitaria.

- B. glabrata e S. marginata ndo apresentaram evidéncia de colageno no interior da
reacdo granulomatosa e nem em seu redor. No entanto, em Deroceras sp. € O. matheroni
ocorreu neossintese de uma delgada capsula colagénica na periferia dos granulomas,
constituida por fibras bem mais delgadas que as existentes normalmente no tecido adjacente.
Em Deroceras sp., o colageno estava incorporado aos estratos periféricos da reacdo
granulomatosa, enquanto em O. matheroni, a neossintese colagénica era externa aos

granulomas, situando-se no tecido adjacente.

Os controles negativos ndo apresentaram alteragdes histolégicas em nenhuma das

espécies estudadas.
Desenvolvimento larvar.

O grafico I representa a porcentagem de cada estadio larvar observado nos diferentes
tempos. Existem diferengas significativas (qui-quadrado) nos dias: 15 (qui-quadrado: 112,2,
gl=3, p< 0,001), 20 (qui-quadrado: 48,6, gl=3, p< 0,001) ¢ 30 (qui-quadrado: 67,4734, gl=3,
p<0,001). Como aos cinco e 10 dias as L3 ainda ndo tinham se desenvolvido (Morera 1973),

esses pontos ndo contribuiram para o estudo do desenvolvimento larvar.

Potencial infectante das L3 oriundas de Deroceras sp. — Foram encontrados vermes



adultos de A. costaricensis no plexo mesentérico dos 10 M. musculus necropsiados, apos 30

dias de infeccdo.
DISCUSSAO

Sabe-se que A. costaricensis tem a capacidade de infectar amplo espectro de
hospedeiros intermediarios gastropodes da subclasse Pulmonata. Neste trabalho observou-se
utilizando exemplares das ordens Basommatophora (B. glabrata), Stylommatophora
(Deroceras sp. e O. matheroni) e Soleolifera (S. marginata) que em todos estes moluscos
ocorreu reagdo hemocitaria peri ou justa-larvaria, que exibiu alguns aspectos peculiares a
depender do molusco, tendendo a circunscrever espacialmente as diversas formas larvares sob
a forma de encapsulacdo e mesmo de granulomas bem configurados.

Os resultados demonstram que A. costaricensis exibe comportamento ativamente
invasivo, uma vez que em todas as espécies de moluscos estudadas foi possivel evidenciar

claramente as formas oral e cutanea de penetracdo aos 30 minutos de infeccao.

A penetragdo de larvas de nematéodeos metastrongildides em moluscos através da
penetracdo pelo tegumento ou por ingestdo ou pela combinagdo de ambas as formas, foi
descrita por varios autores (Hobmaier & Hobmaier 1934, Cheng & Alicata 1965, Richards &
Merritt 1967). Em A. costaricensis também foram reportadas ambas as formas de infec¢do
(Morera 1973, Thiengo 1996, Mendonga et al. 1999), aqui confirmadas. Esses dados indicam
que a infeccdo do parasito ndo parece envolver interagdes do tipo receptor-ligante, mas
decorre da produgao de proteases de amplo espectro de agdo por parte do nematdide,
digerindo ativamente os tecidos a serem invadidos (spreading factor) (Lee 1965). De fato,
uma caracteristica observada em cortes histologicos de organismos (vertebrados e
invertebrados) infectados por metastrongildides ¢ a presenca de espago perilarvar (Serra et al.
2003, Harris & Cheng 1975), visto aqui também em todos os modelos estudados. Esse espaco
ou tunel parece decorrer da liberacdo de proteases pelas larvas, sugerindo que o parasito
utiliza um mecanismo de digestdo extracorpérea para a penetragdo em seus hospedeiros,
atuando nas jungdes intercelulares ao penetrarem por epitélios do tegumento ou do trato

gastro-intestinal.

Quanto a reagdo celular, os hemocitos foram recrutados, em todos os modelos,
predominantemente por L2. Esse evento pode decorrer da imobilidade desse estadio larvar,
facultando acumulo gradativo de células em seu entorno. Por outro lado, pode também
ocorrer quimiotropismo dos hemocitos por produtos larvarios, principalmente lipidicos

existentes nas L2, ja que o sistema imunologico inato utiliza amplamente antigenos com



componentes lipidicos na detec¢do de patogenos (Iwasaki & Medzhitov 2004, Iwanaga & Lee
2005). E conhecida a presenga de receptores do tipo Toll em invertebrados (Belvin &
Anderson 1996) e sua importincia no sistema imunologico inato tem sido reconhecida
(Takeda et al. 2003, Iwasaki & Medzhitov 2004). Com as recentes evidéncias de que fragcdes
lipidicas isoladas de helmintos, no caso Schistosoma mansoni, ativam TLR2 (Toll-like
receptors tipo2) (van der Kleij et al. 2002), existe a possibilidade desses receptores estarem
envolvidos na resposta de invertebrados, inclusive moluscos, a helmintos. As L2 de A4.
costaricensis, além de lipideos, apresentam também, em sua composi¢do, carboidratos
parcialmente constituidos por N-acetil-D-galactosamina, alfa-manosil e alfa-d-glicosila

(Mendonga et al.,submetido).

Em todos os modelos estudados foi verificada afinidade dos hemocitos pela face
concava das larvas. Um grande numero de células freqiientemente se encontrava presente
nessa regido, apresentando-se morfologicamente distintas daquelas que se localizavam em
outras regides das larvas. Tinham citoplasma mais eosinofilico e volumoso, com
microvacuoliza¢des e nicleos deslocados para a periferia, indicando ativacdo celular. O
tropismo celular pela face concava também foi observado em vertebrados (Serra et al. 2003) e
provavelmente se deve a liberacdo de produtos larvarios pelo poro excretor. De fato, uma
variedade de nematddeos excreta substancias antigénicas em seus hospedeiros através do poro
excretor, geralmente mediano e ventral (Schmidt & Roberts 1981). Tendo em vista que nos
modelos vertebrado e invertebrado as células se agregam na face concava da larva, pode-se
inferir que os mesmos produtos larvérios estimulam células de organismos de tdxons muito
distintos, reafirmando a alta conservacdo de alguns elementos do sistema imunoldgico em
invertebrados e mesmo em vertebrados. De fato, trabalhos recentes t€ém chamado a atencao
para a manutenc¢ao de diversos mecanismos em seres filogeneticamente distantes, reforgando
assim a antiguidade do surgimento do sistema imunoldgico inato, seu alto grau de

conservagao ¢ sua importancia evolutiva (Hoffmann 2004, Iwanaga & Lee 2005).

A velocidade e intensidade do recrutamento dos hemdcitos, bem como seu grau de
ativagcdo nao segue os mesmos padroes entre as espécies e, enquanto em Deroceras sp. € S.
marginata a resposta ¢ rapida, culminando na presenca de grande niimero de granulomas no
5° dia, em B. glabrata e O. matheroni a resposta se da de forma mais lenta. Em O. matheroni,
a formacao de granulomas € ocasional, sendo observado o predominio de reagdes de padrao
nodular (pré-granulomas). Outro aspecto distintivo observado em O. matheroni ¢ a intensa

ativacdo celular, principalmente na presenca de L2 transicionais. B. glabrata também



demonstrou peculiaridades, tais como presenga de melanina nos hemocitos e a formacao de

delgada capsula celular fibroblastéide (encapsulacdo), ndo verificada nos outros modelos.

As variagdes no padrdo reacional hemocitario entre as varias espécies de molusco,
perante o mesmo tipo de infeccdo, indicam individualidade reacional, ou seja, as células dos
moluscos ndo sdo funcionalmente homogéneas nas diferentes espécies. Essa constatacdo
sugere que elas apresentam receptores caracteristicos de cada espécie ou respondem de forma
diferenciada aos mesmos estimulos. De fato, a heterogeneidade do sistema de defesa dos
moluscos e de outros invertebrados tem sido investigada (Yakovleva et al. 2001, Iwanaga &
Lee 2005) e efeitos espécie-especificos de citocinas e de outros peptideos foram
demonstrados (Ottaviani et al. 1995). Invertebrados podem discriminar, freqiientemente de
modo bastante especifico, entre varias substancias estranhas. Fatores presentes no fluido
corporal dos invertebrados atuam como moléculas de reconhecimento, incluindo aglutininas,
componentes da cascata da profenoloxidade e, em insetos, a hemolina (tipo de cecropina)
(Horton & Ratcliffe, 1996). Uma variedade de moléculas com atividade tipo-citocina tem
sido referida em invertebrados. Em insetos, essas incluem um fator de deplecdo de
plasmatdcitos (tipo-leucdcito), um ativador de leucocitos (denominado hemoquinina) e varios

estimulantes da encapsulacdo e fagocitose (Horton & Ratcliffe, 1996; Loret & Strand, 1998).

A presenca de melanina nos hemocitos de B. glabrata pode ser simplesmente
decorrente da sua presenga nos tecidos dos moluscos. Como os hemocitos t€m alta atividade
fagocitica, a interiorizacdo de moléculas contidas nos tecidos, como a melanina, ocorreriam
com freqiiéncia. Tem sido demonstrado que a melanina pode desempenhar fungdes de defesa
devido as moléculas citotoxicas que sdo geradas durante a melanogenesis (ROI — reativos
intermediarios do oxigénio, semi-quinonas e metideos de quinonas). Freqlientemente, em
invertebrados, a melanina ¢ incorporada nas reagdes de encapsulacdo a bactérias e fungos

(Horton & Ratcliffe, 1996; Klein & Horejsi, 1997).

Todas as espécies estudadas, exceto S. marginata, apresentaram redugdo na resposta
apos o 15° dia, com presenga de larvas livres. Esse fato pode estar relacionado a baixa atracdo
dos hemocitos por L3. No entanto, Harris & Cheng (1975), no modelo Angiostrongylus
cantonensis - B. glabrata relacionaram este fato a mobilidade das L3, que, apds sua
maturacao iniciam um processo de migragdo pelo tecido, durante o qual podem se encontrar
larvas sem reacdo ou envoltas por encapsulacdo. Considerando-se que o espago perilarvar
denota a liberacao de proteases pelas larvas e que a muda L2-L3 de A. costaricensis ocorre

entre 11 e 14 dias de infeccdo (Morera 1973), o encontro de larvas sem reagdo apos esse



periodo pode indicar que elas evadiram a capsula onde se encontravam retidas e migraram
pelo tecido. Em S. marginata os granulomas se mantiveram presentes em todos os tempos

analisados.

Deve-se ressaltar que, em nenhum dos modelos, a reacdo celular foi larvicida. Sabe-se
que larvas de diversas espécies de nematddeos metastrongildides permanecem aparentemente
intactas mesmo quando circundadas pela reacdo celular do hospedeiro — vertebrado ou
invertebrado - (Harris & Cheng, 1975, Mendonga et al., 1999, Serra et al. 2003). Uma vez que
a reacdo celular ndo destr6i a larva e ainda favorece sua liberacdo pelo rompimento de
granulomas perilarvarios durante a contragdo muscular (Conejo & Morera 1988, Mendonga et
al. 2003), a encapsulagdo de A. costaricensis em moluscos veronicelideos tem sido
considerada um exemplo de utilizacdo ou de exploragdo pelo parasito da resposta imune do
hospedeiro. Esses aspectos da relagcdo parasito-hospedeiro tém sido discutidos por Damian
(1987) e Lenzi et al. (1997). A criagdo do espaco perilarvar por proteases parece ser um
evento importante para a protecdo do parasito, pois impossibilita que as células do hospedeiro
toquem a superficie das larvas. Mesmo intensas degranulagdes de eosindfilos, em ratos, ficam

barradas pelo espago perilarvar (Serra et al. 2003).

Outro aspecto que demonstrou variagdes no padrao reacional entre as espécies de
moluscos estudadas foi a presenca de colageno nos granulomas. Em S. marginata e B.
glabrata ndo foi detectado colageno, enquanto em Deroceras sp. e O. matheroni houve
neossintese colagénica periférica aos granulomas. O aspecto dessas deposi¢des ndo foi o
mesmo, pois em Deroceras sp. a neossintese estava incorporada a estrutura dos granulomas
(regido periférica), enquanto que em O. matheroni a reagdo colagénica ocorreu em tecido
adjacente. Isso parece indicar que, em Derocera sp., os hemdcitos foram responsaveis pela
sintese de colageno, ao passo que em O. matheroni, o colageno foi sintetizado por
fibroblastos do tecido adjacente aos granulomas. De fato, hemocitos e fibroblastos sdo
responsaveis pela deposicdo de matriz extracelular em invertebrados, incluindo a neossintese
de colageno. A participacdo dos hemocitos na sintese de colageno tem se mostrado expressiva
e moléculas semelhantes a PDGF (platelet-derived growth factor) e TGF-B (transforming
growth factor-p) participam do processo (Franchini & Ottaviani 2000, Serpentini et al. 2000).

Assim como os hemocitos podem secretar colageno, sdo também responsaveis pela
lise dos tecidos nas areas em que formam agregados e/ou granulomas justa ou peri-larvarios,
pois tem a capacidade de liberar metaloproteinases (Azumi & Yokosawa, 1996; Ziegler et

al.2002; Ote et al. 2005).



Os dados obtidos pela digestdo, recuperacdo e analise do desenvolvimento larvar (qui-
quadrado) em moluscos das quatro espécies em questdo, em diferentes tempos de infeccao,
reforcam os indicios de heterogeneidade reacional verificados na histologia. O padrao de
desenvolvimento das larvas se mostrou peculiar a cada espécie. Em O. matheroni, a maior
porcentagem de L3 no 15° dia demonstra a possivel participagdo dos hemocitos no processo
de maturagdo das larvas, tendo em vista que essa foi a espécie que apresentou maior ativagao
amebocitaria (eosinofilia e vacuolizagdo citoplasmatica) na presenga de L2 transicionais.
Assim sendo, a ativacdo dos hemocitos por esse tipo de larva, a partir do 10° dia, pode estar
relacionada ao maior desenvolvimento de L3 no 15° dia em O. matheroni. O desenvolvimento
das L3 em S. mariginata é retardado em relacdo as outras espécies, tendo em vista que esta
apresentou uma propor¢ao significativamente maior de L2 aos 20 e 30 dias. Nessa espécie, 0s
amebdcitos ndo estavam intensamente ativados apesar de presentes em grande numero ao
redor das larvas e, mesmo com 30 dias de infec¢do, essas se encontravam retidas por
granulomas exuberantes. A hipotese acima, que aventa a possibilidade dos hemocitos
interferirem na maturagdo larval, se baseia em sua capacidade de secretar fatores variados,
como homologos de astaquina (estimula a hematopoese em invertebrados) (Soderhall et al.
2005) e proteinas com dominios de metaloproteinase encontrados na familia ADAM. Esses
tipos de metaloproteinases podem clivar a matriz extracelular em tecidos em degeneragdo e
remodelamento durante os periodos de muda em Bombyx mori (Insecta: Lepidoptera) (Ote et
a. 2005). No molusco bivalve Crassostrea virginica foi identifica nos hemocitos atividade
enzimatica indicativa da presenca de proteina semelhante a metaloproteinase

(Metaloproteinase-like activity) (Ziegler et al. 2002)

As diferencas no padrao de resposta celular e no desenvolvimento larvar nesses
moluscos demonstram que a resposta de cada espécie apresenta caracteristicas proprias e esta
relacionada com o desenvolvimento do parasito. De fato, trabalhos recentes sobre o sistema
de defesa de invertebrados vém demonstrando que cada espécie apresenta padrdes
caracteristicos de defesa que dependem de uma ampla variedade de fatores biologicos
(Iwanaga & Lee 2005). Entretanto, estudos abrangendo moluscos da mesma espécie oriundos
de diferentes localidades devem ser realizados para verificar se os resultados observados neste
estudo representam padroes especificos ou se as variagdes intra-especificas sdo tdo
significativas quanto as interespecificas. Trabalhos que comparem os aspectos do parasitismo
em espécimes oriundos de areas endémicas ¢ de areas onde a parasitose ndo estd presente
serdo imprescindiveis para uma melhor avaliagdo dos fatores que influenciam a relagéo

parasito - hospedeiro.



A caracterizacdo dos mecanismos moleculares empregados no sistema imunolégico
inato dos invertebrados tem sido considerada uma etapa essencial ao esclarecimento do
funcionamento deste sistema imunologico (Humphries & Yoshino 2003, Hoffmann 2004,
Iwanaga & Lee 2005). No entanto, a maior parte dos dados disponiveis na literatura foram
obtidos com ensaios in vifro ou histoquimica, ndo tendo sido demonstrada a estrutura
molecular de receptores e mediadores envolvidos nesses processos (Humphries & Yoshino
2003).

Neste trabalho foi ainda verificado o potencial infectante das L3 recuperadas a partir
de exemplares de Deroceras sp. experimentalmente infectados. Esse género de origem
européia foi introduzido em diversas localidades e se encontra amplamente distribuido pelo
mundo, inclusive no Brasil (South 1992, Fernandes 1982, Chiaridia et al. 2004). Esta
freqlientemente associado ao peridomicilio e, atua como praga agricola. Esse género ¢
também vetor de Angiostrongylus cantonensis (Alicata 1965) e, no Brasil (Santa Catarina),
foram encontrados espécimes infectados com larvas de metastrogiléides em area endémica de
angiostrogiliase abdominal (Maurer et al. 2002). A distribui¢do da espécie, bem como seu

habitat, fazem dela um vetor com potencial importancia epidemiologica.

Foi por tanto demonstrado que A. costaricensis se desenvolve em moluscos
representantes da subclasse Pulmonata, independentemente da ordem a que pertengam. Os
dados indicam que o padrdo reacional do sistema imunoldgico dos pulmonados compartilha

muitos aspectos conservados, apesar da ocorréncia de certas peculiaridades entre as espécies.

Estudos visando caracterizar os aspectos moleculares do sistema imunoldgico dos

moluscos serdo essenciais para uma melhor compreensao de sua interagdo com os helmintos.
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Grafico I: Porcentagem de L2 e L3 de A. costaricensis encontradas com 5, 10, 15, 20 e 30

dias, em todas as espécies de moluscos estudadas (O. matheroni, Deroceras sp., B. glabrata,

S. marginata).



Figuras 1 a 12: Correspondem a exemplares de B. glabrata

Fig.1- Larvas no lumen (asterisco) do trato digestivo proximas ao epitélio (seta), transpondo-o
(cabeca de seta cheia), e atravessando a conjuntiva subepitelial (cabeca de seta), 30 minutos,
HE, barra=32pum.

Fig.2- Agregado de larvas transpondo o epitélio do trato digestivo (seta) e invadindo a
hemocele (cabega de seta). Lumen (asterisco). 30 minutos, HE, barra=32pum.

Fig.3 e 4- Reacdo hemocitaria inicial (seta) no tecido fibromuscular. 2 dias. HE, barra=32um.

Fig.5- Reagdo hemocitaria em L2 com alta ativacdo dos hemocitos na face concava (seta). 10
dias. HE, barra=32pm.

Fig.6- Presenga de melanina nos hemocitos (seta). 15 dias. HE, barra=32pum.






Fig.7- Redugdo da resposta hemocitaria ao redor de L3 (seta). 15 dias. HE, barra=32um.

Fig.8- Redugdo da resposta hemocitaria ao redor de L3 (seta). 25 dias. HE, barra=50um.

Fig.9- Granuloma ao redor de L3 (asterisco). 30 dias. HE, barra=32pum.

Fig.10- Reag@o hemocitaria com presenga de melanina (seta branca) em L2. Notar goticulas
lipidicas no epitélio intestinal larvar (seta negra). 20 dias. HE, barra=32pm.

Fig.11- Auséncia de colageno intesticial em reagdes hemocitarias. 30 dias. PS-PMA,
lem=29um.

Fig.12- Presenca de melanina em reagdes hemocitérias. 30 dias. PS-PMA, 1cm=29um.






Figuras 13 a 24: Correspondem a exemplares de Deroceras sp.

Fig.13- Larva no tecido fibromuscular (seta) evidenciando penetragdo cutanea. 30 minutos.
HE, barra=32um.

Fig.14- Reagdo hemocitdria inicial no tecido fibromuscular (seta). 4 horas. HE, barra=32um.

Fig.15- Intensa reacdo hemocitaria (seta). 2 dias. HE, barra=32pm.

Fig.16- Intensa reacdo hemocitaria (asterisco) na hemocele adjacente ao trato digestivo. 2
dias. HE, barra=32um.

Fig.17- Granuloma peri L2 (granulos lipidicos no epitélio intestinal — cabeca de seta) com 2
camadas evidentes — hemocitos com aspecto fibroblatdide (asterisco cheio) na periferia e
regido central apresentando indicios morfologicos de ativagdo (asterisco). 5 dias. HE,
contraste de fase, barra=22um.

Fig.18- Granuloma peri L2 (seta) com duas camadas evidentes. 5 dias. HE, barra=32pm.






Fig.19- L2 cercada por granuloma compostos por células fibroblastdides na periferia
(asterisco cheio) e hemocitos ativados na face concava da larva (asterisco). 25 dias, HE,
barra=32pm.

Fig.20- L2 apresentando intensa reagdo hemocitaria em sua face concava (seta). 20 dias, HE,
barra=50pm.

Fig.21- Redugdo no niimero de hemocitos e seu grau de ativagdo na presenca de L3. 20 dias,
HE, barra=50um.

Fig.22- L3 com ala lateral evidente (cabeca de seta) e reduzida reagdo hemocitaria ao seu
redor. 30 dias HE, barra=32pm.

Fig.23- Fraca reacdo hemocitaria (seta) em L3 (alas laterais - cabega de seta). 20 dias. HE,
barra=22pum.

Fig.24- Deposi¢ao de coldgeno na periferia de granuloma. 30 dias. PS-PMA, lcm=29um.






DISCUSSAO

Neste estudo foi descrita a via-migratoria de 4. costaricensis em O. matheroni, a
reacdo hemocitaria de moluscos pulmonados a infec¢do pelo referido nematdide, e o
desenvolvimento larvar nas espécies estudadas. Dos moluscos que foram utilizados como
modelo experimental, demonstrou-se a potencialidade de O. matheroni e Deroceras sp.

atuarem como hospedeiros intermediarios, desenvolvendo L3 infectantes.

Constatou-se que a via-migratoria de A. costaricensis em O. matheroni foi dependente
dos caminhos disponibilizados pelo proprio sistema circulatério (Prancha 5). O amplo
espalhamento de larvas por varios sitios do molusco resultou da distribuicdo da
vascularizagdo, bem como a presenca de grande quantidade de larvas no tecido fibromuscular,
rim e cavidade pulmonar (do manto) refletiu a alta irrigacdo/vascularizacdo hemolinfatica
desses locais. Esse aspecto corroborou com os dados encontrados em S. marginata
(Mendonga et al. 1999, 2003), na qual o tecido fibromuscular, o rim e o sistema circulatorio

também foram considerados locais de destaque na migracao do parasito.

Ao comparar os resultados obtidos com O. matheroni aos disponiveis para S.
marginata (Mendonga et al. 1999), observou-se que a resposta tecidual (hemocitaria)
apresentava caracteristicas proprias a cada um dos modelos. Partiu-se, entdo, para um estudo
comparativo mais amplo em diversas espécies de moluscos pulmonados (O. matheroni, B.

glabrata, Deroceras sp., S. marginata).

\

Dois aspectos se mostraram comuns a resposta de todas as espécies de moluscos
estudadas: 1) maior intensidade da reacao na presencga de L2; 2) maior atragdo dos hemdcitos
pela face concava das larvas. Ali se encontravam em maior nimero e exibiam sinais
morfologicos de atividade celular. Além dessas semelhangas, foram verificados aspectos
particulares a cada espécie estudada. Diferencas morfoldgicas na reagdo hemocitaria,
expressas por maior ou menor numero de células, alteracdes morfoldgicas indicativas de mais
ou menos ativagdo celular e presenca ou auséncia de sintese de matriz extracelular

intragranulomatosa, demonstraram heterogeneidade de respostas ao mesmo agente parasitario.

Esses resultados indicaram que, apesar de serem ativados pelos mesmos produtos de
excrec¢da/secrecao larvar, os hemocitos apresentam caracteristicas proprias a cada modelo
experimental, apesar das respostas basicas serem bastante semelhantes entre eles. Realmente a
literatura sobre o sistema imunolégico dos invertebrados tem discutido a conservagdo de

varios aspectos do seu sistema imunologico inato (Hoffmann 2004, Iwanaga & Lee 2005),



bem como a existéncia de heterogeneidade, demonstrada por mecanismos espécie-especificos
(Ottaviani et al. 1995, Yakovleva et al. 2001). No entanto, estudos adicionais devem ser
realizados com o intuito de se verificar se estes padroes de resposta hemocitaria se mantém na
mesma espécie ou se este sofre grandes variacdes intra-especificas de acordo com a localidade

do molusco e a cepa do parasito.

Foi detectada presenca de colageno nos agregados hemocitarios apenas em Deroceras
sp. ¢ no tecido adjacente a reagdo granulomatosa em O. matheroni, indicando que nessas

espécies houve uma tentativa maior de encapsulamento fibroso.

Evidéncias indiretas apontaram para a migracdo ativa de L3, exemplificadas pela
ocorréncia de larvas sem reacdo, apos o 15° dia. A mobilidade das L3 e a aparente diminui¢ao
de secre¢do/excrecdo de produtos larvarios seriam os principais fatores responsaveis pela
menor freqiiéncia de reacdo hemocitaria em seu entorno. A Unica espécie em que ndo foram
observadas L3 livres foi S. marginata, mas nessa espécie a circulagdo ¢ fechada e as L3 eram

aprisionadas por freqiientes granulomas intravasculares.

Através da andlise comparativa dos cortes histologicos, foi possivel evidenciar,
claramente, nas espécies representantes das diferentes ordens de pulmonados, a ocorréncia
simultanea de penetracdes oral e cutinea das larvas, aos 30 minutos de infec¢do. Dessa forma
foi demonstrando que 4. costaricensis tem comportamento invasivo, que provavelmente esta
relacionado a um mecanismo de digestdo proteasica, independente de ligante-receptor. Deve-
se ressaltar que essa caracteristica ¢ comum aos nematddeos da super familia
Metastrongyloidea (Hobmaier & Hobmaier 1934, Cheng & Alicata 1965, Richards & Merritt
1967).

A presenga de espago perilarvar (demonstrando liberagdo de proteases) e a integridade
dos parasitos no interior dos agregados hemocitarios foram aspectos constatados em todas as
espécies. Realmente, diversos autores verificaram que os nematdodeos da super familia
Metastrongyloidea n3o sao danificados pela reacdo celular do hospedeiro intermedidrio
(Hobmaier & Hobmaier 1934, Harris & Cheng, 1975, Mendonga et al., 1999). Ao contrario,
outros autores, estudando moluscos veronicelideos, também verificaram que as larvas ficam
retidas nas reacdes hemocitarias, sem sofrer danos e, quando os granulomas estdo perto do
tegumento, pela compressdo do movimento muscular do molusco, podem se romper,
facilitando a eliminagao de larvas para o meio exterior (Conejo & Morera 1988, Mendonga et
al. 2003). Existe, portanto, a possibilidade dos mecanismos de eliminagdo larvar serem

distintos nos veronicelideos em relacdo aos outros pulmonados. Na pratica, moluscos integros



eliminam poucas larvas, ficando a maioria retida no interior do seu corpo, contribuindo para

infec¢des orais por parte de hospedeiros que os ingerem (roedores, humanos).

A porcentagem de larvas em cada estddio encontrada em S. mariginata, O. matheroni,
Deroceras sp. e B. glabrata evidenciou que o desenvolvimento larvar ndo segue o mesmo
padrdo nas quatro espécies (grafico I). As L3 se desenvolvem mais rapidamente em O.
matheroni e, com 15 dias, essas representam a maioria das larvas recuperadas. No trabalho
comparativo da infec¢do de 4. costaricensis em varios moluscos, discutiu-se a possibilidade
dos hemocito contribuirem para o processo de muda das larvas através da secre¢do de
metaloproteinases. De fato, em cada muda, as larvas desprendem a cuticula, necessitando
enzimas para que isso ocorra. Essas observagdes indicam que a relagdo parasito-molusco nio
se processa necessariamente numa interface “bélica”, podendo ocorrer mecanismos aleatorios
de ajuda. Exemplos de exploracdo da resposta imune do hospedeiro pelo parasito foram
descritos por Damian (1987) e Lenzi et al. (1997) e a maior parte aborda a relagdo mamifero -
trematddeo. As evidéncias aqui apresentadas sugerem que esses mecanismos podem ser
validos em hospedeiros invertebrados, nao estando restritos a hospedeiros vertebrados, os
quais apresentam grande complexidade em seu sistema imune. Nesse sentido, resultados de
Reis & Andrade (1987) mostraram que granulomas periovulares em camundongos infectados
com esquistossomose servem para proteger os tecidos do hospedeiro das secregdes dos

miracidios, em vez de ataca-los e mata-los, como foi sugerido em alguns estudos prévios.

Nos pontos com 20 e 30 dias de infecg¢@o foi evidenciado que o desenvolvimento das
L3 ¢é mais lento em S. marginata em relacdo as outras espécies. Mendonga (1999) havia
percebido este atraso no desenvolvimento larvar, no entanto, como seus experimentos foram
feitos em meses mais frios, isso foi atribuido a menor temperatura, que, sabidamente retarda a
muda de estadio (Ishii 1984, Graeff-Teixeira 1991). Através deste estudo foi comprovado que
o desenvolvimento larvar em S. marginata é mais lento do que em outras espécies estudadas,
porem se desconhecem os mecanismos. Nesse caso ndo parece haver um favorecimento das
mudas pela reacdo hemocitaria, que costuma ser bastante intensa e constante em torno das

larvas, mesmo as L3.

Adicionalmente ao estudo da relagcdo dos moluscos com A. costaricensis foi ainda
verificado que O. matheroni e Deroceras sp. sdo hospedeiros potenciais do parasita, ja que as
larvas obtidas dessas espécies se desenvolvem em parasitos adultos no plexo mesentérico de

Mus musculus. Esses dados reforgam a baixa especificidade do parasita em relacdo ao



hospedeiro intermediario. O género Omalonyx ¢ amplamente distribuido no continente
americano e ocorrem em locais onde existem focos da parasitose. O género Deroceras ¢ de
origem européia e foi introduzido em diversos paises, inclusive no Brasil (South 1992). Esses
moluscos sdo pragas agricolas e freqlientemente podem ser encontrados, constituindo grandes
populacdes em ambiente rural e urbano. Deve-se ressaltar que outros géneros da familia
Limacidae também foram introduzidos em diversas localidades. Esses moluscos sdo
encontrados com freqiiéncia em peridomicilio, bem como em hortas. Os aspectos aqui
observados apontam para a possibilidade desses moluscos se converterem, na natureza, em

hospedeiros intermediarios de A. costaricensis.

O estudo da relagdo entre os nematddeos da super familia Metastrongyloidea e os
moluscos tem muito a acrescentar ao conhecimento dos mecanismos de defesa dos

invertebrados.

Tendo em vista que 4. costaricensis ¢ um protostrongilideo de importancia médica e
que a angiostrongiliase abdominal ¢ uma parasitose emergente e bastante desconhecida no
Brasil, estudos da relagdo nematdide-molusco sdo importantes para o desenvolvimento de

medidas de controle da parasitose, com énfase em seu hospedeiro intermediario.



6 CONCLUSOES

Em conclusdo: 1) confirmou-se o carater promiscuo do A4. costaricensis em relagdo a
hospedeiros intermediarios; 2) verificou-se que a via migratoria desse nematdide em
hospedeiro susceptivel (O. matheroni) depende do sistema circulatério do hospedeiro; 3)
constatou-se que todos os tipos de moluscos estudados reagiram, através de hemdcitos, a
penetragdo e invasdo tecidual das larvas, formando agregados nodulares, encapsulantes ou
granulomatosos em torno das mesmas, sem exercerem agdo larvicida; 4) demonstrou-se, pela
primeira vez na literatura, que O. matheroni e Deroceras sp. t€m a capacidade de atuarem

com hospedeiros intermediarios para A. costaricensis.



7 PERSPECTIVAS

Considerando a riqueza de laminas e de blocos ja confeccionados de varios moluscos
pulmonados e a disponibilidade de se obter material a fresco quando necessario, pretende-se

complementar os estudos com os seguintes aspectos:

1- Estudar a influéncia da coexisténcia molusco/ parasita (areas endémicas) no padrao de
resposta hemocitaria e comparar com o padrao observado para moluscos da mesma espécie

oriundos de outras localidades, ndo endémicas para a parasitose.

2- Caracterizar in vivo e ex vivo, imunoistoquimica e histoquimicamente, os hemocitos dos
moluscos das trés ordens (Basommatophora, Stylommatophora e Soleolifera), em situagdo
normal e perante infec¢do por A. costaricensis, utilizando microscopias de campo claro,

confocal e eletrOnicas de transmissdo e varredura.

3- Verificar, por técnicas de imunomarcagdo e moleculares, se nas reagdes hemocitarias

ocorre expressao de metaloproteinases € moléculas da familia ADAM.

4- Estudar o comportamento dos hemoécitos em moluscos com uma, duas e trés infecgoes,

para verificar o efeito “memoria”.

5- Tentar decifrar a circulagao de retorno em moluscos com circulagdo aberta.
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