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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar atividade enzimatica de N-acetil-B-D-
glicosaminidase-like (NAG-like) e mieloperoxidase-like (MPO-like) em hemdcitos e em
tecidos da regido cephalopodal de Achatina fulica infectados por Angiostrongylus vasorum.
Foram utilizados 120 Achatina fulica: 40 moluscos para o Grupo ingestdo de L1 — larvas de
primeiro estadio de A. vasorum; 40 moluscos para o Grupo inoculacao de L1; 40 moluscos
para o Grupo controle (Nao infectados). Os moluscos foram infectados individualmente com
1000 L1/24h obtidas a partir da técnica de Baermann de caes infectados conforme o protocolo
CEUA _UFMG 227/2022. Apds a infeccdo, os moluscos foram transferidos para aquarios,
alimentados com alface e racdo contendo carbonato de calcio, sendo observada sua
sobrevivéncia. No 1°, 8° e 30° dias ap6s a infecgdo foi avaliada a ativagdo dos hemdcitos, por
meio da coleta de hemolinfa por pun¢do cardiaca e um grama de tecidos da regido cephalopodal
e realizagdo de testes enzimaticos. Para os testes da NAG-like e MPO-like, a preparacao em 40
mg do tecido ocorreu em solu¢des com pH semelhantes, no entanto, a evidéncia da enzima
ocorre para o ensaio de N-acetil-B-D-glicosaminidase-like adicionou-se o substrato p-nitrofenil-
N-acetil-B- D-glicosamina a 37°c por 10 min e a estimativa da atividade foi a 405 nm. Para o
ensaio enzimatico de mieloperoxidase-like, o substrato foi 3,3", 5,5"- tetrametilbenzidina ¢ a
leitura revelada a 450 nm. Na coloragio de peroxidase 1 x 10° hemdcitos foram monitorados
para a expressdo de peroxidase resistente ao cianeto ap6s fixar celulas em formol a 4% com
acetona por 30 segundos e corado por 10 min em fosfato tampao contendo 3,3 tetracloridrato
de diaminobenzidina (0,25%), peroxido de hidrogénio (H202) e cianeto de potéassio (KCN) -
0,2% ao abrigo de luz. Apos analises observou-se que A.fulica desatiada por 4. vasorum

apresenta atividade enzimatica semelhante a MPO e NAG.

Palavras-chave: N-acetil-B-D-glicosaminidase-like (NAG-like); Mieloperoxidase-like (MPO-
like); Coloragdo de peroxidase Achatina fulica; Angiostrongylus vasorum.



ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the enzymatic activity of N-acetyl-B-D-
glycosaminidase -ike (NAG-like) and myeloperoxidase-like (MPO-like) in hemocytes and in
tissues of the cephalopodal region of Achatina fulica infected by Angiostrongylus vasorum. 120
Achatina fulica were used: 40 mollusks for the L1 ingestion Group - first stage larvae of A.
vasorum; 40 mollusks for the L1 inoculation Group; 40 mollusks for the control Group (Not
infected). Mollusks were individually infected with 1000 L1/24h obtained from Baermann's
technique from infected dogs according to CEUA_UFMG protocol 227/2022. After infection
the mollusks were transferred to aquariums, fed with lettuce and feed containing calcium
carbonate and their survival was observed. On the 1st, 8th, and 30th day after infection,
hemocyte activation was evaluated by collecting hemolymph by cardiac puncture and one gram
of tissue from the cephalopodal region, and enzymatic tests were performed. For the NAG-like
and MPO-like tests, 40 mg of tissue was prepared in solutions with similar pH; however, for
the N-acetyl-B-D-glycosaminidase assay, the substrate p-nitrophenyl-N-acetyl-f-D-
glycosamine was added at 37°c for 10 min and the activity was estimated at 405 nm. For the
myeloperoxidase-like enzyme assay the substrate was 3,3', 5,5'- tetramethylbenzidine and the
reading revealed at 450 nm. For peroxidase staining 1 x 105 hemocytes hemocytes were
monitored for cyanide-resistant peroxidase expression after fixing cells in 4% formalin with
acetone for 30 seconds and stained for 10 min in phosphate buffer containing diaminobenzidine
3,3 tetrachlorhydrate (0.25%), hydrogen peroxide (H202), potassium cyanide (KCN) - 0.2%
under shelter from light. After analysis it was observed that A. fulica challenged by A. vasorum

showed similar enzymatic activity to MPO, NAG.

Keywords: N-acetyl-B-D-glycosaminidase-like (NAG-like); Myeloperoxidase-like (MPO-
like); Eosinophil peroxidase-like (EPO-like); Achatina fulica peroxidase staining;
Angiostrongylus vasorum.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

Os moluscos da classe Gastropoda, do filo Mollusca, distribuem-se pelos ambientes
marinhos, agua doce e terrestre, € sao hospedeiros intermediarios de trematddeos e nematodeos
parasitos do homem e dos animais, como o Angiostrongylus cantonensis, Angiostrongylus
costarisensis e Angiostrongylus vasorum (Guilhon 1965, Brasil 2007, Lie & Basch 1967,
Zakikhani et al 2003, Almeida et al., 2022, 2023).

Os parasitos do género Angiostrongylus parasitam as artérias pulmonares, mesentéricas
ou coracdao de roedores, insetivoros e carnivoros. Dentre as 18 espécies descritas, duas se
destacam por causar zoonoses: A. cantonensis, A. costaricensis. H4 também A. vasorum com
suspeita de também infectar humanos. Esses nematoides tém importancia veterinaria ¢ humana.

Angiostrongylus cantonensis causa a meningite eosinofilica, na Asia e sul do Pacifico,
com relatos de casos em humanos na América do Sul, incluindo o Brasil (Caldeira et al 2007,
Lima et al 2009, Maldonado et al., 2012). Alguns moluscos sdo descritos como hospedeiro
intermediario natural para esse parasito: Sarasinula marginata, Subulina octona, Bradybaena
similaris (Caldeira et al. 2007, Oliveira et al. 2015), Pomacea canaliculata (Lv et al. 2009, Zhang
et al. 2008, Hu et al. 2011) e Thelidomus asper (Lindo et al. 2002), Achatina fulica (Zhang et
al.2008, Hu et al. 2011, Fontanilla, Wade 2012, Oliveira et al.2015). No Brasil, A. fulica ¢
encontrado infectado naturalmente nos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina,
Espirito Santo, Amazonas e Minas Gerais (Lima et al. 2009, Maldonado et al. 2010, Caldeira
et al 2007, Moreira et al. 2013, Almeida et al., 2023). Outros moluscos sdo hospedeiros
intermediarios em potencial, uma vez que, experimentalmente, se infectaram como Pomacea
canaliculata (Tesana et al. 2008, Lv et al.2009), Pila polita (Tesana et al. 2008).

Angiostrongylus costaricensis, agente etioldogico da angiostrongilose abdominal no
homem, ¢ encontrado desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, ha
relatos de casos humanos nos estados do Rio Grande do Sul (Agostini 1984, Rambo et al. 1997),
Parand (Ayala 1987), Espirito Santo, Minas Gerais (Pena et al. 1995), Sdo Paulo (Zilliotto et al.
1975) e Santa Catarina (Laitano et al.2001). Os moluscos descritos infectados naturalmente sdo
Phyllocaulis variegatus, Bradybaena similaris (Rambo et al. 1997, Teixeira et al. 1993),
Belocaulus angustipes, Phyllocaulis soleiformis (Rambo et al. 1997), Limax maximus, Limax

flavus (Teixeira et al. 1993), Sarasinula linguaeformis (Laitano et al. 2001) e os infectados
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experimentalmente sdo Omalonyx sp. (Montresor et al. 2008), Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria straminea (Lima et al.1992), Phyllocaulis variegatus,
Phyllocaulis soleiformis e Phyllocaulis boraceiensis (Bonetti, Graeff-Teixeira 1998),
Sarasinula marginata (Mendonga et al. 2008).

Angiostrongylus vasorum ¢ um nematodeo que parasita canideos domésticos e
silvestres. O primeiro hospedeiro intermedidrio descrito foi Arion (Guillhon, 1960) e as
espécies Arion distinctus, Tandonia sowerbyi, Arion distinctus, Tandonia sowerbyi, Arion
rufus, Arion flagellus e Limacus maculatus (Patel et al. 2014, Aziz et al. 2016). Outros moluscos
foram infectados experimentalmente como, Arion rufos (Guilhon 1965), Helix aspersa, Helix
pomatia, Cepaea nemoralis, Arianta arbustorum, Euparypha pisana, Succinea putris,
Cochlodina laminata, (Guilhon &Afghahi 1969), B. glabrata (Guilhon & Afghahi 1969,
Barcante et al. 2003), B. tenagophila (Pereira et al., 2006), Laevicaulis alte, B. similaris, S.
octona, Prosopeas javanicum (Rosen et al. 1970), A. fulica (Sauerlander & Eckert 1974,
Coaglio et al. 2016), Omalonyx matheroni (Mozzer et al. 2011), Melanoides tuberculata, B.
similaris e Sarasinula marginata (Paula-Andrade 2012) e Pomacea canaliculata (Mozzer et al.
2014, Di Cesare et al. 2015).

Como A. fulica infecta-se experimentalmente com Angiostrongylus e ja foi encontrado
como hospedeiro natural desse nematoide no Brasil, especificamente em um parque urbano de
Belo Horizonte, Minas Gerais como demonstrado recentemente por Almeida et. al. (2022), o
que mostra a importancia de evoluir e aprofundar nos estudos sobre mecanismos de defesa

envolvendo esse molusco terrestre na interagdo com Angiostrongylus sp..

1.2 Angiostrongylus Vasorum

Angiostrongylus vasorum € um parasito do ventriculo direito do coracdo, da artéria
pulmonar e suas ramificagdes, principalmente, de canideos domésticos e silvestres. Conhecido
como “French Heartworm” ou filariose francesa (Conboy 2000, Morgan et al. 2005, Helm et
al. 2010), foi descrito pela primeira vez por Serres em 1853, na cidade de Toulouse, Franga, ao
encontra-lo no sistema circulatério de um cdo que morreu subitamente.

Os adultos possuem corpo delgado e alongado, pouco atenuado nas extremidades; a
cuticula ¢ fina e transparente, sendo na extremidade cefalica ligeiramente dilatada. A abertura
bucal ¢ pequena, arredondada e tem comunicagdo direta com o esdfago, que ¢ claviforme e
ligeiramente mais alargada na porg¢ao final. A fémea mede cerca de 17 mm de comprimento por

0,26 mm de largura, ¢ maior do que o macho,mais robusta e com ovarios longos. A vulva fica
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anterior ao anus, possui cauda curtae extremidade posteriorarredondada com expansao cuticular
em forma de bainha, que se projeta além da cauda. O macho mede em torno de 13 mm de
comprimento por 0,24 mm de largura, apresenta bolsa copuladora pequena sem o lobo mediano,
com dois lobos laterais idénticos e simétricos. Os espiculos sdo longos, fortes e sub-iguais com
estriagodes transversais (Guilhon & Cens 1973, Lima et al. 1985).

A larva de primeiro estddio (L1), mede cerca de 264,4 um de comprimento e 11,2 um
de largura; se caracteriza por ser fina e transparente, com a extremidade anterior arredondada e
a cauda recurvada ventralmente com apéndice unguiforme. O segundo estadio da larva (L2),
mede cerca de 338,09 um de comprimento e 12,78 um de largura, ¢ pouco movel, fica disposta
em arco e apresenta cor amarronzada e, devido a presencga de granulos no interior das células
intestinais, possui duas bainhas, que ocupam todo o seu interior. A larva de terceiro estadio
(L3), mede cerca de 362,12 um de comprimento e 19,10 pm de largura, aparece livre das
bainhas, sendo mais claras e transparentes, com a presenca de dois bastdes quitinosos dispostos
longitudinalmente na extremidade anterior; sua cauda termina com apéndice digitiforme

(Guilhon & Cens 1973, Bessa et al. 2000, Mozzer 2010).

Figura 1 - Estadios larvais de Angiostrongylus vasorum. A: Larvas de A. vasorum no estagio L1; B: Larvas de
A. vasorum no estagio L.2; C: Larvas de A. vasorum no estagio L3

Fonte: Pereira et al.,2020

1.3 Distribuicdo Geografica de A. Vasorum

Angiostrongylus vasorum, que apresenta distribui¢do cosmopolita, foi descrito pela
primeira vez em caes na Franc¢a (Guilhon & Cens 1973). Atualmente, ele ¢ encontrado em varios
paises da Europa, como Mediterraneo (Poli et al. 1984), Alemanha (Pallaske 1967; Morgan,
Shaw 2010, Inglaterra (Jones et al.1980; Morgan, Shaw 2010; Espanha (Tarazona 1974;, Italia
(Poli et al. 1984; Del Prete et al.2015), Portugal (Alho et al. 2016), Suica (Morgan, Shaw
2010;Hauser et al. 2015; Escocia (Morgan, Shaw 2010), Hungria (Schnyder et al. 2015),
Dinamarca (Morgan, Shaw 2010), Suécia (Morgan, Shaw 2010), Holanda (Morgan, Shaw



12

2010), Finlandia (Elsheikha et al. 2014), Irlanda (Elsheikha et al. 2014), Polonia (Elsheikha et
al. 2014) e Turquia (Elsheikha et al. 2014). Na Africa, em Uganda (Elsheikha et al. 2014). Nas
Américas, nos Estados Unidos, no Canad4d (Williams et al. 1985; Morgan, Shaw 2010;
Elsheikha et al. 2014), na Colombia (Elsheikha et al. 2014), e no Brasil (Lima et al 1985). Na
Oceania, na Australia (Roberts 1940).

No Brasil, ndo ha dados sobre a prevaléncia de 4. vasorum, mas ha relatos esporadicos
desse parasito em alguns estados. No Rio de Janeiro, relatado por Travassos (1927) o parasito
foi recuperado no cachorro do mato (Cerdocyon thous azarae) e Langenegger et al. (1962)
relatou cdes no municipio do Rio de Janeiro. No Rio Grande do Sul e Parana houve relatos de
caes infectados (Gongalves 1961, Giovanonni et al. 1985). Fehringer e Fiedler (1977) citaram
a ocorréncia de dois caes infectados em Salvador-BA. Lima et al (1985) recuperaram o parasito
das artérias pulmonares em dois cdes procedentes do municipio de Caratinga-MG e
posteriormente Lima et al. (1994) relataram quatro infec¢des naturais na raposa do campo
(Dusicyon vetulus) no sul do estado de Minas Gerais, mantidas no zoologico de Belo Horizonte.
Duarte et al. (2007) relataram a primeira infec¢@o natural na cidade de Juiz de Fora, MG, em

cachorro do mato (Cerdocyon thous).

1.4 Ciclo Biologico de Angiostrongylus Vasorum

O parasito possui o ciclo heteroxeno, sendo os canideos silvestres e domésticos os
principais hospedeiros definitivos, ja tendo sido encontrado em coiotes e guaxinins. Eles se
infectam pela ingestdo dos hospedeiros intermediarios, moluscos como A. fulica, B. glabrata,
Subulina octona, Helix aspersa, A. distinctus, T.sowerbyi, P. canaliculata, Arion lusitanicus,
Arion ater, Arion ater rufus, Limax maximus, Arion rufus, Arion flagellus, Limacus maculatus
e Omalonyx matheroni (Sauerldnder & Eckert 1974, Coaglio et al. 2016, Barcante et al. 2003,
Bessa et al. 2000, Di Cesare et al. 2015, Patel et al. 2014, Mozzer et al. 2014, Ferdushy et al.
2010, Ferdushy et al. 2009, Aziz et al. 2016, Mozzer et al. 2011) e doshospedeiros paraténicos,
como a rd (Rana temporaria) (Bolt et al. 1993) e as aves, como a galinha (Gallus gallus
domesticus), que, recententemente, foi apontada por Mozzer & Lima (2015) como hospedeiros
paraténicos em potencial ao A. Vasorum. Além disso, a presenca de L3 no ambiente podem
contaminar agua, alimentos sendo também uma fonte de infec¢do importante (Guilhon & Cens
1973).

Ap0s a ingestdo, a L3 penetra na parede do trato digestorio e migra até os linfonodos

mesentéricos, onde ocorre a muda para a larva de quarto estadio (L4), que chega na corrente
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sanguinea.Aproximadamente no décimo dia, elas estdo alojadas no ventriculo direito e nas
artérias pulmonares. Os helmintos alcangam a maturidade sexual por volta do trigésimo dia de
infec¢do nas artérias pulmonares, onde ocorre a copula. As fémeas migram para as pequenas
ramificagdes da artéria pulmonar e iniciam a postura dos ovos nao embrionados. Neste local
ocorre o embrionamento dos ovos até o desenvolvimento das L1, que eclodem e atravessam
ativamente alvéolos, bronquiolos e bronquios. Com a tosse, as L1 migram para a traqueia e sao
expelidas no ambiente ou deglutidas, seguindo para o trato digestivo, onde serdo eliminada nas
fezes a partir do vigésimo oitavo dia de infeccdo. O adulto pode ser observado nas artérias
pulmonares e suas ramificagdes e no ventriculo direito. O periodo pré-patente varia entre 28 ¢
108 dias e o hospedeiro definitivo pode eliminar as larvas por muitos anos apos a infecgdo
(Guilhon & Cens 1969, Bargante 2004, Helm et al 2010, Mozzer et al. 2011, Coaglio et al.
2016).

Guilhon (1960) demonstrou pela primeira vez como os hospedeiros vertebrados se
infectam com A. vasorum ao adicionar lesmas do género Arion de areas enzooéticas a ragao
canina, evidenciando, assim, a participagdo de moluscos no ciclo evolutivo deste parasito.

Por ndo se conhecer qual a espécie do molusco mais adaptado para manter o ciclo na
natureza, varios trabalhos vém buscando testar em laboratorio a susceptibilidade dos moluscos
ao parasito. Algumas espécies de moluscos podem ser consideradas como hospedeiro
intermediario em potencial para 4. vasorum, como as lesmas (Arion ater, Arion rufus, Arion
lusitanicus, Deroceras reticulatum, Limax flavus, Laevicaulus altes, Sarasinula marginata),
gastropodes terrestres (Achatina fulica, Arianta arbustorum, Bradybaena similaris, Cepaea
nemoralis, Cochlodina laminata, Eceparympha physana, Helix pomatia, Helix aspersa,
Prosopeas javanicum, Subulina octona, Succinea putris,Omalonyx matheroni) e gastrépodes
aquaticos (Biomphalaria glabrata, Biomphalaria pfeifferi, Physa sp., Melanoides tuberculata,
Pomacea canaliculata) (Rosen et al 1970, Guilhon & Cens 1973, Sauerlander & Eckert 1974,
Barcante et al 2003, 2006, Mozzer et al 2011, Paula-Andrade 2012, Mozzer et al. 2014, Mozzer
et al. 2015, Di Cesare et al. 2015, Coaglio et al. 2016).

Em experimentos realizados com moluscos infectados experimentalmente com A.
vasorum, a recuperacdo dos estadios larvais varia pouco entre as espécies de hospedeiro
intermediario. Nos moluscos Arion rufus € B. glabrata, a muda de L1 para L2 ocorreu em torno
do 7° dia ap6s a infeccdo (dpi) e da L2 para a L3 exatamente ao 17° dia de infec¢do (Guilhon
1965, Guilhon & Gaalon 1969). Dessa forma, osautores demonstraram que o desenvolvimento
de L1 no molusco ocorre na musculatura e essas realizam poucos movimentos ou ficam

praticamente imdveis. As larvas foram recuperadas principalmente nos musculos cefalopodais
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€ no manto que cobre o pulmao. Em infec¢des com baixas cargas de nematoides e em infec¢des
com altas cargas parasitdrias, as larvas encontravam-se em outros 0rgdos, como a glandula
digestiva e ovotestis. Em outros moluscos testados, como Omalonyx matheroni, a L1 foi
recuperada até o 4° dpi, a L2 foi recuperada ao 5° dpi e a L3 no 10° dpi (Mozzer et a. 2011). J&
em Subulina octona, a L1 foi recuperada até o 6° dpi, a L2 no 7° dpi e a L3 no 13° dpi (Bessa
et al. 2000). No molusco Pomacea canaliculata, a L1 foi encontrada até o 10° dpi, a L2 no 11°
dpi e a L3 no 15° dpi.

Sauerlander e Eckert (1974) demonstraram, por infec¢ao experimental, que 4. fulica ¢
susceptivel ao A. vasorum, sendo possivel recuperar L3 a partir do 17° dia de infecgdo. As
larvas foram recuperadas no pulmao, na regido cefalopodal, no manto, na glandula digestiva e
no trato gastrintestinal. Coaglio et al (2016), ao realizar experimento com a mesma espécie de
molusco e parasito, observou que a L1 foi recuperada até o 5° dpi. J& a L2 comecou a ser

identificada a partir do 6° dpi e, finalmente, a L3, no 13° dpi.

1.5 Achatina Fulica

O molusco Achatina fulica, conhecido como caramujo africano, foi introduzido no
Brasil no ano 1980 através de uma feira agricola no estado do Parana para ser comercializado
como substituto ao escargot (Helix aspersa).Com os resultados negativos no comeércio, os
produtores soltaram os moluscos no meio ambiente (Thiengo et al 2008, Carvalho-Junior &
Nunes 2009). O primeiro registro de um molusco encontrado livre no ambiente ocorreu em
1997, no municipio de Itariri no estado de Sao Paulo e, atualmente, estd presente em 23 dos 26
estados brasileiros, incluindo Minas Gerais (Bargante et al., 2005, Thiengo et al., 2008).

Um dos fatores que proporcionou a dispersdo e o estabelecimento do molusco foi o
habito alimentar pouco exigente associado as alteragdes humanas presentes no meio ambiente,
que favoreceu o alto potencial biologico com elevadas taxas de sobrevivéncia e fecundidade
(Albuquerque et al 2008). Esse molusco se encontra em florestas, capoeiras, caatinga e brejos

(Eston et al. 20006).

1.5.1 Distribuigdo geografica de Achatina fulica e sua participagdo como hospedeiro
intermediario de helmintos

O molusco 4. fulica € encontrado naturalmente em regides costeiras do leste e nordeste

da Africa, como em KwaZulu-Natal, provincia da Africa do Sul, em Mogambique, Quénia e
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Somalia Italiana (Raut & Barker, 2002). Este molusco dispersou para outros locais como
Madagascar, Sri Lanka, Japao, Ilhas da Indiana, Austrélia, India, Sudeste Asiatico, China,
Polinésia Francesa, Ilhas do Pacifico, Hawaii, Estados Unidos e Brasil (Vasconcellos & Pile
2001, Thiengo et al.2007, Albuquerque et al. 2008, Franco-Acuna 2009, Vitta et al. 2011,
Fontanilla et al. 2012, Kwon et al. 2013, Moreira et al. 2013, Jayashankar et al. 2015, Stockdale-
Walden et al. 2015, Song et al. 2016). Esse molusco causa grande impacto na agricultura,
consome muitas espécies de plantas e hortali¢as, modifica habitats e compete com moluscos
nativos. Achatina fulica ¢ a segunda pior espécie invasora do mundo segundo o Global Invasive
Species Database (GISD) e ¢ um vetor importante do A. cantonensis em paises asiaticos (Sarma
et al. 2015).

No Brasil, houve relatos como hospedeiro intermediario para A. cantonensis nos estados
de Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Espirito Santo, Amazonia ¢ Minas Gerais
(Thiengo et al. 2010, Maldonado et al 2010, Caldeira et al. 2007, Moreira et al. 2013, Oliveira
et al. 2015; Almeida et al., 2023), sendo este parasito de importdncia médica por causar a
meningite eosinofilica no homem. Os casos de meningite eosinofilica do estado do Espirito
Santo estdo relacionados a ingestdo desse molusco. Nao ha relato de A. fulica infectada com 4.
costaricensis ou A. vasorum, mas a infec¢do experimental mostra que esse molusco tem a
capacidade de se infectar e desenvolver os parasitos do genéro Angiostrongylus sp. (Carvalho
et al. 2003, Neuhauss et al. 2007, Coaglio et al 2016, 2018).

Esse molusco também estd associado a outros parasitos de importdncia médico-
veterinaria, como Aelurostrongylus abstrusus, parasito do pulmio de gatos, com relatos no
estado do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Sergipe e Amazonia (Oliveira et al. 2010, Andrade- Porto et al. 2012, Thiengo et al.
2008, Ohlweiler et al. 2010). Outros parasitos encontrados nesse molusco foram larvas de
Rhabditis sp. e Strongyluris sp. (Oliveira et al. 2010), géneros de parasito encontrados no

intestino de anfibios e répteis.

1.6 Sistema de defesa interno dos moluscos

O sistema imune dos invertebrados possui dois componentes principais: a fracao
celular, constituida pelos hemocitos, e os fatores soluveis, presentes na hemolinfa que
funcionamsinergicamente para proteger o individuo contra infec¢des por patdgenos (Pereira et
al., 2008). Os invertebrados, inclusive os moluscos, sdo capazes de reconhecer particulas

proprias de particulas estranhas, via células, além de componentes humorais da hemolinfa
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(Ottaviani 2006). No sistema interno de defesa de A. fulica, como de outros moluscos, 0s
hemaocitos sao as principais células de defesa (Coaglio et al (2018). Estudos de Biswas e Mandal
(1999) demonstraram que os granulocitos realizam fagocitose de particulas como carmim,
zimosan, bactérias, leveduras e hemdcias de ovelhas e humanos. Também observou-se que os
hemaocitos recuperados de 4. fulica, previamente inoculados com LPS, induzem a atividade da
cascata de coagulacdo em torno de bactérias em teste in vitro. O reconhecimento de patdgenos
associado ao padrdao molecular associado aos patégenos (PAMPs) pelos diferentes padroes de
receptores de reconhecimento (PRRs), ativam uma variedade de respostas imune humoral e
celular através de cascatas de sinalizagdo. A resposta celular envolve a fagocitose, o
encapsulamento e a formacao de nddulos, que pode destruir o patdgeno diretamente e/ou em
associacao com fatores humorais. A resposta humoral caracteriza-se pela sintese de peptidios
antimicrobianos (AMPs), ativag@o da cascata da fenoloxidase (Satyavathiet al. 2014; Coaglio
et al., 2018), producao de proteinas formadoras de poros, produgdo de derivados de nitrogénio
e oxigénio, lisozimas (Coaglio et al 2018).

As células circulantes originam, em moluscos, no 6rgao produtor de hemocito (APO),
que se situa entre a cavidade do manto, no pericardio, na por¢ao sacular dos tubos renais e na
cavidade ventricular do coragdo (Ottaviani 2006, Souza & Andrade, 2006, Souza & Andrade
2012). Nos moluscos, a populacao celular conhecida por hemécitos, constituem as principais
c¢lulas de defesa, sendo capazes de reconhecer e fagocitar os patdgenos. Nesses, hd pelo menos
uma populacdo de hemocitos na hemolinfa, que realizam a fagocitose de particulas
estranhas,que invadem o sistema interno de defesa dos moluscos (Adema et al 1992). O niimero
de hemdcitos circulantes varia de acordo com a espécie e a presenca de infecgdes, sendo que
alguns estudos apoiam a ideia de que essas cé€lulas se deslocam da circulagdo e migram para
sitios inflamatorios (Bezerra et al. 1997, Cueto et al. 2015).

Nos gastropodes sdo descritos dois tipos de hemocitos, sendo eles os estrelados (SH) ou
granulocitos, que realizam fagocitose e aderem ao vidro, € os hemdcitos redondos (RH) ou
hialinocitos, que nao realizam fagocitose € ndo aderem ao vidro, descrito no molusco
Planorbarius corneus. Os tipos celulares citados acima foram observados no trabalho de
Adema et al (1997), que utilizou os moluscos 4. fulica, Achatina achatina,B. glabrata, Bulinus
natalensis, Helix aspera e L.stagnalis. Todos eles apresentam hemocitos morfologicamente
semelhantes, sendo observadas diferencas apenas no tamanho entre as células dos moluscos
terrestres e aquaticos. Ottaviani (1992) sugere que os hemocitos arredondados possuem
caracteristicas semelhantes aos linfocitos T de vertebrados e os hemocitos estrelados

assemelham-se aos macrofagos.
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Os hemocitos ativados alteram sua morfologia e transformam-se, passando de células
livres em aderentespara formar agregado celular (Satyavathi et al. 2014). Nesse contexto, ocorre
a fagocitose, que inicia apos o reconhecimento do patdgeno, ocorrendo engolfamento e
destruicao intracelular (Satyavathi et al. 2014). Nos moluscos, as células responsaveis por esse
processo sdo os granuldcitos (Ottaviani et al. 2006).

O encapsulamento ¢ um fendmeno onde ocorre uma ligacdo entre os hemocitos e os
patogenos considerados grandes para serem fagocitados, como larvas de parasitos,
protozoarios, trematodeos e nematoides. Os hemocitos formam uma cépsula de multicamadas
ao redor do parasito e este processo ¢ acompanhado por producdo de citocinas-like, de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e por melanizacdo, o que
pode levar a morte do patdgeno (Satyavathi et al. 2014). No encapsulamento, tem sido
evidenciada a presenca tanto de granuldcitos quanto de hialindcitos. Ja4 a nodulacdo ocorre
quando os hemocitos agregam-se ¢ formam multicamadas para aprisionar um grande nimero
de bactérias, fungos e virus, podendo estar relacionada com a ativagdo da cascata da
fenoloxidase, em alguns invertebrados (Satyavathi et al. 2014).

Os hemocitos, em associagdo com os componentes soluveis presentes na hemolinfa,
potencializam a destrui¢cdo de parasitos (Pereira 2008). Dentre os componentes soliveis tem-se
as lectinas (Ito et al 2011), peptideos microbianos (Ottaviani et al. 1990, Mitta et al. 2000),
derivado de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), derivados de oxigénio, como o peroxido de
hidrogénio (Ottaviani et al. 1993, Pereira et al 2006), as enzimas lisossomais (Granath &
Yoshino 1983) e as citocinas like.

Durante o reconhecimento de parasitos, os hemocitos ativados presentes na hemolinfa
circulante liberam produtos citotoxicos (H202, NO, ONOO" (peroxinitrito)), que podem
danificar o tegumento de trematodeos (Hahn et al. 2001, Ottaviani 2006).

Outro mecanismo de defesa dos invertebrados, inclusive em moluscos terestres
infectados com A. vasorum € a melanizagdo. A ativagdo da cascata de proPO (pro-enzima de
fenoloxidase) se dd por proteases de serina zimogénica, homodlogos de serina protease e
proteinas de reconhecimento padrdo. A fenoloxidase (PO) ¢ uma enzima envolvida no processo
fisiologico do sistema imune inato dos invertebrados (Cerenius et al. 2008, Guptaet al. 2005,
Le Clec’h et al. 2016, Coaglio et al., 2018).

Além da participacao no processo de resposta contra patdogenos, a melanizacdo pode
estar relacionada a outros mecanismos, como pigmentacdo de concha em molusco bivalve
Crassostrea gigas e na prote¢ao contra raios ultravioleta (Li et al 2022).

A fenoloxidase (PO) ¢ produzida, principalmente, nos hemocitos especificos, como a



18

célula cristal, na mosca da fruta e na monocitoidepertencente a outros insetos. Nos crustaceos,
¢ produzida nos hemocitos tipos granulares, sendo que nos camardes peneideos, o sistema
proPO ocorre nas células semi granulares e granulares. Detectou-se que células, tanto no plasma
como nos hemdacitos de moluscos como Crassostrea gigas, Mytilus edulis, Perna viridis, Illex
argentinus ¢ Perna perna o proPO, ao desgranularem, liberam-se do proPO sem perder a
viabilidade (Cerenius et al.2008, Vlisidou and Wood 2015, Sritunyalucksana e Soderhill 2000,
Aladaileh et al. 2007).

A ativagao do proPO se da pelos PAMPs (padrao molecular associada ao patogeno)
como os peptidioglicanos, lipopolissacarideos de bactérias e o B-1,3- glucano de fungos e,
também, por danos causados no tecido do hospedeiro e por enzimas liberadas pelos patogenos
(Cerenius et al.2008, Hu et al. 2016, Vlisidou and Wood 2015). O proPO ¢ um zimdgeno, que,
ao ser ativado por infec¢do patogénica ou ferimento, ativa uma cascata de serina protease e
ativa, o PPO.Para que ele se torne ativo, uma enzima semelhante a tripsina, a proteinase
ativadora de PPO (PAP), cliva o PPO no local de clivagem proteolitica conservado, perto do
terminal —N, para assim gerar o PO ativo. Este possui atividade o-hidroxilase e o-difenoloxidase
que converte o substrato monofenolico e o- difenolico em o-quinona. A quinona age como
reticulador em feridas e quando o patdégeno ¢ muito grande para ser fagocitado, ocorre um
encapsulamento ao redor do parasito. Tal processo ¢ acompanhado pela producao de melanina,
resultando em um escurecimento ao redor do parasito, de forma que a capsula endurece, levando
o patogeno a morte (Hu et al. 2016, Fors et al 2014).

Uma vez ativa, a cascata da fenoloxidase contribui no controle da infec¢ao ao converter
a tirosima em DOPA, um substrato que ¢ oxidado pelo PO em dopaquinona ou descarboxilado
por DOPA descarboxilase para dopamina, resultando na melanizagdo. A fenoloxidase ajuda na
melanizagdo, fagocitose, nodulagdo de patdgenos e produz metabolitos toxicos para eliminar os
patdgenos (Satyavathi et al. 2014, Sritunyalucksana e S6derhill 2000).

A ativagdo da cascata da fenoloxidase produz varias moléculas nocivas aos patdgenos,
como as proteases, que podem degradar a proteina do hospedeiro, quinonas citotoxicas,
moléculas reativas de oxigénio e nitrogénio. Para tanto, ha mecanismos de regulagdo de duragao
da atividade de PO, um inibidor de serino protease como a pacifastin presente na lagosta
Pacifastacus leniusculus as sepins, como a serpin-1j, serpin-3, serpin-6 identificada em
Manduca sexta (Gonzalez-Santoyo e Cérdoba-Aguilar 2012, Gupta et al. 2005).

Em Achatina fulica infectada por 4. vasorum verificamos em Coaglio et al., (2018) a
ativacdo de PO na hemolinfa, hemdcitos e tecido de 4. fulica infectada com 1000 L1 de 4.

vasorum no periodo de 0, 1°, 8°, 13° e 30° dias apds infecgao (dpi). Observou-se atividade de
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PO e produgdo de melanina tecidual em A. fulica, variando entre o controle e infectados. Ao
1°dpi observou- se com L-tirosina (p<0,001), L-Dopa (p<0,05) e PPD (p<0,01) aumento de PO
coincidente com cristais de melanina. Ao 8° dpi observou-se modulagdo de PO dependente de
L-DOPA (p<0,001) e L-tirosina, mas nao com o PPD (p<0,05). Ja as anélises teciduais foram
inversamente proporcionais a PO dosificada com L-DOPA, L-tirosina. Ao 13° dpi a inibi¢ao
de PO ocorreu para os trés substratos, sendo para L-DOPA (p<0,01) e PPD (p<0,001), e os
niveis circulantes de melanina diminuiram no tecido. Ao 30° dpi a PO com L-tirosina nao
alterou, sendo que para L-DOPA e PPD aumentou e no tecido decresceu a concentragao de
melanina. O NO foi crescente até 8° dpi decrescendo até 30° dpi. Sendo assim, sugere-se que
via de PO presente em A. fulica pode auxiliar no controle da infec¢do por A. vasoum, visto que,
esse molusco € pouco suscetivel ao parasito (Coaglio et al., 2018).

A superfamilia das peroxidases sio amplamente distribuidas entre os organismos. E
sabido que a heme peroxidase ¢ uma enzima envolvida na melanogénese em moluscos
(Timmermans, 1968). Heme peroxidases sdo enzimas prontamente abundantes que podem ser
classificadas em duas familias principais, nomeadamente peroxidases animais € ndo animais
(Loughran et al. 2008). A heme-peroxidase 2 (HPX2) ¢ um membro da superfamilia das
peroxidases, possuindo um dominio conservado de heme peroxidase animal. O grupo heme
prostético ¢ um derivado da protoporfirina IX, que ¢ um componente essencial do esquema
catalitico em heme peroxidases (Singh et al., 2017).

Em Crassostrea gigas, a enzima heme-peroxidase 2 (CgHPX2) estd presente no colar
do manto envolvida no processo de pigmentacdo das conchas nessas ostras (Min, Li & Hu.
2022). CgHPX2 pertence a categoria de peroxidases animais, que inclui mieloperoxidase
(MPO) de mamiferos, lactoperoxidase (LPO), eosinofilo peroxidase (EPO) e peroxidase da
tiredide (TPO) (Loughran et al 2008). Analise filogenética da proteina CgHPX2 com
peroxidases agrupo-se com peroxidase melanogénica de cefalopodes e de Sepia oficcinalis
(Charles 2014). Entretanto, sdo necessarios mais estudos sobre a participagao de MPO, EPO e
LPO no sistema interno de moluscos. EPO e MPO tém sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos semelhantes e também mostram organizagdo de subunidades de proteinas

semelhantes, no entanto a EPO ¢ resistente ao cianeto.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a participacdo de Achatina fulica no contexto de satide publica integrada, na
medicina humana e na medicina veterinaria, deve ser proposta, uma vez que ha relatos de
infec¢des naturais desse molusco com larvas de nematoides Angiostrongylus cantonensis,
Aelurostrongylus abstrusus, Rhabditis sp. e Strongyluris sp. em varias regides brasileiras.

Achatina fulica infecta-se com A. vasorum em condic¢des laboratoriais, apresentando
susceptibilidade menor do que a verificada em outros moluscos. Sendo assim, ¢ importante
elucidar possiveis mecanismos presentes no sistema interno de defesa desse potencial
hospedeiro intermediério ao 4. vasorum.

A superfamilia das peroxidades sdo encontradas desde organismos procariotas até os
eucariotas. Em moluscos, as hemes peroxidases participam do processo de melanogénese, no
entanto, varias dessas proteinas nao tem todas as func¢des conhecidas. Como A. fulica apresenta
melanina no entorno das larvas de A. vasorum intramolusco, e a biossintese de melanina é um
processo complexo, observar a participagdo de enzimas semelhantes a mieloperoxidase like
(MPO-like), N-acetil-B-D-glicosaminidase-like (NAG-like) na interacdo entre esse molusco e
o nematoide ¢ importante, uma vez que, na associacdo entre moluscos e helmintos apresenta
varias lacunas a serem elucidadas.

O conhecimento gerado podera auxiliar estratégias de controle do molusco e das
doengas a ele associadas, ja que ele pode se tornar um mantenedor de varios ciclos bioldgicos
de helmintos parasitos na natureza, como o ja relatado 4. cantonensis na area urbana da capital

mineira.
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3 METODOLOGIA

3.1 Manutencio do parasito

A cepa de A. vasorum usada foi isolada de um cao naturalmente infectado proveniente
do municipio de Caratinga - MG em 1985 por Lima e colaboradores. O ciclo do parasito ¢
mantido, desde entdo, em caes, no canil de experimentacao do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB — UFMG) e em moluscos Biomphalaria
glabrata no Laboratorio de Helmintologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (LabHelVet ICB_ UFMG) sob protocolo 227/2021.

3.2 Manutencao dos moluscos

Para iniciar a criacdo, 100 exemplares de A. fulica foram coletados no bairro Retirinho,
municipio de Raposos, Minas Gerais (19°58'33"S 43°47'54"W) e transportados para o
LabHelVet ICB UFMG (Coaglio et al., 2013). As geragdes dos moluscos permanecem em
aquario de 30 cm de altura, 44 cm de comprimento e 44 cm de largura, com argila autoclavada
e agua, sendo alimentados, duas vezes por semana, com alface e ragdo suplementada com
carbonato de calcio. Em cada aquario sdo alocados trinta moluscos. Os ovos depositados no
aquario sdo recolhidos e transferidos para uma cuba de criagdo. Os moluscos eclodidos

receberam os mesmos tratamentos e foram utilizados nos experimentos.

3.3 Obtencao de larvas de primeiro estadio de Angiostrongylus vasorum

Para que se possa obter as L1, foi realizada coleta das fezes dos cdes mantenedores da
cepa de 4. vasorum, submetidas a técnica de Baermann (Barcante et al., 2003). em que um funil
de vidro ¢ conectado ao tubo de hemolise e unido pelo tubo de latex. A amostra coletada foi
enrolada em gazes dobradas e posteriormente colocada dentro do funil com agua a 42°C. Apods
12 h, o tubo de hemdlise foi retirado do aparelho de Baermann, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento, lavado 5 vezes em agua de torneira para limpeza das L1. Posteriormente, foram
homogeneizadas e realizadas contagens de trés aliquotas de 10 uL para obtengdo do niimero

médio das larvas, que foram utilizadas na infec¢do dos moluscos.

3.4 Infeccao de A. fulica com larvas de primeiro estadio de 4. vasorum
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3.4.1 Delineamento experimental

Foram formados 3 grupos, alocados em aquarios diferentes e composto por 40 moluscos
com a concha contendo tamanho aproximado de 4cm. Os experimentos foram feitos em
quadriplicata.

Grupol ingestdo de L1: Utilizou-se 40 moluscos medindo 4cm de concha para infecgao

individual por ingestdo oral de 1000 L1 concentradas em ImL de dgua. As larvas foram
alocadas no fundo do recipiente de infec¢do de 4 cm largura por 5 cm de altura e em seguida cada
molusco foi colocado em seu respectivo recipiente. Ao longo de cinco horas, os moluscos
alocados nos recipientes de infec¢do foram monitorados para constar se eles estavam em contato
com as larvas. Caso estivessem deslocados da suspensdo de L1, eram recolocados em contato
com as larvas com o auxilio de uma pinga. Para evitar a fuga, ap6s cinco horas, os recipientes
foram tampados com outro semelhante de menor tamanho, de forma que este ficasse o mais
proximo da concha do molusco, diminuindo sua locomogao. Os recipientes foram selados com
fita adesiva, deixando um espago para permitir a entrada do ar. Os moluscos permaneceram no
recipiente de infec¢cdo por 24 horas em temperatura ambiente (Coaglio 2013).

Grupo?2 inoculagao de L1: A inoculagdo de L1 ocorreu em 40 moluscos medindo 4cm

de concha. As L1 foram quantificadas e mantidas em volume de 0,3mL de 4gua com 1.000 L1,
aspiradas em um seringa de um mL e inoculadas na regido cefalopodal de cada um dos moluscos
com auxilio de uma agulha com calibre 21G.

Grupo3 controle: composto por 40 moluscos medindo 4cm de concha, alocados em

aquario de mesmas condicdes, sem infecgao.
Ap0s 24 horas, os moluscos infectados e controle foram transferidos para aquarios de criagdo e
monitorados por um periodo de 30 dias. Os recipientes de infec¢do foram analisados para a
contagem das larvas remanescentes e andlise da taxa real de infec¢do nos moluscos. O liquido
restante foi transferido para um tubo de 15 mL, centrifugado na quantidade de 180g por 10
minutos, tendo o sobrenadante descartado. J& as larvas presentes no sedimento foram aferidas
conforme Pereira et al. (2006). Com um, oito e 30 dias de infec¢do, 10 moluscos de cada grupo
foram eutanasiados para obten¢do de hemdcitos e tecidos da regido cefalopodal, tendo sido
utilizados como descrito a seguir. Ao 1° dpi teremos a presenga de L1, no 8° L2 e no 30° dpi
encontram-se as L3.

Aos 30 dias apos a infeccdo, realizou-se eutdnasia. Retirou-se, entdo, um grama do
tecido da regido cefalopodal do caramujo. O restante dos tecidos foram submetidos a técnica

de Baermann modificada por Bargante et al.(2003). A concha foi quebrada, sendo os tecidos
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moles do molusco picotados com auxilio de bisturi e tesoura e transferidos para um recipiente
contendo agua de torneira. Este material permaneceu em temperatura ambiente por 24 horas, a
fim de observar saida espontanea de L3. Apos filtragem do material do Baermann, os restos
dos tecidos foram submetidos a digestdo quimica com acido cloridrico e pepsina 1% conforme
Coaglio et al., (2013), com objetivo de recuperar o restante de L3 infectante de 4. vasorum.
Apo6s os moluscos serem observados por 30 dias, foram eutanasiados e todo seu tecido
foi submetido atecnica de Baermann seguida de digestdo por acido cloridrico para posterior
contagem de larvas. O material foi analisado em microscopio estereoscopico a fim de recuperar

0 maior niamero possivel de L3.

3.5 Coleta da hemolinfa e tecido da regido cefalopodal de a. fulica

Para avaliar o comportamento do sistema interno de defesa de A. fulica durante a
infeccdo pord. vasorum, hemocitos e tecidos da regido cefalopodal circulantes foram
recuperados apo6s 1, 8 e 30 dias apds a infeccdo (dpi). O tecido foi congelado em freezer a -20°c
e os hemocitos, apds coletas, foram utilizados para os experimentos no mesmo instante.

A coleta da hemolinfa foi realizada por meio de puncdo cardiaca em todos os grupos
(Coaglio et al., 2018). A concha foi desinfetada com alcool 70% e secada com papel absorvente,
em seguida perfurada com uma mini furadeira, na regido do coragdo. Realizou-se a puncdo do
coracdo com seringa de insulina de 1000 pL (Manoject 50 unit), e a hemolinfa extravasada foi
coletada e transferida para filme plastico acondicionado sobre banho de gelo (Coaglio 2013).

Para evitar a aglutinacdo celular, a hemolinfa foi coletada diretamente em PBS contendo
Citrato/EDTA, conforme Pereira et al. (2008). Antes de realizar os testes com a fracao celular,
a viabilidade dos hemdcitos foi estimada por meio da incubagdo das células em meio PBS
contendo 0,4% de Azul de Tripan (dilui¢do 1:10), contagem em camara de Neubauer, sendo as

células coradas de azul consideradas mortas (Martins-Souza, 1999).

3.6 Determinacido do perfil funcional presente no hemdcitos e nos tecidos da regiio
cefalopodal de A. fulica

3.6.1 Avaliacdo de atividade enzimatica presentes em hemocitos de Achatina fulica

Para compreender o processo de melanogénese presente em Achatina fulica desafiado

com A. vasorum observou-se se nos hemocitos e nos tecidos da regido cefalopodal de 4. fulica
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poderiam ter atividade enzimdatica semelhante a atividade da enzima N-acetil-b-D-
glicosaminidase (NAG) encontrada em macrofagos, e da mieloperoxidase (MPO) de

neutrofilos.

3.6.2 Quantificacdo da determinag¢do de N-acetil-b-D-glicosaminidase like (NAG like) em
tecido da regido cephalopodal de 4. fulica

A amostra do tecido da regido cefalopodal, que estava armazenada a — 20°C, foi entdo
descongelada em banho de gelo, sendo 40mg de tecido acondicionado em tubos de
polipropileno de 2,0 mL. Em seguida, acrescentou-se 760uL do tampao contendo solucdo salina
0,9% com 0,1% v/v Triton X-100 a 4°C e os tecidos foram homogeneizados em
homegeneizador de tecidos. A amostra processada foi centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante vertendo os tubos lentamente e adicionou-se
600uL de NaCl 0,2% a 4 °C por 30 segundos e, em seguida, adicionou-se 600uL de NaCl 1,6%
+ glicose 5% a 4 °C. Homogeneizou- se as amostras rapidamente utilizando o homogeneizador
de tecidos, centrifugando a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante
vertendo os tubos lentamente e adicionando 760puL do tampdo a temperatura ambiente.
Homogeneizou-se rapidamente as amostras utilizando o homogeneizador de tecidos. O
homogenato foi acondicionado em recipientes de 1,5 mL.

Uma aliquota de 500 pL foi utilizada para analise de MPO no passo seguinte € outra
aliquota de 500 pL foi congelada trés vezes em nitrogénio liquido e descongelada em agua a
temperatura ambiente, de maneira alternada. A amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado para o ensaio enzimatico.

Ensaio enzimatico: Foi adicionado 100 puL das amostras em uma placa de 96 pogos em
duplicata e para o branco foi utilizado o tampao. Em seguida foi adicionado 100 pL do substrato
(p- nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina) diluido em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M,
0,1 M Na2HPOs4, pH 4,5) na concentragao final de 2,24 mM e incubado a 37 °C por 10 minutos.

A leitura na leitora de microplaca Polaris a 405 nanometros.

3.6.3 Quantificagdo da mieloperoxidase-like (MPO like ) em tecido da regido cephalopodal
de A. fulica

O sedimento destinado a dosagem de MPO foi homogeneizado e ressuspendido em 1,0

mL de tampao fosfato de sodio 80 mM (pH 5,4) e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos



25

a4°C. A atividade de MPO no sobrenadante foi mensurada por meio da variacao da absorbancia
(densidade 6ptica; DO) a 450nm. Nas amostras (100 pL) foram adicionados 100uL de 3,3°-
5,5’-tetrametilbenzidina 1,6mM (TMB-Sigma) preparado em dimetilsulféxido (DMSO) junto
com 100 puL de tampao fosfato 80 mM (pH 5,4) contendo perdxido de hidrogénio 0,3 mM
(Sigma). A reacdo foi interrompida com a adicdo de 100 pL de acido sulfurico 1 M e
quantificada colorimetricamente a 450 nm em leitor de microplaca (Polaris). Os resultados

expressos em densidade Optica por miligrama.

3.6.4 Avaliacdo da expressao de peroxidase

Os hemocitos foram monitorados para a expressdao de peroxidase resistente ao cianeto
conforme descrito por Ten et al., (1989). Resumidamente, 100 pL de hemécitos (1 x 10°
hemocitos) de moluscos controle e infectados obtidos por pungao cardiaca foram transferidos
para laminas de microscopia, as quais ficaram em camara umida por 60 minutos para adesao
celular a temperatura ambiente. Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas trés vezes com
PBS a temperatura ambiente para retirar o excesso de hemolinfa. Foram entdo fixadas em
formol a 4% com acetona por 30 segundos e corado por 10 min em fosfato tampao contendo
3,3 tetracloridrato de diaminobenzidina (0,25%), peroxido de hidrogénio (H202), cianeto de
potasio (KCN) - 0,2% ao abrigo de luz. As laminas foram contrastadas em hematoxilina de
Delafild e montado com Entelan . As imagens foram capturadas por meio do microscopio Nikon
Eclipse E200 equipado com uma camera digital e pelo software NIS Elements, versao 2.3 por

meio da técnica de aprimoramento de contraste de iluminacao de campo claro (DIC).

4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente, utilizando analise de variancia ou teste

t de Student para os dados paramétricos e teste de Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos.

5 RESULTADOS

5.1 Carga parasitaria e taxa de sobrevivéncia de A. fulica infectada por larvas de primeiro
estadio de A. vasorum
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Observou-se o comportamento de Achatina fulica durante o desenvolvimento de L1 ao
1° dpi; de L2 o 8° dpi e de L3 ao 30° dpi de 4. vasorum no Grupo ingestao de L1; no Grupo
inoculagdo de LI; e no Grupo controle. Foram utilizados de 40 moluscos por grupo
experimental e em cada experimento foram infectados 10 por grupo, totalizando quatro
experimentos independentes. Ao final utilizou-se 120 infecatdos e, para cada ponto, foram
utilizados 40 moluscos.

Observou-se apenas 1,8% das 1000 L1 nas placas de infeccao do Grupo ingestao de L1,
ou seja, 98,2% das L1 foram ingeridas. No grupo inoculagdo ndo foi observado nehuma larva
nas placas de infec¢do 24h apos a exposicdo as L1 de A. vasorum.

Apbs a infeccdo, independente da técnica ingestdo de L1 ou inoculagdo de L1, 30% dos
moluscos morreram até 30 dias apds a infec¢ao. Entre eles, moluscos que estavam em aquarios
livres de contato com 4. Vasorum. Fazendo uso da comparagdo estatistica com Log-rank
(Mantel-Cox), ndo houve diferenga significativa (valor de p>0,05) entre as curvas de

sobrevivéncia dos moluscos dos diferentes grupos de infeccao (Figura 2).
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Figura 2 - Porcentagem de sobrevivéncia de A. fulica dos grupos 2 e 3 infectados com 1000 L1 de A. vasorum.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Cada ponto representa a taxa de sobrevivéncia
nos dias analisados.

Na Figura 3, observa-se que, apds 30 dias de infec¢do por 4. Vasorum, recuperou-se
nimero médio de 6,42+5,99 L3 nos moluscos que foram infectados por ingestdo de L1 de
A.vasorum. No grupo que as L1 foram injetadas recuperou-se 42,14+£23,00 L3 no mesmo
periodo. Estatisticamente, houve uma diferenca significante entre os grupos (P<0,001),
evidenciando que, no Grupo de inoculagdo de L1 recuperou-se sete vezes mais L3 do que no

Grupo ingestdo oral de L1.
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Figura 3 - Numero médio de las L3 recuperadas de A. fulica dos grupos 2 e 3 30 dias apds a infeccdo com 1000
L1 de A. vasorum.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Legenda: Mann Whitney test : *** P<(0,001 em relagdo ao molusco que ingeriram L1. Cada

ponto representa a média + desvio padrao obtido apds 30 dias ap6s de infecgao.

5.2 Avaliacao de atividade enzimatica presentes em hemocitos de Achatina Fulica

A quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase-like (MPO-like) no homogenato do
tecido cephalopodal de 4. fulica foi utilizada como uma medida indireta da ativagdo de
hemocitos presentes neste tecido durante a infeccdo do molusco por 4. vasorum (grafico 3).
Observou-se que antes do desafio com o 4. vasorum os niveis médios + desvio padrao foram
de 0,041+ 0,005. Ao 1° dia apos infecg¢ao observou-se 0,036+ 0,009. Ao 8 ° dia apds a infecgao,
os niveis detectaceis foram de 0,038+ 0,003 e, ao 30° dia apds a infecgdo, de 0,039+ 0,012.
Esses resultados foram homogéneos entre quatro repeti¢des independentes, sendo que em cada
ponto utilizou-se de 6-8 A. fulica por dia de infeccdo. Nao houve diferenca estatisticamente

significativa, valor de p<0,05 entre moluscos controle e moluscos infectados pelo A. vasorum

(Figura 4).
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Figura 4 - Niveis de mieloperoxidase like (MPO-like) no homogenato da regido cephalopodal de A. fulica do
Grupo 1 durante a infecgdo com 1000 L1 de A. vasorum.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Cada ponto representa a média + desvio padrdo obtido por dias apds a
infecgdo.

5.2.1 N-aceltilglucosaminidase like (NAG-like)

A quantificacdo dos niveis de N-aceltilglucosaminidase like (NAG-like) no homogenato
do tecido cephalopodal de A. fulica foi utilizada como uma medida indireta da ativagdo de
hemocitos presentes neste tecido durante a infeccdo do molusco por A. vasorum (Figura 5).
Observou-se que, antes do desafio com o A. Vasorum. os niveis médios + desvio padrdo foram
de 1,178+ 0,331. Ao 1° dia apds infeccao, observou-se 0,909+ 0,307, ao 8 ° dia ap6s a infecgao,
os niveis detectaceis foram de 0,593+ 0,003 e, ao 30° dia ap6s a infecg¢do, foram de 0,039+
0,330. Esses resultados foram homogéneos entre as quatro repeti¢cdes independentes, sendo que
em cada ponto utilizou-se de 6-8 A. fulica por dia de infec¢do. Nao houve diferenga

estatisticamente significativa entre moluscos controle e moluscos infectados pelo 4. vasorum

(Figura 5).
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Figura 5 - N-aceltilglucosaminidase like (NAG-like) no homogenato da regido cephalopodal de A. fulica
durante a infecgdo com 1000 L1 de A. vasorum.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Cada ponto representa a média + desvio padrdo obtido por dias apds a
infecgdo.

5.2.2 Coloragao para Peroxidase-like

Conforme demonstrado na Figura 6a, observou-se, nos hemdcitos obtidos de moluscos
livres de infecg¢do e infectados, a presenca de filopodios (seta amarela), o citoplasma (asterisco
azul) e ntcleo (asterisco vermelho). Por meio da técnica de Ten et al., (1989) observou-se a
presenca de peroxidase, que ¢ resitente ao cianeto, em granulos citoplasmasticos positivos

indicados na Figura 6b pelas setas amarela.
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Figura 6 - SEQ ARABIC 6a - Hemocitos de A. fulica do Grupo 1 durante a infeccdo com 1000 L1 de A.

Fonte: Imagem de microscopio de testes laboratoriais da autora, 2023.

Figura 7 - SEQ Figura \* ARABIC 6b - Presencga de granulos positivos de Peroxidase-like em hemocitos de
A fulica do Grupo 1.
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Fonte: Imagem de microscopio de testes laboratoriais da autora, 2023.
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Legenda: Hemocitos aderidos a laminas de vidro evidenciando a presenga de filopodios (seta
amarela), citoplasma (asterisco azul) e nucleo (asterisco vermelho) Observa-se nos, o
citoplasma (asterisco azul) e nucleo (asterisco vermelho) figura 6a. 6b granulos citoplasmaticos

positivos indicado pela seta amarela.

6 DISCUSSAO

6.1 Infecciao de A. fulica por ingestdo e inoculacdo de larvas de primeiro estadio de A.
vasorum

Apesar do ciclo de Angiostrongylus sp. ser realizado em diversos moluscos, pouco se
sabe sobre a eficiéncia das vias de infeccdo nos hospedeiros intermedidrios. Nesse trabalho,
observou-se que a inoculag¢do de L1 de A. vasorum na regido cefalopodal permite a recuperacao
de L3 sete vezes maior quando comparado com a infec¢do por ingestdo de L1, sendo portanto
uma forma eficiente para a manuten¢ao do ciclo desse parasito em laboratorio. Esse fato ainda
ndo havia sido testado em outros estudos que associam Angistrongylus sp. € os molucos
gastropodes, sendo, portanto, inédita a observagdo de que a inoculagdo de L1 nos tecidos da
regido cefalopodal de Achatina fulica produz elevada recuperacgao de L3.

Ao final do experimento, os moluscos inoculados no Grupo 2, recuperararam um maior
numero de L3 quando comparados aos moluscos do Grupo 2 que ingeriram as larvas, pois
mesmo que estas 2 vias de infec¢do acontecam no ambiente a penetracdo € uma via ativa que
acontece com mais frequencia.

Resultado oposto foi verificado por Neuhauss et al., (2007) quando observaram que de
10.000 L1 de 4. costaricenisis colocados entre orificio realizado entre a concha e colar do manto
Achatina fulica recuperou-se 0.002% de L3.

A inocul¢do das L1 nos tecidos da regido cefalopodal dos moluscos proposta no presente
trabalho justifica-se pela penetracdo ativa de larvas L1 de nematdideos metastrogilideos em
seus hospedeiros intermediarios. Em moluscos gastropodes ocorre a penetracao ativa e direta
nos tecidos expostos, seja por ingestdo ou por uma combinacdo de ambas as vias de
infeccdo(Hobmaier & Hobmaier 1934, Cheng & Alicata 1965, Richards & Merritt 1967).
Morera (1973) descreveu que hospedeiros intermediarios de A costaricensis se infectam por via
oral e Thiengo (1996) demonstrou em Sarasinula marginata desafiado com A. costaricensis
ocorréncia simultanea de penetragdo cutanea e oral.

Essas duas vias de infec¢do foram confirmadas por Mendonga et al. (1999) em infecgao
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experimental de S. marginata com A. costaricensis. Assim, como Montressor et al., (2005) que
observaram em Omalonyx matheroni as duas formas de infec¢do por 1000 L1 de A.

costaricensis por caramujo.

6.2 Avaliacio de atividade enzimatica presente em Achatina fulica

Como ha algumas evidéncias de que os hemocitos de moluscos sdo semelhantes aos
granulocitos e/ou aos macrofagos de vertebrados, algumas enzimas constantemente
quantificadas em vertebrados foram avaliadas nos tecidos da regido cefalopodal de Achatina
fulica infectada por A. vasorum, sendo elas, mieloperoxidase de neutroéfilos, N-acetil-p-D-
glicosaminidase de macrofagos.

A N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) ¢ uma enzima lisossdmica produzida por
macrofagos ativados. A dosagem do NAG ¢ uma técnica utilizada como indice da infiltragcdo
dessas células nos sitios inflamatdrios (Bailey, 1988). Nesse trabalho ocorreu niveis detectaveis
nos tecidos da regido cephalopodal de 4. Fulica, mas que diminuiram com o deseolvimento do
parasito, sugerindo que os niveis da enzima NAG-like e os hemocitos de A. fulica ndo sdo tao
semelhantes ao detectado em macréfagos.

Segundo (Loughran etal., 2008) CgHPX2 pertence a categoria de peroxidases animais
que inclui mieloperoxidase (MPO) de mamiferos, lactoperoxidase (LPO), peroxidase de
eosinofilo (EPO) e peroxidase da tiredide (TPO).Quanto a dosagem de MPO-like, os resultados
da pesquisa detectaram niveis basais nos tecidos da regido cephalododal de A. Fulica, que nao
se elevam com o desenvolvimento intramolusco de L1, L2 e L3. A dosagem de MPO ¢ uma
técnica que tem sido usada com sucesso como um marcador bioquimico de recrutamento de
neutrdfilos na lesdo e permite demonstrar o componente inflamatério de forma quantitativa
(Mullane et al., 1985; Cross et al., 2003).

Segundo Min, Li & Yu (2022) a peroxidase ¢ a mieloperoxidase de moluscos
(Crassostrea virginica, Pecten maximus, Mizuhopecten yessoensis, Lingula anatina,
Amphibalanus amphitrite) pertencem a um grupo irmao da peroxidase de vertebrados e estdo
envolvidas na melanogénese. Por isso, sdo , necessarios mais estudos sobre participacao dessas
enzimas no reconhecimento de helmintos parasitos que utilizam moluscos como hospedeiros
intermediario como A. fulica infectada por A. vasorum, que apresentam, segundo Coaglio et al.,

(2018), melanina em torno de larvas L1, L2, e L3 durante o desenvolvimento intramolusco.
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CONCLUSOES

Pela primeira vez na literatura observou-se que moluscos Achatina fulica apresentam
nos tecidos da regido cefalopodal atividade enzimatica semelhante N-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG-like) apontada;

e Pela primeira vez na literatura observou-se que moluscos Achatina fulica apresentam
nos tecidos da regido cefalopodal atividade enzimadtica semelhante a mioloperoxidase
de neutréfilos (MPO-like) apontada;

e A infeccdo com L1 de 4. vasorum em Achatina fulica por inoculagdo e ingestdo sao
bem-sucedidas;

e Ocorre maior nimero de L3 recuperadas na infec¢do por inoculagio;

e A coloragdo de peroxidase permite uma visualizagdo de granulos citoplasmaticos

positivos nos hemdocitos de Achatina fulica;
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