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RESUMO

A meningite eosinofilica ¢ uma doenca caracterizada pelo aumento de eosinofilos no liquido
cefalorraquidiano (LCR), cuja causa mais comum é a invasdo do sistema nervoso central por
helmintos. Entre os helmintos, destaca-se o Angiostrongylus cantonensis. O roedor Rattus
norvegicus é o hospedeiro natural definitivo e 0 homem atua como hospedeiro acidental e que pode
se infectar através da ingestdo de moluscos crus ou mal cozidos ou alimentos contaminados com a
larva Ls. Recentemente, no Brasil houve quatro casos de meningite eosinofilica, devido a ingestdo
ou manipulagdo de Achatina fulica infectada. Foi realizado uma avaliagdo das alteragdes
metabdlicas, fisioldgicas e histopatoldgicas em R. norvegicus experimentalmente infectados com
100 larvas Lz de A. cantonensis e o estudo do efeito da infeccdo concomitante por Echinostoma
paraensei e A. cantonensis sobre a atividade das aminotransferases ALT e AST, na concentracdo de
proteinas totais, acido Urico, ureia e andlise histopatologica para compreender o efeito da infeccdo
concomitante em Biomphalaria glabrata. Os resultados obtidos demonstraram que a infeccao
causada por A. cantonensis em R. norvegicus promoveu alteracbes metabolicas hepéticas e
histopatoldgicas, caracterizadas pelo aumento da atividade das enzimas ALT, AST, GGT e ALKP,
alteracdo no metabolismo glicidico, presenca de infiltrado inflamatério, alteracbes hematoldgicas
significativas, além disso promoveu alteragdes histopatolégicas no parénquima pulmonar
demonstraram nos roedores a ocorréncia de areas de necrose e extensa fibrose, podendo estar
diretamente relacionada com o desenvolvimento de hipoxia celular. Os moluscos infectados
apresentaram alteragdes nos niveis das aminotransferases e aumento na excre¢do de produtos
nitrogenados, os resultados histopatolégicos mostraram uma mudanca na distribuicdo de A.
cantonensis na presenca de E. paraensei, indicando que a presenca deste trematddeo pode interferir
na dinamica do A. cantonensis. A infeccdo por A. cantonensis causou alteracBes metabdlicas e

histopatol6gicas nos roedores.

Palavras-chave: Angiostrongylus cantonensis, Echinostoma paraensei, Rattus norvegicus,

Biomphalaria glabrata.



ABSTRACT

Eosinophilic meningitis is a disease characterized by increased eosinophils in the cerebrospinal
fluid (CSF), which is the most commonly caused by invasion of the central nervous system by
helminths, as occurs in Angiostrongylus cantonensis infections. The rodent Rattus norvegicus is the
definitive natural host and humans act as accidental hosts and can become infected by eating raw or
undercooked snails or food contaminated with infective L3 larvae. Recently in Brazil there have
been four cases of eosinophilic meningitis due to ingestion of infected Achatina fulica. An
evaluation of metabolic, physiological and pathological changes in R. norvegicus experimentally
infected with 100 L3 larvae of A. cantonensis and study the effect of co-infection with Echinostoma
paraensei and A. cantonensis on the activity of aminotransferases ALT and AST was performed in
the concentration total protein, uric acid, urea and histopathologic analysis to understand the effect
of co-infection in Biomphalaria glabrata. The results showed that the infection caused by A.
cantonensis in R. norvegicus promoted histopathological changes in liver metabolism is
characterized by increased activity of ALT, AST, GGT and ALKP enzymes in glucose metabolism,
inflammatory infiltrate, hematological changes significant in addition in addition histopathological
alterations in lung parenchyma in rodents have shown the occurrence of extensive areas of necrosis
and fibrosis, which can be directly related to the development of cellular hypoxia. The infected
snails showed altered levels of aminotransferases and increased excretion of nitrogen products,
histopathological findings showed a change in the distribution of A. cantonensis in the presence of
E. paraensei, indicating that the presence of this trematode may interfere with the dynamics of A.

cantonensis.

Keywords: Angiostrongylus cantonensis, Echinostoma paraensei, Rattus norvegicus, Biomphalaria

glabrata.
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I- INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO

A angiostrongiliase cantonensis e a equinostomiase sdo zoonoses endémicas
principalmente nos paises asiaticos. A transmissdo dos parasitos ocorre de forma focal e estao
associadas as determinadas praticas socio-econdmicas e culturais. (Alicata & Brown,1962;
Graczyk & Fried 1998). A angiostrongiliase cantonensis é causada pelo Angiostrongylus
cantonensis (Chen, 1935), um nematoide geralmente encontrado parasitando as artérias
pulmonares e o coracdo de roedores silvestres. O A. cantonensis é considerado o principal
agente etiologico da meningite eosinofilica humana (Graeff-Teixeira et al. 2009). Esta €
considerada uma doenca emergente, pois vem se expandindo geograficamente em termos de
variedade de hospedeiros definitivos e intermediarios (Hollingsworth & Cowie 2006).
Adicionalmente, estudos confirmam a suscetibilidade da Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
na infeccdo experimental com A. cantonensis (Tunholi-Alves 2012)

A equinostomiase humana tem sido relacionada a no minimo 16 espécies de
trematodeos intestinais. Ainda que ndo tenha sido relatado nenhum caso de infeccdo humana
no Brasil, o parasito apresenta potencial zoondtico (Maldonado Jr & Lanfredi 2008). No
Brasil os equinostomatideos tém sido encontrados parasitando animais de interesse comercial
tais como: porco domeéstico, galinha, pato e animais de companhia (cdo), além da sua
ocorréncia em roedores silvestres, Nectomys squamipes (Brants, 1827), (Maldonado Jr et al.
2006) e Akodon montensis (Thomas, 1913), encontrados na Mata Atlantica do estado do Rio
de Janeiro (Maldonado Jr & Lanfredi 2008).

Echinostoma paraensei (Lie & Basch, 1967) € uma espécie brasileira de equinéstoma
descrita através do ciclo experimental, ap6s o encontro de B. glabrata naturalmente infectada,
sendo o roedor silvestre N. squamipes posteriormente assinalado como seu hospedeiro
definitivo natural (Maldonado Jr et al. 2001a).

Este estudo &€ composto de trés artigos cientificos que trazem informacgdes sobre
diferentes aspectos da relacdo parasito/hospedeiro (definitivo e intermediario) na infeccéo
experimental do A. cantonensis e E. paraensei, sobretudo nos modelos A. cantonensis X

Rattus norvegicus (Wistar) e na co-infeccdo do hospedeiro intermediario B. glabrata.


http://en.wikipedia.org/wiki/Oldfield_Thomas

1.2 TAXONOMIA E BIOLOGIA DOS HELMINTOS

Os metastrongylideos sdo formados por cerca de 180 espécies de nematoides alocadas
dentro de 40 géneros. Em geral, sdo parasitos de mamiferos, principalmente habitando
pulmdes, e com poucas excecles, apresentam como hospedeiros intermedidrios moluscos.
Cinco espécies sao conhecidas por apresentar neurotropismo durante migracdo no hospedeiro
definitivo: A. cantonensis, Angiostrongylus mackerrasae (Bhaibulaya, 1968), Angiostrongylus
malaysiensis (Bhaibulaya & Cross 1971), Parelaphostrongylus tenius (Dougherty 1945) e
Skrjabingylus chitwoodorum (Hill 1939).

A familia Angiostrongylidae apresenta 16 géneros e 48 espécies com ampla distribui¢do
geografica e infectam marsupiais, insetivoros, carnivoros e roedores (Anderson1978). Cerca
de 20 espécies do género Angiostrongylus tém sido descritas infectando roedores, insetivoros
e carnivoros em todo mundo (Ohbayashi et al. 1979), porém apenas parasitos de duas espécies
tém sido confirmadas como causa de doencas em humanos: A. cantonensis envolvido no
sistema nervoso central e algumas vezes nos pulmdes e Angiostrongylus costaricensis
(Morera & Céspedes 1971), que habita as artérias mesentéricas, ambos podendo causar

angiostrongiliase na América tropical (Morera & Céspedes 1971).

Os ciclos bioldgicos sdo praticamente idénticos ao A. cantonensis, as espécies A.
malaysiensis e A. mackerrasae, ainda ndo foram confirmados como causadores de doencas
em humanos, embora existam relatos de suposta participacdo de A. malaysiensis como
causador da angiostrongiliase em humanos na Malasia (Lin & Ramachandran 1979) e paises
vizinhos (Carney; Stafford1979). Estudos experimentais tém demonstrado a capacidade do A.
malaysiensis provocar doenca neurolégica em macacos, enquanto que apenas resultados

sugestivos foram obtidos com A. mackerrasae devido as limitacdes do estudo.

O género Angiostrongylus foi originalmente provido de Strongylus vasorum (Baillet
1866) por Kamenskii. Inicialmente identificado como Pulmonema cantonensis por Chen
(Chen, 1935) e Haemostrongylus ratti por Yokogawa (Yokogawa 1937), foi reclassificado
por Ash (Ash 1967) para o género Angiostrongylus e finalmente, Dougherty classificou
taxonomicamente como A. cantonensis (Dougherty 1946). Atualmente, segundo Drozdz
(1970), o parasito é considerado um membro do subgénero Parastrongylus infectando
roedores em diferentes pontos do mundo (Anderson 1978). Como quatro novas espécies

foram descritas no inicio da década de 70: Angiostrongylus schmidti (Kinsella 1971), A.



malaysiensis, A. costaricensis (Morera & Cespedes 1971), e A. minutes (Ohbayashi et al.
1979) uma subclassificacdo adicional foi requerida. Baseado no raio dorsal reduzido, raios
laterais curtos e espiculos filiformes pequenos, A. costaricensis foi movido dentro de um novo
género, Morerastrongylus. Entretanto, por considerar esta nova classificacdo confusa, muitos
pesquisadores preferem generalizar e utilizar o termo Angiostrongylus para todos os parasitos
(Bhaibulaya 1979).

1.3 Angiostrongylus cantonensis

Angiostrongylus cantonesis foi descrito em 1935 parasitando as artérias pulmonares de
ratos em Canton, China, inicialmente denominado Pulmonema cantonensis por Chen, o
parasito foi incriminado como agente etiolégico da meningite eosinofilica em 1945 (Nomura
& Lin 1945).

O patologista, Joseph Alicata em 1961, postulou que um parasito pulmonar de roedores
poderia ser o agente etiolégico da meningoencefalite eosinofilica registrada anteriormente
(Alicata 1991). Alicata relatou que um trabalhador japonés apds ingerir propositadamente
lesmas como fonte alimentar desenvolveu nove dias depois um quadro de parestesia e perda
dos movimentos dos ombros e bracos. A coleta do fluido cérebro-espinhal mostrou moderada
pleocitose eosinofilica. Posteriormente, lesmas foram coletadas na mesma érea onde vivia o
trabalhador, e ap6s exames, foi confirmada a presenca de estagios larvais de A. cantonensis
nas mesmas (Alicata 1991). Mais tarde, a teoria postulada por Alicata foi confirmada por
Leon Rosen, médico de um hospital psiquiatrico no Havai, que identificou larvas de
nematoides em um paciente portador de sindrome neuroldgica (Rosen et al. 1962). O paciente
apresentava historico de esquizofrenia, e morreu com meningite eosinofilica aguda. A partir
de registros, identificou que se tratava de um quadro de meningite parasitaria causada por A.

cantonensis, ja que o paciente incluia em sua alimentagdo lesmas.

Angiostrongiliase neuroldgica ¢ uma doenca causada pela migracdo da larva de A.
cantonensis. A doenga €é caracterizada por disfuncdo do sistema nervoso central e
frequentemente associada a infiltracdo eosinofilica e pleocitose eosinofilica. O processo
patolégico associado com a migracdo das larvas de A. cantonensis mostra-se bastante
agressiva ao hospedeiro, resultando em reacGes que colocam em risco a vida do paciente
(Alicata 1991).



Para validar a teoria de Alicata, varios experimentos foram realizados. Infeccdo de
primatas com larvas de terceiro estagio de A. cantonensis demonstrou que esses animais de
fato desenvolveram sindromes patologicas similares a de meningoencefalite eosinofilica
(Alicata 1991).

Durante os anos 60 a doenca foi identificada primeiramente na China e desde entdo tem
sido diagnosticada em todo o Sudeste Asiatico, Ilhas do Pacifico, Micronésia, Australia,
Japdo, llhas Fiji, América Central, os EUA (Louisiana e no Havai), Costa do Marfim, india e
Egito (Hung & Chen 1988, Kliks & Palumbo 1992, Campbell & Little 1988, Limaye et al.
1990). Registros apontam a ocorréncia de pacientes diagnosticados na Nova Zelandia, Suica e
Brasil, onde o parasito é considerado endémico (Bowden 1981, Caldeira et al. 2007, Simdes
et al. 2011).

Para explicar a rapida e continua disseminacdo geografica de A. cantonensis, Alicata
(1966), postulou algumas hip6teses sugerindo a coevolucdo entre o parasito e o hospedeiro.
Dentre elas, Alicata defende que o parasito evoluiu de um ancestral comum em roedores de
Mocambique, A. sandarsae (Alicata 1968), sendo encontrado principalmente na Africa e
Madagascar, e que apresentava como hospedeiro intermediario o molusco gigante Africano
Achatina fulica (Bowdich 1822). A partir dessa evolucéo, surge a espécie A. cantonensis que

se difundiu a partir do Pacifico associada a rapida disseminacdo do molusco.

Drozdz et al (1975) defenderam que a réapida disseminacdo da doenca iniciou-se
mediante a intensa associacao de algumas espécies de nematoides, dentre elas A. cantonensis,
e algumas espécies de roedores principalmente na Malasia e Australia, indicando uma

associacdo duradoura entre parasito e hospedeiro.
1.3.1 O CICLO BIOLOGICO DE Angiostrongylus cantonensis.

O seu ciclo biologico é heteroxeno e envolve obrigatoriamente a participagdo de dois
hospedeiros: 0os moluscos hospedeiros intermediarios, roedores hospedeiros definitivos e
crustaceos (camardo e caranguejo terrestre), planarias terrestres, sapos e pequenos lagartos

como hospedeiros paraténicos (Wang et al. 2008) (Figura 1).

Estudos tém demonstrado o envolvimento de diferentes espécies de moluscos como
hospedeiros deste helminto, sendo o molusco africano, A. fulica associado a expansdo da

endemia. Dentre estes, a participacdo de especies terrestres e aquaticas é registrada, apontando



para a grande plasticidade do parasito, fator que favorece diretamente a disseminacdo da
meningoencefalite eosinofilica (Caldeira et al. 2007, Harris & Cheng, 1975).

Os roedores frequentemente se infectam sob condigdes naturais a partir da ingestédo das
larvas Ls encistadas no tecido muscular do hospedeiro intermediario. A larva penetra na
corrente sanguinea e alcanca o sistema nervoso central (SNC), onde realizam duas mudas, se
tornando jovens adultos em aproximadamente 40 dias. Os jovens adultos migram para as
artérias pulmonares onde desenvolvem a maturidade sexual e tornam-se adultos. Uma fémea
adulta pode produzir diariamente cerca de 15000 ovos (Wang et al. 2008). Os ovos sé&o
levados para os capilares pulmonares de onde eclodem larvas de primeiro estagio que apés a
eclosdo migram ascendentemente pelos bronquiolos até alcancarem a faringe, onde séo
deglutidos, entre 6 a 8 semanas pos-infeccdo o roedor libera a larva L; nas fezes, que podem
ser ingeridas pelos hospedeiros intermediarios e se desenvolverem até L (estagio infectante).
Durante a migracdo dos nematoides do cérebro para as artérias pulmonares alguns roedores
apresentam apatia e paralisia dos membros anteriores ficando impossibilitados de se

alimentarem podendo ir a 6bito (Figura 2)

O homem se infecta ocasionalmente, ingerindo o hospedeiro intermediario, 0s

hospedeiros paraténicos ou alimentos que contenham as larvas infectantes.

A ecologia da angiostrongiliase estid relacionada com o ambiente e fatores que
favorecam a sobrevivéncia da populacdo de moluscos e roedores. A frequéncia da parasitose
em humanos depende da abundancia desses hospedeiros, do grau em que eles estdo
infectados, do habito alimentar (consumo de moluscos crus, crustaceos, peixes e verduras mal
lavadas) e do contato direto com moluscos infectados ou com o muco liberado por eles (Acha
& Syfres 2003, Wang et al. 2008).
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Figura 1: Ciclo de vida do nemat6ide Angiostrongylus cantonensis. Fonte: Esquema adaptado pelo autor baseado no ciclo do CDC.



Figura 2: Rattus norvegicus infectados experimentalmente com Angiostrongylus
cantonensis, apresentando (A) paralisia dos membros anteriores e (B) apatia. Fonte:
Autor.

1.3.2 INTRODUGAO E EXPANSAO DO HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO Achatina
fulica (BOWDICH, 1822).

O molusco A. fulica é taxonomicamente classificado na classe: Gastropoda (Cuvier
1795), ordem: Stylommatophora (Schmidt 1855) e familia: Achatinidae (Swainson 1840). Foi
introduzido no Brasil com objetivos comerciais na década de 80 para o consumo humano. Sua
aceitacdo como iguaria e substituto da espécie Helix aspersa (Muller 1774), o verdadeiro
“escargot”, ndo foi apreciada, devido principalmente aos habitos culturais e alimentares e,
desta forma, o molusco foi deixado livre alcancando o ambiente. Atualmente, encontra-se

presente em 24 dos 26 estados e no Distrito Federal (Zanol et al. 2010) (Figura 3).

A introducgdo e a expansdo explosiva do caramujo gigante africano A. fulica em varias
regides do Brasil (Caldeira et al 2007) se tornou um dos fatores que podem vir a aumentar o
risco de transmissédo e a disseminagdo do Angiostrongylus costaricensis e A. cantonensis pelo
pais. Na Asia, a A. fulica é o principal agente transmissor da meningite eosinofilica provocada
pelo A. cantonensis (Alicata & Jindrak 1970, Graeff-Teixeira 2007).

No Brasil o primeiro registro de A. fulica naturalmente infectada por A. cantonensis foi
feito por Caldeira e colaboradores (2007), em moluscos coletados no municipio de Vila Velha
(ES). Posteriormente, Thiengo e colaboradores (2010) e Maldonado Junior e colaboradores
(2010) isolaram o nematoide em A. fulica coletadas nos municipios de Sdo Gongalo e Barra
do Pirai (RJ). Esses trabalhos mostram a distribuicdo do A. cantonensis pelo Brasil indicando

que sua potencializacdo devido a dispersdo da A. fulica. A sua presenca pode servir de alerta



para as autoridades de Saude Publica com relacdo a angiostrongiliase, uma zoonose pouco

conhecida no pais (Figura 4).

Figura 3: Achatina fulica principal hospedeiro intermediario do Angiostrongylus cantonensis.

Fonte: Autor.

Legenda:

Estados com registro de hospedeiros
intermediarios naturalmente infectados.

B Estado com registro de hospedeiros
definitivos naturalmente infectados.

[ Estados com registro de hospedeiros
intermediarios e hospedeiros definitivos
naturalmente infectados.

I Estados com registro de infeccio humana e
hospedeiros intermediarios naturalmente
infectados.

B Estado com registro de infeccio humana,
hospedeiros intermediarios e hospedeiros
definitivos naturalmente infectados.

Figura 4: Mapa mostrando os estados brasileiros com casos de infec¢cdo humana, hospedeiros
definitivos e hospedeiros intermediarios infectados naturalmente por Angiostrongylus

cantonensis. Fonte: Esquema do autor.
1.3.3 Rattus norvegicus e Rattus rattus HOSPEDEIROS DEFINITIVOS

A ordem Rodentia (Bowdich 1821) é o maior grupo de mamiferos, onde foram
identificadas aproximadamente 1.500 espécies (Anderson & Jones 1984). A caracteristica que

0S une é a presenca de dentes incisivos proeminentes que crescem continuamente. Roedores



sdo encontrados como espécies nativas em todos os continentes exceto Antartica. A familia
Muridae, em particular, contém mais de 1.100 espécies de ratos e camundongos,
representando dois tercos de todas as espécies de roedores.

Embora a maioria das espécies de roedores viva em ambientes silvestres fazendo parte
da cadeia alimentar de espécies predadoras (aves de rapina, cobras, lagartos), algumas
espécies de roedores adaptaram-se as condi¢bes ambientais criadas pelo homem, onde
encontram &gua, abrigo e alimento para sobreviver, sendo considerados roedores
sinantrépicos comensais (Carvalho-Neto 1995). E o mamifero mais bem adaptado no planeta
depois dos seres humanos (Fragaszy & Perry 2003). Dentro dos roedores sinantropicos
comensais temos o Mus musculus (Linnaeus 1758), Rattus rattus (Linnaeus 1758) e Rattus
norvegicus (Berkenhout 1769). Os roedores causam enormes prejuizos econdémicos ao
homem, consumindo em torno de 4% a 8% da produgdo nacional de cereais, raizes e
sementes. O prejuizo causado ao alimento de consumo humano e animal se da pela ingestéo e
estragos em racdes e farelos, bem como pela quebra parcial de grdos, pelas roeduras. Nos
campos, destroem as sementes recém-plantadas e atacam os cereais. Desta forma, podem

devastar culturas de arroz, trigo, milho, cacau e cana-de-acucar (Carvalho Neto 1987).

O R. norvegicus, também conhecido como rato-marrom, rato-castanho, ou ratazana é
uma espécie de roedor que surgiu no Sudeste da Asia (Cornish 1908) e atualmente se encontra
dispersa em todos 0s continentes, exceto na Antartica. Esse roedor é dotado de extraordinaria
adaptabilidade, podendo sobreviver e proliferar em condicdes adversas nos mais variados

ambientes, sendo extremamente habilidosos e resistentes (Figura 5).

Além dos prejuizos econdmicos, os roedores trazem riscos a salde humana, pois podem
ser reservatorios de parasitos causadores de doencas ao homem e a outros animais, participam
da cadeia epidemioldgica de pelo menos 30 espécies com espécimes transmissoras de agentes
etioldgicos de zoonoses, como: leptospirose, peste, tifo murino, hantaviroses, salmoneloses,
febre da mordedura, triquinose entre as helmintiases, sdo algumas das principais doencas das
quais o roedor participa de forma direta ou indireta. Estudo realizado no Reino Unido onde
foram coletados e examinados 509 R. norvegicus que apresentavam-se parasitados por 13
espécies de helmintos, das quais trés com importancia zoonoticas. (Webster & Macdonald
1995).
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Figura 5: Hospedeiros definitivos do Angiostrongylus cantonensis: (A) Rattus
norvegicus e (B) Rattus rattus. Fonte: Maldonado et al. 2012.

1.3.4 ANGIOSTRONGILIASE NAS AMERICAS

Em 1952 foi relatado o primeiro caso de angiostrongiliase abdominal em criancas na
Costa Rica (Céspedes et al. 1967, Morera 1967). O parasito foi encontrado 20 anos apés
parasitando Sigmodon hispidus e R. rattus identificados como seus hospedeiros definitivos
(Céspedes & Morera 1971). Apds a descricdo do parasito, varios casos foram relatados na
América do Sul e América do Norte, em paises como Honduras (Sierra & Morera 1972),
Venezuela (Zambrano 1973), México (Zavala et al. 1974), El Salvador (Sauerbrey 1977),
Brasil (Ziliotto et al. 1975), Equador (Lasso 1985), Nicaragua (Duarte et al. 1991) e
Guatemala (Kramer et al. 1998).

Nos Estados Unidos da América (Ubelaker & Hall 1979, Hulbert et al. 1992), Colémbia
(Malek 1981), Panama (Tesh et al. 1973.) e ilhas do Caribe (Juminer et al. 1993, Jeandel et al.
1998), relatos do encontro do hospedeiro definitivo naturalmente infectados precedeu a
descoberta de casos de angiostrongiliase abdominal. E possivel que a distribuicdo desta
zoonose na Ameéricas e no mundo em geral seja mais ampla do que o conhecido atualmente
(Maldonado Jr. et al. 2012).

Angiostrongiliase provocada por A. cantonensis foi inicialmente relatada na Asia,
apartir desta regido a zoonose se disseminou para as Américas no século XX (Pascual et al.
1981), onde houve relatos de surtos esporadicos. O primeiro relato de meningite eosinofilica
ocorreu em Cuba (Aguiar et al. 1981), seguido pelos Estados Unidos (News et al. 1995),
Jamaica (Barrow et al. 1996), Brasil (Lima et al. 2009) e, mais recentemente no Equador
(Dorta-Contreras et al. 2011). Apos os relatos de infeccdo em humanos, os hospedeiros
definitivos naturais foram identificados, exceto no Equador. Entretanto, em Porto Rico,
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Republica Dominicana e Haiti, o helminto foi relatado parasitando apenas moluscos e
roedores (Andersen et al. 1986;. Vargas et al. 1992 e Raccurt et al. 2003), sem nenhum caso

humano.
1.3.5 ANGIOSTRONGILIASE NO BRASIL

No Brasil, foram diagnosticados nove casos de meningite eosinofilica causada por A.
cantonensis, dois no municipio de Cariacica, no estado de Espirito Santo, dois no estado de
Pernambuco (municipios de Escada e Olinda) e cinco no estado de Séo Paulo. Todos 0s casos
foram causados pela ingestdo de moluscos infectados por larvas de terceiro estagio (L3) de A.
cantonensis (Caldeira et al. 2007, Thiengo et al. 2010, Lima et al. 2009).

1.4 O GENERO Echinostoma

O género Echinostoma tem como espécie tipo Echinostoma revolutum (Froelich 1802,
Dietz, 1909), descrita a partir de material obtido de moluscos infectados, coletados proximos
a Erlangem, Alemanha. O grupo revolutum possui aproximadamente 120 espécies validas que

apresentam como principal caracteristica a presenca de 37 espinhos periorais (Figura 6).

Figura 6: Echinostoma paraensei (Lie & Basch 1967) isolado do Rio de Janeiro, verme

adulto com 28 dias, microscopia de varredura A) Colar de espinhos em destaque, B)
Superficie corporal coberta de espinhos. Fonte: Jairo Pinheiro.
1.4.1 Echinostoma paraensei

Echinostoma paraensei (Lie & Basch 1967) é uma espécie brasileira descrita através do
ciclo experimental, ap6s o encontro de B. glabrata naturalmente infectada, sendo o roedor

silvestre N. squamipes (Figura 7), assinalado como seu hospedeiro natural definitivo
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(Maldonado et al. 2001a,b). O helminto adulto localiza-se no trato gastrintestinal (duodeno)

do hospedeiro definitivo onde atinge a maturidade sexual (Nollen 1996) e eventualmente é

capaz de migrar para o ducto biliar (Maldonado et al. 2005, Garcia et al. 2011) (Figura 8).

Figura 7: Espécimes de Nectomys squamipes, hospedeiro definitivo natural do Echinostoma
paraensei. Fonte: Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres

Reservatorios.

O E. paraensei tém sido usado como modelo experimental, tendo como abordagem a
relacdo parasito-hospedeiro (Maldonado et al. 2005; Garcia et al., 2011). Apesar do avanco do
conhecimento na area da patologia produzida pela infeccdo experimental (Toledo e Fried
2005), pouco é conhecido sobre as alterages bioquimicas, histopatoldgicas e hematologicas

resultantes da infecgéo.

Figura 8: Echinostoma paraensei no intestino delgado de Mesocricetus auratus
(Hamster) infectado experimentalmente. A) Helmintos no intestino delgado, B) Utero
do helminto com ovos, C) LesBes secundarias provocadas por bactérias no intestino do
hospedeiro. Fonte: Autor.
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1.4.2 EQUINOSTOMIASE

A equinostomiase humana esta relacionada a aproximadamente 16 espécies da familia
Echinostomatidae: E. revolutum, Echinostoma hortense (Asada 1926), Echinostoma japonicus
(Carney 1991), Echinostoma malayanum (Leiper 1911), Echinostoma ilocanum (Garrison
1908), Echinostoma cinetorchis (Ando & Ozaki 1923), Echinostoma lindoense (Sandground
& Bonne 1940), Echinochasmus japonicus (Tanabe 1926) , Echinochasmus liliputanus (Looss
1896), Echinoparyphium recurvatum (Von Linstow 1873), Achantoparyphium tyosenense
(Yamaguti 1939) (Maldonado Jr & Lanfredi 2008). Entre os paises em que o parasitismo é
endémico estdo a China, india, Coréia, Malésia, Filipinas e Indonésia (Alicata & Jindrak
1970, Graeff-Teixeira 2007). Nas areas endémicas, a transmissdo do parasito ocorre de forma
focal e esté4 associada a determinadas préaticas socioeconémicas e culturais. A infec¢do ocorre
por ingestdo de moluscos, peixes, crustaceos e anfibios crus ou mal cozidos nos quais as
metacercarias se encontram encistadas (Graczyk & Fried 1998). No Brasil os
equinostomatideos tém sido encontrados parasitando animais de interesse comercial tais
como: porco doméstico, galinha, pato e animais de companhia (céo), além da sua ocorréncia
em roedores silvestres, N. squamipes (Maldonado Jr et al. 2006) e Akodon montensis
encontrados na Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro (Maldonado Jr & Lanfredi 2008).
A ocorréncia de animais silvestres, particularmente pequenos mamiferos, naturalmente
infectados em areas endémicas, apresenta-se como um fator complicador no controle das

zoonoses (Nielsen 1995).
1.4.3 CICLO BIOLOGICO DO Echinostoma paraensei

Este ciclo na natureza foi descrito recentemente (Maldonado et al. 2001a) (Figura 9). A
B. glabrata pode representar tanto seu primeiro como 0 segundo hospedeiro invertebrado,
uma vez que o helminto foi isolado e descrito a partir dessa espécie naturalmente infectada.
No laboratério, Lie & Basch (1967) utilizaram como hospedeiros definitivos rato,
camundongo e hamster. Porém, foram Maldonado et al. (2001a) que descreveram N.

squamipes como o hospedeiro definitivo naturalmente infectado com E. paraensei no Brasil.
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1) Ovo operculado;

a) Nectomys squamipes;

2) Miracidio;

b) Lymnaea columella;
3) Rédia; Physa marmorata;
4) Cercaria: c) Biomphalaria glabrata,

5) Metacercaria;

6) Verme adulto

Figura 9: Ciclo natural do Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967. Fonte:
Maldonado Jr. 2001.

1.4.3.1 NO HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO

Os ovos sdo mantidos em agua desclorada a 26°C e os miracidios comega a eclodir apés
11 dias de incubacdo, a eclosdo ocorre preferencialmente pela manhéd e é estimulada pela
presenca de luz, os miracidios possuem fototropismo positivo e penetram ativamente nas
partes moles do molusco, a penetragcdo completa ocorre em cerca de 30 minutos.

O desenvolvimento até esporocisto geralmente ocorre dentro da cavidade pericardica,
podendo também ocorrer ao redor da aorta ou nos tecidos circunvizinhos a cavidade
pulmonar, cada espoorocisto produz entre 5 e 7 rédias que podem ser observadas a partir do
sexto dia de infeccdo, apds romperem o tegumento do esporocisto migram para varios tecidos

do molusco, tendo preferéncia pelo ovoteste e glandula digestiva (Lie & Basch 1967).
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Cercarias emergem do interior das rédias a partir do 25° dia de infeccdo e apresentam
fototropismo negativo, nadam ativamente e apresentam uma expectativa de vida em torno de
seis horas até encontrar o segundo hospedeiro intermediario (outros moluscos ou anfibios). A
cercaria atinge a cavidade pericardica do molusco através do ureter, rins (ducto ciliado
renopericardico). Seu encistamento pode ocorrer em B. glabrata, Biomphalaria straminea
(Dunker, 1848), Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835), Lymnaea columella (Say, 1817)
e Physa marmorata (Guilding, 1828) (Figura 10).

Figura 10: Hospedeiros intermediarios do Echinostoma paraensei. Espécimes do género (A)

Biomphalaria, (B) Lymnaea e (C) Physa. Fonte: Autor.

1.4.3.2 NO HOSPEDEIRO DEFINITIVO

Com a ingestdo dos moluscos infectados, contendo as metacercarias, pelo hospedeiro
vertebrado (um mamifero), as larvas sdo liberadas dos tecidos do molusco, e com o
movimento peristaltico chegam ao estbmago, onde o ambiente &cido confere o estimulo
necessario para o excistamento. Apds passarem pelo estdmago, as metacercérias alcangcam o
intestino delgado, onde se alojam e alcangam a maturidade sexual, caracterizando o estadio
adulto. Os adultos podem viver mais de cinco meses e a infeccdo com elevado nimero de

metacercarias podera matar o animal.

1.5 PARASITISMO

O grande numero e a enorme diversidade de seres vivos existentes em nosso mundo
proporcionam a existéncia de grande variedade de formas de interacdes entre estes seres vivos
e destes com 0 ambiente onde se inserem. Uma das formas de interacdo entre 0s seres vivos é
0 parasitismo, cuja definicdo é complexa e amplamente discutida. Segundo Markell et al.
(1992), “se uma definigdo é util na compreensdo de um processo biologico, ela é valiosa, mas

ela nunca deve canalizar ou limitar as ideias de alguém”.
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Thomas et al (2000), em sua revisdo sobre os pros e contras de ser parasitado, tornam
ainda mais polémico e dificil definir as relacdes parasitarias. Segundo estes autores a forma
pela qual os parasitos reduzem a capacidade de sobrevivéncia de seus hospedeiros, indica
claramente que os parasitos podem ser considerados como agentes diretos de selecdo. Além
disso, os parasitos podem ser prejudiciais ao hospedeiro em um ambiente, entretanto
benéficos em outros, contribuindo para a compreensdo da dindmica de coevolucdo de
populacBes estruturadas geograficamente e que se desenvolveram sob pressGes ecoldgicas

distintas.

Segundo Graczyk & Fried (2001), o parasitismo, é entendido como uma interacdo entre
dois organismos, hospedeiro e parasito, exclusivamente dependente do grau de integracédo
fisioldgica entre estes organismos e a sincronia fisioldgica de seus ciclos biolégicos. Assim, a
definicdo de parasitismo de Olsen (1977) nos parece adequada ao enfoque dado a relacao
parasitaria abordada no presente trabalho. Segundo este autor, o parasitismo € aquela relacdo

na qual o parasito é fisiologicamente dependente do hospedeiro.

Entre a infinidade de organismos parasitos em nosso mundo, os helmintos possuem
adaptacdes fisiologicas Unicas, como resultado de seu habito de vida parasitario, consequéncia
direta de muito tempo de coevolucdo com os seus hospedeiros. Trail (1980) citou uma série
de formas de interacdes comportamentais entre parasitos e hospedeiros, onde os parasitos séo
capazes de induzir mudangas no comportamento do hospedeiro que resultem em economia de
energia. O hospedeiro pode ser induzido a gastar menos energia nos padrdes de
comportamento agressivo, de corte e de reproducdo, poupando esta energia de forma que esta

possa ser disponibilizada para garantir o desenvolvimento do parasito (Minchella 1985).
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1.5.1 INTERACAO COM TREMATODEOS

1511 INTERACAO ENTRE TREMATODEOS EM HOSPEDEIROS
VERTEBRADOS

O que se conhece sobre relagbes antagbnicas entre helmintos foi obtido através de
experimentos em camundongos, hamsters, ratos, ovinos, bovinos e primatas ndo humanos.

Em todas as interagdes estudadas (trematddeos, cestddeos, nematdides e acantocéfalos)
ficaram registradas certo grau de antagonismo nas interagdes heterdlogas (Christensen et al.
1987).

Em hamsters infectados concomitantemente com E. revolutum e Echinoparyphium
recurvatum mostrou-se que o E. revolutum apresentou maior valéncia ecoldgica tendo sido
capaz de colonizar o intestino delgado e o intestino grosso. J& o E. recurvatum se limitou
apenas parte do seu habitat que é a primeira por¢do do intestino delgado (duodeno). A maior
especificidade e a maior valéncia ecoldgica foram consideradas decisivas para o deslocamento
do E. recurvatum do seu habitat. Nesse tipo de interacdo foi possivel a coexisténcia entre as
duas espécies no mesmo nicho (Baurus et al. 1974).

Estudos realizados por Fried e Gainsburg em 1980, utilizando dois trematédeos que
parasitam o ceco de galinhas domésticas, Zygocotyle lunata e Notocotylus sp, demonstraram
uma interacdo antagonica heter6loga possivelmente devido a producgdo de alguma substancia
pelo Z. lunata que atuaria diretamente sobre o Notocotylus ou indiretamente modificando o

nicho favoreceria a eliminacdo do Notocotylus sp.

Estudos realizados em infrapopulac@es isoladas ou concomitantes de Echinostoma liei e
E. revolutum em hamster demonstraram que o0 nicho do E. revolutum na infeccdo
concomitante era o jejuno e na infecgdo simples o sitio de localizagdo era o ileo (Huffman et
al. 1988).

1512 INTERACAO ENTRE TREMATODEOS EM HOSPEDEIROS
INVERTEBRADOS

Como em outros invertebrados, os moluscos apresentam um mecanismo especifico de
defesa. Desssa maneira, 0 sucesso do desenvolvimento do trematddeo no molusco depende da
estratégia que o helminto utilizar para escapar do sistema de defesa do molusco e ao mesmo

tempo, utilizar nutrientes necessarios para o seu metabolismo.
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Admite-se que a sobrevivéncia do trematddeo no molusco se deva a capacidade que o
helminto tem de incorporar antigenos do hospedeiro e ndo ser reconhecido como estranho a
este (Basch 1976) ou interferir no sistema de defesa do molusco (Lie 1982). O molusco B.
glabrata torna-se suscetivel a reinfeccdo por Echinostoma lindoense desde que esteja
albergando esporocistos sobreviventes de uma primeira infeccédo (Lie & Heyneman 1976a,b).
Frequentemente o parasitismo do molusco por larvas de trematodeos leva a diminuicdo ou
supressao de sua capacidade reprodutiva (castracdo parasitéaria). Espécies de trematodeos que
apresentam redias durante seu desenvolvimento ontogenético geralmente sdo mais nocivas ao
hospedeiro do que aquelas que s6 apresentam esporocistos (Combes 1982). Isso se deve ao

microhabitat das rédias e a sua capacidade de ingestdo de tecidos.

InteracBes heterdlogas entre formas larvais de trematédeos em moluscos interferem
significativamente na dinamica de transmissdo desses helmintos. Essas interacdes podem ser
sinérgicas ou antagonicas dependendo do grau de dominancia de cada espécie de trematodeo.
Como exemplo o S. mansoni s6 € capaz de se desenvolver em populacdo resistente de B.
glabrata caso esta tenha sido infectada previamente com alguma espécie de Echinostoma (Lie
etal. 1977, Lie & Heyneman 1979a,b).

A presenca de esporocistos de Trichobilharzia brevis em Lymnaea rubiginosa torna-a

mais suscetivel & infecgdo por esporocistos de Echinostoma hystricosum (Lie et al. 1973).

Em algumas interagfes antagbnicas (Diplostomum flexicaudum x Cotylurus
flabelliformis) existe dominancia reciproca entre os esporocistos dos trematddeos. Neste caso

a ordem de entrada no molusco determina o destino do antagonismo (Lie et al. 1973).

Uma espécie de trematddeo exerce sua dominancia (forte, moderada ou fraca) através

de um antagonismo direto ou indireto.

O antagonismo direto ocorre quando a rédia do trematédeo consome ativamente as
larvas (esporocistos e rédias) de parasitos de outras espécies, excepcionalmente a rédia pode
predar a cercaria como descrito na interacdo do E. malayanum com Schistosoma spindale em

Indoplanorbis exustus (Heyneman & Umathev 1968).

Considera-se que no antagonismo indireto a espécie dominante exerca sua agdo a
distdncia através do efeito toxico sobre a espécie subordinada ou aumentando a resposta

imune do hospedeiro (Lim & Heyneman 1972).
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1.5.2 APLICACOES BIOLOGICAS

O antagonismo entre formas larvais de trematédeos em moluscos tem sido proposto
como estratégia no controle biolgico do molusco ou de helmintiases de interesse médico ou
veterinario. Algumas observacbes de campo foram bem sucedidas demonstrando reducéo da
taxa de infeccdo do trematodeo alvo por acdo direta da espécie dominante e pela diminuicéo

da populacéo de moluscos (Heyneman & Umathev 1968, Lie et al. 1974).

A selecdo de um trematddeo a ser utilizado como estratégia de controle bioldgico deve
obedecer a alguns critérios: efeito esterilizante completo ou permanente, a espécie deve ter
um dominio claro sobre a espécie subordinada, a infectividade deve ser elevada para qualquer
idade do molusco, deve ter alta produtividade de ovos no hospedeiro definitivo, deve ser de
facil manutencdo em condicfes de laboratério e auséncia de patogenecidade para 0 homem e

animais domésticos (Huizinga 1973).

1.6 IMPORTANCIA DO FILO Mollusca NO DESENVOLVIMENTO DE ESTAGIOS
LARVAIS DE TREMATODEOS E NEMATOIDES

Dentre as principais helmintiases de interesse medico e veterinario transmitidas por
moluscos no Brasil a esquistosomose, a fasciolose e a angiostrongiliase assumem grande
importancia (Modena et al. 1993, Serra-Freire 1995, Thiengo 2007). A esquitossomose
encontra-se efetivamente entre as mais importantes endemias do pais em termos de saude
publica. Coura & Amaral (2004) apds estudo epidemioldgico no Brasil registraram que a
infeccdo ocorria em extensa area compreendida pelo estado do Maranhéo até o Espirito Santo,
enquadrando ainda o estado de Minas Gerais e focos isolados notificados do Distrito Federal,
Pard, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Adicionalmente, estudos vém ressaltando a importancia desta parasitose também em medicina
veterinaria, ja que bovinos tém sido encontrados naturalmente infectados (Barbosa 1972) pelo
trematddeo, induzindo complicacbes que acabam afetam diretamente seu estado nutricional.
A fasciolose é outro exemplo de parasitose causada por trematodeo, sendo encontrada
principalmente em bovinos, caprinos, ovinos, equinos e outros mamiferos herbivoros, alem de
ser registrada também no homem (Amaral & Busetti 1979, Thiengo 2007). No Brasil,
historicamente, os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parang, S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais sdo relatados como endémicos de fasciolose bovina (Serra-Freire
1995) o0 que € extremamente preocupante, ja que a mesma acarreta Sérios prejuizos a pecuaria,
comprometendo diretamente o desenvolvimento econdmico nestes estados. Nos ultimos anos,
casos envolvendo infeccdo em humanos tém aumentado significativamente, chamando a
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atencdo dos profissionais de salde para a necessidade de desenvolver medidas voltadas

principalmente no controle e prevengéo da doenca (Mas-Coma et al. 1999).

As angiostrongiliases sdo agora exemplos de doencas causadas por nematdides
pertencentes ao género Angiostrongylus. Dentre as diversas espécies, duas assumem maior
relevancia A. costaricensis, agente etiologico da angiostrongiliase abdominal e A. cantonensis
responsavel por um tipo de meningoencefalite eosinofilica, ambas de potencial zoonotico
(Stewart et al. 1985). Em medicina veterinaria, a espécie Angiostrongylus vasorum apresenta
grande importancia, em razdo ao quadro patolégico cardiaco gerado em seu hospedeiro

definitivo, caes (Barcante 2006).

Em todos os casos citados, a participacdo do molusco é considerada vital ao
desenvolvimento do parasito, possibilitando desenvolver estagios infectantes ao hospedeiro
definitivo (Pinheiro et al. 2009, Tunholi et al. 2011). De acordo com Cribb et al. (2001),
aproximadamente 40.000 espécies de trematddeos requerem moluscos para completar seu
ciclo. Tais dados remetem claramente a importancia de animais deste filo como hospedeiros

intermediarios de parasitos para animais silvestres e domeésticos, assim como para 0 homem.

Registros sobre a fauna de helmintos associada aos gastropodes limnicos foram
realizados em 12 estados brasileiros. Neste, o género Biomphalaria tem sido associado a
diferentes tipos de cercarias (Boaventura et al. 2007). Na regido Nordeste, Biomphalaria foi o
género em que mais se verificou a presenca de parasitos principalmente no estado do Piaui
(Paraense & Araujo 1984). Adicionalmente, estudos realizados por Thiengo et al. (2001,
2002), tém documentado e caracterizado diferentes associacGes parasito-hospedeiro,
destacando especialmente o envolvimento de espécimes do género Biomphalaria. Em Minas
Gerais, pesquisas registraram a espécie B. glabrata com maior variedade de tipos cercarianos
sendo “Echinostome cercaria” presentes na maioria das espécies encontradas naturalmente
infectadas (Souza et al. 1998; Silva 1992). Além disso, trabalhos vém demonstrando o
envolvimento de um grande numero de especies de moluscos como hospedeiros potenciais no
ciclo de alguns nematoides, confirmando a capacidade de esses parasitos infectarem
diferentes hospedeiros intermediarios (Banevicius et al. 2006; Morera 1988;). Neste contexto,
estudos tém comprovado a susceptibilidade de moluscos do género Biomphalaria,
especialmente das espécies B. glabrata, B. tenagophila (Orbigny 1835) e Biomphalaria
straminea (Dunker 1848) as infeccOes experimentais por A. costaricensis e A. cantonensis
(Graeff-Teixeira et al. 1989, Lima et al. 1992, Yousif & Lammler 1977).
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No Brasil, trés especies do género Biomphalaria tém sido reconhecidas como de maior
importancia epidemiolodgica: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila fato este justificado
pelo envolvimento direto de tais espécies na manutencdo do ciclo bioldgico de S. mansoni
(Paraense 1975). A distribuicdo geografica revela B. glabrata e B. straminea como as
espécies melhores adaptadas as condicGes naturais do Brasil. Segundo Paraense (1975), a
espécie B. glabrata € encontrada ao longo da faixa costeira do Nordeste, algumas regifes do
Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais. Dados atualizados registram a presenca desta
espécie em 16 estados brasileiros, além do Distrito Federal ocupando toda a linha costeira
(Ministério da Saude Brasil 2007, Carvalho et al. 2005). Este fato acrescido de sua
importancia epidemioldgica faz da espécie B. glabrata uma das principais transmissoras de

parasitos e, portanto de grande relevancia tanto em medicina humana quanto em veterinaria.
1.6.1 RELAGAO MOLUSCO-NEMATOIDE

De maneira geral, nematoides estabelecem diversos tipos de associacdes com moluscos,
variando desde a relacdo paraténica, sem causar alteracdes significativas no estado metabdlico
do hospedeiro, a condicdo de parasitismo, no qual frequentemente conduz a quadros
patolégicos resultantes do processo de desenvolvimento das larvas. A maioria dos
Strongylideos utiliza moluscos como hospedeiros intermediarios, possibilitando o
desenvolvimento de larvas infectantes aos hospedeiros definitivos. Por outro lado, os
Rhabditidas acabam utilizando tais organismos como hospedeiros definitivos, permitindo o
desenvolvimento completo do ciclo biolégico dos nematdides. De acordo com a literatura,
mais de 108 espécies de nematdides tém algum grau de associacdo com moluscos, sugerindo

um processo co-evolutivo (Grewal et al. 2003).

Anderson (2000) definiu hospedeiro paraténico como o organismo capaz de se infectar,
mantendo viavel a forma infectante para o hospedeiro definitivo, sem, contudo oferecer
condicBes intrinsecas favoraveis ao processo evolutivo do parasito, funcionando como uma
espécie de refugio temporéario até a infeccdo final. Este tipo de associa¢do é observado em
algumas espécies de nematoides que acabam utilizando moluscos como hospedeiros
paraténicos, fazendo deste mecanismo uma estratégia, que frequentemente aumenta as
possibilidades de sobrevivéncia e de transmissdao. Como exemplo, moluscos aquaticos
pertencentes a espécie Galba corvus (Gmelin 1778) atuam como hospedeiro paraténico para
larvas de terceiro estagio (L3) do nematodide Anguillicola crassus (Kuwahara et al. 1974),
agente patogénico para determinada espécie de enguia européia Anguilla Anguilla (Linnaeus
1758).
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Diferentemente, existem espécies de nematoides que requerem obrigatoriamente
moluscos como hospedeiros intermediarios no seu ciclo, e, portanto essenciais ao seu
completo desenvolvimento. Esse tipo de associacdo é geralmente observado na maioria dos
Metastrongylideos, nos quais larvas de primeiro estagio infectam moluscos e se desenvolvem
até estagios que serdo adquiridos pelo hospedeiro definitivo (vertebrado) acidentalmente apds
consumo de moluscos infectados (Kutz et al. 2001). O parasito de ruminantes Mullerius
capillaris (Mueller 1889) utiliza diferentes espécies de moluscos terrestres Limax cinereus
(Lister 1678) e Arion hortensis (Férussac 1819) como hospedeiros intermediarios. Condicéao
similar pode ser observada na associacdo entre estagios larvais de Protostrongylus tauricus
(Schulz & Kadenazii 1949) e o molusco Helicella derbentina (Krynicki 1836), onde estagios
infectantes sdo formados no final do trigésimo dia, localizando-se no tecido muscular do

hospedeiro intermediario (Rodonaya 1977).

Outra possibilidade € a utilizacdo de moluscos como hospedeiro final. Nesta, 0s
nematdides podem ou ndo matar seu hospedeiro definitivo. Em associacbes em que
nematdides utilizam moluscos como hospedeiros definitivos, trés tipos de relacdo podem ser
identificadas. No primeiro tipo, nematdides se desenvolvem na cavidade corporal de
moluscos, porém as formas adultas sdo encontradas também no ambiente. Como exemplo,
citamos o relacionamento estabelecido entre estagios larvais de Mermis nigrescens (Dujardin
1842) e o0 molusco Deroceras agrestis (Linnaeus 1758). Neste caso, a infec¢do possibilita o
desenvolvimento do nematdide até alcancar sua maturidade sexual, porém todo o processo

reprodutivo do nematdide ocorre no ambiente (Chitwood 1937).

No segundo tipo de associagdo utilizam moluscos como hospedeiros definitivos, todo
ciclo evolutivo do nematdide é completado no hospedeiro, porém em nenhum momento
alteraces patoldgicas sdo observadas nesta relacdo. Um exemplo é a relacdo do nematoide
Rhabditis axei (Cobbold 1884) com o molusco A. fulica (Odaibo et al. 2000). CondicGes
similares podem ser observadas em outros sistemas como Hugotdiplogaster neozelandia
(Morand & Barker 1955), Athoracophorus bitentaculatus (Quoy & Gaimard 1832, Morand &
Barker 1955) e na associagdo de Nemhelix bakeri (Morand & Petter 1986) com o molusco

Helix aspersa. Neste caso, moluscos atuam como Gnico hospedeiro.

O terceiro tipo de relacdo é aquela em que todo o ciclo biolégico do nematdide ocorre
no hospedeiro definitivo (molusco), porém diferentemente dos casos acima relacionados, a
associacdo resulta em alteracdes patologicas e frequentemente conduzindo a morte do animal.

Como exemplos existem diferentes espécies de nematdides Daubaylia potomaca,
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Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider 1859), Phasmarhabditis neopapillosa (Schneider
1859) que realizam esta associa¢do com seu hospedeiro molusco. Estudo realizado por Tan &
Grewal (2001) identificaram reacdo patologica na associagdo de moluscos com larvas de
terceiro estagio de P. hermaphrodita. Segundo tais autores, este processo é resultado da
liberacdo de bactérias que induziria @ morte do hospedeiro em razdo de sua multiplicacdo e

producdo de endotoxinas.

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

de célcio hemolinfético.

1.7 ALTERACOES BIOQUIMICAS NA RELACAO HELMINTO-HOSPEDEIRO
DEFINITIVO (VERTEBRADO)

O figado desempenha vérias funcGes vitais tais como: sintese protéica, metabolismo,
armazenamento e distribuicdo de nutrientes, transformacdo e excrecdo de metabodlitos
endocrinos, drogas e poluentes. Varias enzimas intracelulares sdo responsaveis por grande
parte da atividade bioquimica em situacGes patologicas (lesdo celular e/ou alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmatica) quando entdo estas enzimas extravazam para o
plasma. A enzimologia clinica (estudo das alteracbes na atividade sérica de enzimas
clinicamente relevantes) contribui para o diagnostico, estadiamento e acompanhamento da

evolucdo de doencas (Andriolo & Borges 1989).

Todas as centenas de diferentes enzimas presentes no organismo humano séo
biossintetizadas dentro de células, e a maioria delas executa suas fung¢des nas proprias células
onde sdo formadas. Contudo certas enzimas sdo secretadas numa forma inativa, e apés
processo de ativacdo, exercem acdo nos liquidos extracelulares. Os exemplos mais comuns
desse processo sdo as proteases e outras hidrolases secretadas no tubo digestorio, algumas das
quais (por exemplo, a amilase pancreatica) podem adentrar na corrente sanguinea. Outros
exemplos de enzimas secretadas sdo as que participam do mecanismo da coagulacdo

sanguinea e do sistema do complemento, e as relacionadas com o processo de fibrinodlise, que
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se tornam funcionalmente ativas no plasma; estas sdo chamadas de enzimas especificas do

plasma.

A bioquimica clinica interessa-se principalmente pelas alteragdes nos niveis
plasmaticos, ou soro, das enzimas presentes no compartimento intracelular e que normalmente
estdo presentes, em niveis baixos. As alteracGes na atividade dessas enzimas podem levar a
conclusBes sobre a localizagdo e a natureza das alteragdes patoldgicas teciduais. Portanto
sendo necessario compreender os fatores que modificam a taxa de liberacdo de enzimas a
partir de suas células de origem e a taxa pela qual sdo depuradas da circulacdo, para que as

alteracdes patologicas possam ser corretamente interpretadas.

Os niveis de uma enzima no sangue sdo o resultado do equilibrio entre a taxa de
liberacdo da enzima na circulagdo a partir das células de origem e a taxa de inativacdo ou
remocdo das enzimas no sangue. Os fatores mais importantes que afetam os niveis
enzimaticos no soro ou plasma sdo aqueles que influenciam a taxa pela qual a enzima entra na
circulagdo a partir das células. Estes fatores podem ser divididos em duas principais
categorias: 0s que afetam as taxas nas quais as enzimas saem das células secretoras e 0s que
refletem as alteracBes na taxa de producdo enzimatica, devido ao aumento da sintese de uma
dada enzima por tipos celulares individuais, ou em decorréncia da proliferacdo de um tipo

particular de célula produtora da enzima (Tietz 1995, Lehninger 2000).
1.7.1 EXTRAVAZAMENTO DAS ENZIMAS DAS CELULAS

As enzimas sdo retiradas de dentro de suas células de origem, sendo transportadas pela
membrana citoplasmatica que envolve a célula. Esta membrana € uma parte metabolicamente
ativa da célula. Qualquer processo que reduza a eficiéncia da producdo de energia, por privar
a célula de substratos oxidaveis ou restringir o acesso do oxigénio necessario a producdo de
energia, promovera a degeneracdo da membrana da célula. A membrana tera sua
permeabilidade aumentada e se a lesdo celular persistir, a célula morrera. As moléculas
pequenas sdo as que primeiro saem das celulas lesadas ou mortas, seguidas de moléculas
maiores, tais como as enzimas, €, por Ultimo, os demais contetudos das células necroticas séo

extravasados.

A agressao direta das membranas celulares por agentes como virus ou substancias
orgénicas, é causa de liberacdo de enzimas, principalmente em nivel hepatico (Moss &
Henderson 1994).
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1.7.2 PRODUCAO ENZIMATICA ALTERADA

As pequenas quantidades de enzimas intracelulares, presentes no plasma, podem ser
consideradas como resultado de reciclagem das células ou como fluxo aumentado de enzimas
de células sadias. Esta contribuicdo de enzimas para o sangue circulante pode diminuir em
decorréncia de deficiéncia genética na producdo enzimatica. Contudo, 0s casos nos quais a
producdo enzimatica estd aumentada, sdo de maiores interesse na enzimologia diagndstica
(Moss & Henderson 1994).

1.7.3 DEPURACAO DAS ENZIMAS

Ha evidéncias acerca do modo pelo qual as enzimas sdo depuradas da circulacdo.
Pouquissimas moléculas de enzimas séo bastante pequenas para atravessar o glomérulo renal
sadio, por isso a excrecdo urinaria ndo é a principal via da eliminacdo das enzimas da
circulacdo. Uma excecdo é a amilase. Niveis aumentados desta enzima no sangue sao
acompanhados de excrecdo urinaria elevada. Evidéncias atuais sugerem que a inativacdo das
enzimas comega no plasma, e que as enzimas inativadas sdo rapidamente removidas,
provavelmente pelo sistema reticuloendotelial. O mecanismo parece ser a endocitose por

receptor.

A existéncia de inibidores ou ativadores enzimaticos tém pouco efeito nos niveis
medidos em laboratério. Como estes inibidores sdo de natureza reversivel, as diluicdes
relativamente altas usadas no soro, na maioria das determinacGes enzimaticas modernas, sdo

suficientes para eliminar quaisquer efeitos possiveis desta causa (Moss & Henderson 1994).

1.7.4 ENZIMAS DE MAIOR SIGNIFICADO NO DIAGNOSTICO DAS
HEPATOPATIAS

No Brasil, as hepatopatias, em sua maioria, sdo causadas por virus (principalmente das
hepatites A, B e C), alcoolismo, parasitose (S. mansoni e malaria) e drogas de uso terapéutico.
Na rotina clinico-laboratorial as enzimas Uteis para avaliar estas hepatopatias sdo: as
aminotransferases alanina amino transferase (ALT) (EC 2.6.1.2) e aspartato amino transferase
(AST) (EC 2.6.1.1), a fosfatase alcalina (ALKP) (EC 3.1.3.1) e a gama-glutamil transferase
(GGT) (EC 2.3.2.2). De um modo geral as aminotransferases informam sobre leséo
hepatocelular e a ALKP e GGT sobre colestase ou inducdo enzimética, estes testes
laboratoriais sdo muito sensiveis (detectam lesGes minimas), mas pouco especificos (ndo

definem etiologia).
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Nas hepatites por virus e outras formas de doenca hepatica associada a necrose hepatica,
os niveis de AST e ALT no soro mostram-se elevados mesmo antes de surgirem o0s sinais e
sintomas clinicos da doenca, niveis moderadamente elevados da atividade podem ser

observados na colestase extra-hepatica (Andriolo; Borges 1989).

As determinacdes das isoenzimas da ALKP no soro sdo de particular interesse na
investigacdo da doenca hepatobiliar e doenca Ossea associada a atividade osteoblastica
aumentada, a elevacdo tende a ser mais marcante na obstrugdo extra-hepatica do que na

obstrucdo intra-hepatica, e sera tanto maior quanto mais completa for a obstrucao.

A GGT presente no soro parece originar-se principalmente do sistema hepatobiliar e
suas atividades mostram-se elevadas em todas as formas de doenca hepética. E mais elevada
em casos de obstrucdo biliar intra- ou p6s-hepatica, alcangando niveis de cinco a 30 vezes 0
normal. A GGT é um indicador enzimatico muito sensivel de doenca hepatobiliar (Hessel et
al. 1996).

1.7.5 ALTERACOES NOS NIVEIS DE SUBSTRATOS SERICOS EM
HEPATOPATIAS

Os depositos disponiveis de glicose para suprir os tecidos como fonte de energia
oxidavel sdo encontrados principalmente no figado na forma de glicogénio. Uma segunda
fonte de glicose é o glicogénio do masculo esquelético. Contudo, o glicogénio muscular ndo é
disponivel para outros tecidos, uma vez que o musculo ndo possui a enzima glicose 6-

fosfatase.

O principal local de consumo de glicose diario em humanos (75%) é o cérebro, através
da via aer6bia. A maior parte da energia restante é utilizada por eritrocitos, musculo
esquelético e cardiaco. O corpo obtém glicose através da dieta ou da via da gliconeogénese. A
glicose obtida apartir destas duas fontes primarias permanece soltuvel nos fluidos do corpo ou
é estocada na forma polimérica denominada glicogénio. O glicogénio é considerado a
principal forma de deposito de glicose e é encontrado, principalmente, no figado e no musculo
e, secundariamente, nos rins e intestinos. Com mais de 10% do peso constituido de

glicogénio, o figado tem a maior concentracao especifica deste composto estocado.

O mdasculo tem menor quantidade de glicogénio por unidade de massa de tecido, mas,
considerando-se que a massa do musculo é muito maior do que a do figado, o glicogénio total
do musculo €é cerca de duas vezes maior que a do figado. O estoque de glicogénio no figado é

considerado o principal tampdo de niveis de glicose no sangue.
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A degradacdo dos estoques de glicogénio (glicogendlise) ocorre através da acdo da
glicogénio fosforilase. A agdo desta enzima e remover fosforoliticamente o residuo de glicose
através da quebra da ligacdo a-(1,4) nas ramificacdes da molécula de glicogénio. O produto
desta reagdo é a glicose-1-fosfato. As vantagens desta reacdo atraves de um passo

fosforolitico sdo:

- A glicose é removida do glicogénio em um estado ativado (fosforilada) e isto ocorre sem
hidrélise de ATP;

- A concentracdo Pi nas células é alta o suficiente para dirigir o equilibrio da reacdo no

sentido favoravel (Lehninger 2000).
1.8 PROTEINAS TOTAIS E FRACOES

As proteinas sdo compostos essenciais a todas as células vivas e estdo relacionadas,
praticamente, a todas as funcgoes fisioldgicas, além de desempenharem papéis importantes na
estrutura celular. Sdo polimeros de alto peso molecular, cujas unidades baésicas, o0s
aminoéacidos, sdo unidas entre si por ligaces peptidicas. Dentre suas fungdes bioldgicas que
sdo influenciadas por sua estrutura e sequéncia de aminoacido, destacam-se catalise
enzimatica, transporte, capacidade de contracdo ou de movimento, suporte e estrutura,
imunoprotecdo e defesa, coagulacdo sanguinea, reguladores do crescimento e diferenciacdo
celular (Lehninger, 2000, Silverman & Christenson 1998).

As proteinas plasmaticas podem ser separadas por eletroforese em duas fracdes
principais, sendo uma fracdo de albumina e a outra constituida pelas globulinas, as quais se
diferenciam da albumina por apresentarem maior tamanho e peso molecular. A concentragio
total de proteinas no plasma é de aproximadamente 6,0 a 8,0 g/dL e, em pH 7,4, estas
proteinas encontram-se em forma anidnica e, assim, constituem parte significativa do
complemento anionico do plasma. A relagdo normalmente encontrada entre albumina e
globulina é de 2/ 11 (Silverman & Christenson 1998).

A albumina, também conhecida como soroalbumina, é a mais abundante das proteinas
séricas (3,5 a 5,5 g/dL), sendo sintetizada no figado a uma taxa de aproximadamente 12g/dia,
0 que representa 25% da sintese protéica total do figado e a metade de toda a proteina
exportada pelo 6rgéo. A fracdo globulinica € uma mistura muito complexa, sendo dividida em
cinco subfragdes: alfa 1, alfa 2, beta 1, beta 2 e gamaglobulinas. Dentre as globulinas a fracédo

de migracdo eletroforética mais rédpida € a alfa 1 e a mais vagarosa é gama globulina que,
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geralmente, € sintetizada pelas células do sistema macrofagico, principalmente pelos
linfocitos B (Naoun 1990).

As proteinas plasmaticas sdo ainda classificadas como proteinas de fase aguda uma vez
qgue embora presentes naturalmente no sangue, apresentam sua sintese alterada pelas células
parenquimais do figado em resposta a uma variedade de estresses como inflamacdes, infeccéo

bacteriana, radia¢des, toxinas, isquemia, choque térmico, entre outros.

Importantes progressos tém sido acumulados a partir do significado clinico das
possiveis patologias associadas as proteinas plasmaticas, entre eles, o estudo da relacdo

albumina/globulina em doencas hepaticas e renais (Muratsubaki et al. 2002).
1.9 BILIRRUBINA

A bilirrubina é o principal produto do metabolismo heme da hemoglobina. Cerca de
70% a 80% da bilirrubina sdo provenientes da destruicdo dos eritrocitos, 15% de fontes
hepaéticas, e o restante é proveniente da destruicdo de hemacias defeituosas na medula dssea e

nos citocromos.

A hemoglobina é metabolizada no bago e no sistema reticuloendotelial, sendo
degradada em heme e globina, o anel heme é aberto, produzindo ferro livre e biliverdina, que
é reduzida a bilirrubina pela enzima biliverdina redutase. Essa bilirrubina recém-formada
circula no sangue ligada & albumina sérica (forma ndo conjugada). E transportada pelo
sistema porta até o figado, onde penetra no hepatdcito por dois mecanismos distintos: difusao

passiva e endocitose.

Uma vez dentro do hepatdcito, a bilirrubina desliga-se da albumina e forma um
complexo protéico com as chamadas proteinas Y e Z (também chamadas ligandinas). E entdo
transportada para o reticulo endoplasmatico liso, onde se torna um substrato da enzima
glicorunil transferase, dando origem ao diglicuronideo conjugado (mono e triglicuronideos
sdo formados). A bilirrubina, agora ja conjugada, é transportada até a membrana celular. Na
face oposta aos sinusoides e proxima aos canaliculos biliares, ela é excretada diretamente,
alcancando o trato intestinal, onde é metabolizada pelas bactérias da flora intestinal, formando
o estercobilinogénio. A maior parte deste estercobilinogénio é excretada nas fezes, outra parte
é reabsorvida e eventualmente re-excretada na bile (circulagdo entero-hepatica). Uma pequena
guantidade é excretada pelos rins, sendo designado urobilinogenio (Fevery & Blanckaert
1999).
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1.9.1 OS TIPOS DE BILIRRUBINA

Existem, portanto, dois tipos de bilirrubina circulantes, a ndo conjugada também
chamada de bilirrubina indireta, e a conjugada, chamada de bilirrubina direta. No entanto,
existe um terceiro tipo de bilirrubina, chamada de bilirrubina delta, do tipo conjugada de
reacao rapida e ligada a albumina permanentemente por uma ligacdo covalente. Pelas técnicas
tradicionais, a bilirrubina delta era incluida nos resultados da bilirrubina direta e na bilirrubina
total (conjugada) (Bittencourt & Da Silva 1985).

1.9.2 SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A bilirrubina eleva-se no soro na presenca de lesdes hepéticas, obstrucdo biliar ou
quando a velocidade de destruicdo dos glébulos vermelhos estd aumentada. O aumento da
bilirrubina indireta é observado na sindrome hemolitica, na ictericia neonatal, na sindrome de
Cliger-Najjar e na doenca de Gilbert. A bilirrubina direta esta aumentada nas hepatites agudas
e cronicas, nas reagdes toxicas a varias drogas e nas obstrucdes do trato biliar (Black &
Billing 1969).

1.10 ENZIMAS DE SIGNIFICADO NO DIAGNOSTICO NAS CARDIOPATIAS

A utilizacdo de testes bioquimicos para diagnosticar doencas cardiacas em animais
assintomaticos nos permite identificar cardiopatias com maior eficiéncia, estabelecer
progndstico e realizar tratamento precoce. A utilizacdo das enzimas cardiacas auxilia o clinico
no diagndstico das doengas cardiacas ndo deixando de ser necessaria a realizacdo de exames
complementares como: exames fisicos, eletrocardiograma, ecocardiograma, radiologia do

torax e a medicdo da pressao arterial (Sisson 2002, Yonezawa 2010).

Por volta dos anos 50 se iniciou o diagnéstico das injurias cardiacas em humanos
(Ladenson 2007). Na medicina veterinaria muitos estudos clinicos tém sido realizados para
validagdo dos testes especificos, 0s estudos sugerem que os beneficios sejam similares aos dos
humanos (Solter 2007).

A creatinaquinase (CK) (EC 2.7.3.2) é a enzima mais amplamente utilizada para
determinacdo das doencas neuromusculares dos animais domésticos, sendo um indicador
altamente sensivel e especifico de lesdo muscular, ja que as principais fontes teciduais desta
enzima sdo as fibras musculares esqueléticas, as cardiacas e ainda o musculo liso (Carlson
1994).
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No tecido nervoso podemos encontrar também a atividade dessa enzima, entretanto, um
dano nesse tecido ndo provoca aumento dessa enzima no soro, mas apenas aumento de sua
atividade no LCR. Em humanos podemos encontrar a presenca de trés isoenzimas de CK:
MM encontrada no musculo esquelético, BB no tecido cerebral e a forma hibrida MB no
musculo cardiaco, a presenca dessas trés isoenzimas também foi confirmada em animais
(Kramer & Hoffmann 1997). Altas taxas de CK sérica indicam doenga muscular ativa ou de
ocorréncia recente, enquanto que valores persistentemente altos refletem a continuidade da
doenca. Em animais os valores normais de CK podem variar de acordo com a idade, sexo,

atividade fisica entre outros (Cardinet 1997).

A dosagem da enzima CK-MB (EC 2.7.3.2) em humanos tem sido utilizada como
principal método de confirmacdo ou exclusdo de infarto agudo do miocérdio e seus picos
podem prever eventos cardiacos desfavoraveis na populacédo de alto risco (O’neil et al. 2001,
Lopes et al., 2005).

A lactato desidrogenase (LDH) (EC 1.1.1.27) catalisa a oxidag&o reversivel do lactato
para piruvato com o cofator NAD. E uma enzima presente em varios tecidos, em particular no
musculo esquelético, hemécias, muasculo cardiaco, figado, rins, 0ssos e pulmdes (Kaneko et
al. 1997). Existem cinco isoenzimas conhecidas, que ndo sdo comumente analisadas nos
laboratérios veterinarios, isoladamente ndo é especifica para nenhum d&rgdo. Qualquer
intensidade de hemdlise é prejudicial, pois o0 extravasamento de enzimas eritrocitarias ainda
incrementa a atividade total da LDH no plasma. Outra enzima utilizada na avaliacdo de
cardiomiopatias diversas (isquemia, endocardite bacteriana, trombose adrtica e infarto do
miocardio) é a LDH. Geralmente os valores da LDH aumentam mais tardiamente que a CK,

entretanto os valores se mantém elevados por mais tempo (Meyer & Harvey 1998).
1.11 GASOMETRIA CLINICA

A anélise dos gases sanguineos (sangue arterial) € um recurso de grande utilidade para a
avaliacdo da oxigenacdo do sangue, da ventilacdo pulmonar e do estado de equilibrio acido-
base do organismo. A andlise dos gases no sangue venoso informa sobre o consumo ou
extracdo de oxigénio nos tecidos e, portanto, indiretamente, informa sobre o estado do
metabolismo celular. As aplicagOes se destacam principalmente aos pacientes mantidos com
respiradores mecanicos, estados de choque, envenenamentos e estados agudos de

insuficiéncia cardiaca, respiratoria ou renal.
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Os parametros da gasometria importantes para avaliar a oxigenacdo do sangue sdo a
pressdo parcial de dioxido de carbono (PCO;) e a saturacdo de oxigénio da hemoglobina
(SOy).

PCO, ¢ uma medida da tensdo ou pressdo de dioxido de carbono dissolvido no sangue.
Alteracdes nos valores da PCO; indicam uma mudanca no equilibrio entre a producéo celular

de CO; e a sua remogdo ventilatoria.

SO, mede a proporcdo em que o0 oxigénio esta ligado a hemoglobina. Esse parametro é
considerado o melhor indicador da disponibilidade total de oxigénio para as células do

organismo.

O pH é um indice criado para representar a concentracdo de ions de hidrogénio (H")

existente em uma solugéo.

A pressdo parcial do oxigénio (PO;) € uma determinacdo da tensdo ou pressao do

oxigénio dissolvido no sangue.

O bicarbonato (HCO3) é o tampdo mais abundante no plasma sanguineo, ele é um
indicador da capacidade de tamponamento do sangue sendo o componente metabolico do

equilibrio &cido-base.

O didxido de carbono total (TCO;) é determinado no plasma e é (til para avaliar o

equilibrio &cido-base e do desequilibrio de eletrolitos.

O excesso de bases do fluido extracelular (BE) ou excesso de bases padrdo é definido
como a concentracdo de bases que podem ser tituladas menos a concentracdo de &cidos que
podem ser titulados no fluido intracelular médio.

1.11.1 — SIGNIFICANCIA CLINICA

A PCO, (presséo parcial de dioxido de carbono), junto com o pH séo utilizados para
avaliar o equilibrio acido-base. Os componentes respiratérios do equilibrio acido-base é a
medida da tensdo ou pressdo de dioxido de carbono dissolvido no sangue e representa o
equilibrio entre a producdo celular e a remocdo ventilatéria de CO,, sendo que mudanca na
PCO; indica alteragdo nesse equilibrio (Young & Bermes 1994).

As causas da acidose respiratdria priméaria (aumento na PCO,) sdo obstrucdo dos canais

de ventilacéo, sedativos e anestésicos, sindrome de sofrimento respiratorio e doenga pulmonar
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obstrutiva cronica. As causas da alcalose respiratoria primaria (reducdo da PCO,) sdo hipoxia,
(resultando em hiperventilacdo) devido a falha crénica do coracdo, edema e disturbios
neuroldgicos (Young & Bermes 1994).

HCO; (bicarbonato), o tamp&o mais abundante no plasma é um indicador da capacidade
de tamponamento do sangue. Regulado principalmente pelos rins, 0 HCO3; € 0 componente
metabolico do equilibrio &cido-base. As causas da acidose metabdlica primaria (reducdo no
HCO3) séo cetoacidose, acidose do lactato (hipoxia) e diarreia. As causas da alcalose
metabdlica priméaria (aumento no HCO3) sdo vémito e tratamento antiacido (Young & Bermes
1994).

TCO, (diéxido de carbono total) é determinado no plasma, por analisadores quimicos
automaticos, ou é calculado do pH e da PCO,, determinados nos analisadores para gasometria
em sangue total. TCO, é uma medida do didéxido de carbono que existe em varios estados:
CO, em solucdo natural ou fracamente ligado a proteinas, ions de HCO3; ou CO3 e &cido
carbbnico (H,COgs). Os ions de bicarbonato combinam todos, mais aproximadamente
2mmol/L do dioxido de carbono total do plasma. A determinacdo de TCO,, como parte de um
perfil para eletrolito, € especialmente til para avaliar a concentracdo de HCO3, TCO, e HCO3
e sao Uteis na avaliacdo do equilibrio acido-base (junto com pH e PCO,) e do desequilibrio de
eletrolitos (Young & Bermes 1994).

O excesso de bases do fluido extracelular ou excesso de bases padrao € definido como a
concentracdo de bases que podem ser tituladas menos a concentracdo de acido que pode ser
titulado do fluido intracelular médio (plasma mais fluido intersticial) para um pH de 7,40 do
plasma arterial a uma PCO; de 40mm Hg a 37°C. A concentragdo do excesso de bases na
média BE permanece virtualmente constante durante mudancas agudas na PCO,, e reflete

somente o0 componente nao respiratorio dos disturbios do pH (Young & Bermes 1994).
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Il - JUSTIFICATIVA

Devido aos relatos de casos de meningite eosinofilica causada por A. cantonensis nos
estados de Pernambuco, Espirito Santo e S&o Paulo, ao encontro dos hospedeiros
intermediarios e definitivos naturalmente infectados (A. fulica, Pomacea canaliculata,
Bradibaena similaris e Subulina octona) e R. norvegicus e R. rattus respectivamente em
alguns estados brasileiros, torna-se necessario a realizacdo de pesquisas que visem identificar
as alteracOes fisioldgicas e histopatoldgicas no hospedeiro vertebrado e invertebrado do
nematoide no Brasil, corroborando para o0 melhor conhecimento desta zoonose e da relacao
parasito / hospedeiro.

Dentre as principais helmintoses de interesse médico e veterinério transmitidas por
moluscos no Brasil, a esquistossomose, a fasciolose e a angiostrongiliase sao as que mais se
destacam (Modena et al. 1993, Serra-Freire 1995, Thiengo 2007). Em todas as doencas
citadas, a participacdo do molusco é considerada vital para o desenvolvimento do parasito,
possibilitando a ele se desenvolver a estadios infectantes ao hospedeiro definitivo (Pinheiro et
al. 2009; Tunholi et al. 2011).

Estudos realizados por Thiengo et al (2001, 2002), tém evidenciado diferentes tipos de
associacfes entre parasito-hospedeiros, destacando especialmente o envolvimento de
espécimes do género Biomphalaria. A distribuicdo geogréafica indica B. glabrata e B.

straminea como as espéecies melhores adaptadas as condi¢Ges naturais do Brasil.

A participacdo da B. glabrata como hospedeiro intermediario do A. cantonensis foi
mostrada (Tunholi-Alves et al. 2013a, 2013b). Além disso, estudos indicam a B. glabrata
como um dos hospedeiros intermediarios naturais do E. paraensei (Maldonado Junior et al.
2001).

O desenvolvimento de estratégias para o controle de parasitos endémicos depende de
observagdes de campo, onde é comum ver mais de uma especie de helminto parasitando as
mesmas espécies de hospedeiros intermediarios ou definitivos. Varios autores tém sugerido
gue alguns trematddeos podem atuar direta ou indiretamente antagonizando ou beneficiando
outras espécies (Suhardono et al. 2006, Lie et al. 1977, Lie 1982). Assim, o estudo da co-
infeccdo com diferentes parasitos pode ser uma estratégia util para entender melhor a relacdo
parasito-hospedeiro e parasito-parasito e as possiveis alteracdes morfofisioldgicas provocadas
(Pereira et al. 2006).
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111 - OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

»  Estudar as caracteristicas fisiologicas, patoldgicas e bioldgicas na infec¢do experimental
do hospedeiro definitivo R. norvegicus com A. cantonensis e do hospedeiro intermediario B.
glabrata na infeccdo com A. cantonensis e E. paraensei e na co-infeccdo com esses dois

helmintos.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Rattus norvegicus

» Determinar a infectividade (carga parasitaria) e o periodo pré-patente;
Investigar alterac6es no perfil bioquimico da funcdo hepatica;
Determinar o perfil glicémico na infeccéo;

Histopatologia (hepética e pulmonar);

>

>

>

» Avaliacdo dos marcadores cardiacos;

» Caracterizar alteracbes hematoldgicas;
» Avaliar os indicadores de leséo cardiaca;
>

Avaliacdo dos niveis gasométrico sanguineos.

3.2.2. Biomphalaria glabrata
» Determinar a infectividade (carga parasitaria) e o periodo pré-patente;
» Investigar alteracfes bioquimicas nos moluscos co-infectados;
» Histopatologia;
» Analisar os parametros de distdrbio metabolico e lesdo tecidual do molusco;
» Determinar as atividades da aspartato aminotransferase (AST) e da alanina
aminotransferase (ALT).
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41-ARTIGO 1

Titulo: Biochemical and histopathological alterations in Biomphalaria glabrata due to
co-infection by Angiostrongylus cantonensis and Echinostoma paraensei

Relacdo do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados neste

manuscrito sdo referentes aos seguintes objetivos:

»  Investigar alteracfes bioquimicas em B. glabrata, induzidas pela infeccdo experimental
com A. cantonensis e E. paraensei analisando os parametros de distarbio metabolico e lesédo
tecidual do molusco devido a co-infeccdo determinando os conteudos de proteinas totais,

acido Urico, ureia e analise histopatoldgica;

»  Determinar as atividades da aspartato aminotransferase (AST) e da alanina

aminotransferase (ALT) nos moluscos infectados.

Situacdo do Manuscrito: Artigo publicado na revista Journal of Invertebrate Pathology

Fator de Impacto da Revista: 2.669

Referéncia:

Tatiane Cristina S Bonfim; Arnaldo Maldonado Junior, Victor M Tunholi, Vinicius M
Tunholi-Alves, Marta Julia Faro, Esther Maria Mota, Thatiane Cristina B Silva, Jairo
Pinheiro, Juberlan S Garcia. Biochemical and histopathological alterations in Biomphalaria
glabrata due to co-infection by Angiostrongylus cantonensis and Echinostoma paraensei
Journal of Invertebrate Pathology 115 (2014) 80-85, January 2014
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Resumo:

O efeito da infeccdo concomitante por Echinostoma paraensei e Angiostrongylus cantonensis
sobre a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) e na concentracdo de proteinas totais, &cido drico e uréia da hemolinfa de
Biomphalaria glabrata foram analisadas. Além disso, estudos histopatologicos foram
realizados para melhor compreender a dinamica do desenvolvimento ontogénico de ambos 0s
helmintos no hospedeiro invertebrado e possiveis alteracbes bioquimicas. Co-infecgdes por
helmintos e outros parasitos ocorrem frequentemente na natureza, devido principalmente a
sua ampla distribuicdo e a natureza cronica da infeccdo. Os parametros bioquimicos foram
medidos no final da sétima semana pos-exposicdo. Na co-infeccdo houve uma reducéo
significativa na concentracdo de proteinas totais dos moluscos, bem como um aumento na
excrecdo de produtos nitrogenados, estes resultados mostraram que a infecgdo leva ao
esgotamento de carboidratos livres e estocados, entdo os moluscos infectados fazem uso de
substratos alternativos, tais como os aminoacidos livres. A degradacdo de proteinas para
liberar amino&cidos provoca uma diminui¢do no contedo de proteinas totais no hospedeiro e
um processo de desaminacgdo pelo qual o aminoacido libera o seu grupo amina na forma de
amonia e se transforma em um cetoacido. Isto ocorre através do aumento da ureia e de acido
urico. Esta observacao € corroborada pelo aumento das atividades de ALT e AST, diretamente
relacionadas com a conversdo do grupamento amino de um aminoacido a um a-cetoacido -
um passo importante para gerar um novo esqueleto de carbono para sintese de glicose, assim
como novos compostos metabdlicos intermediérios para o ciclo de Krebs. Além disso, a
reducdo na recuperacdo de Lz no grupo co-infectado (A + E) foi observada, uma vez que neste
tipo de associacdo heter6loga uma espécie se mostrou dominante com relacdo a outra.
Resultados histopatolégicos mostraram uma mudanca na distribuicdo de A. cantonensis na
presenca de E. paraensei, indicando que a presenca deste trematddeo interferiu na dindmica

comportamental do A. cantonensis.
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The effect of concurrent infection by Echinostoma paraensei and Angiostrongylus cantonensis on the
activity of the enzymes alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) and
the concentration of total proteins, uric acid and urea in the hemolymph of Biomphalaria glabrata
were investigated. Additionally, histopathological studies were conducted to better understand the
dynamics of ontogenic development of both helminths in the host and the possible biochemical
effects. Co-infections by helminths and other parasites often occur due to the wide distribution of hel-
minths and the chronic nature of the infection. The biochemical parameters were measured at the
end of the seventh week after exposure. The co-infection resulted in a significant decrease in the total
proteins concentration in the hemolymph of snails as well as an increase in the nitrogen excretion
products, these results showed that the infection leads to exhaustion of free circulating and stored
carbohydrates and the infected snails make use alternative substrates, such as free amino acids. So,
the protein degradation to release free amino acids causes a decrease in the content of total proteins
in the snail host and an amino acids deamination process, increasing the content of ammonium,
which needs to be detoxified. This occurs by increasing the urea and uric acid contents. This obser-
vation is corroborated by the increase of ALT and AST activities, enzymes directly related to amino
group from an amino acid to an o-ketoacid an important step to generate new carbon skeleton for
glucose synthesis de novo, as well as new intermediates to the Krebs cycle. Additionally, reduction
in the recovery of L; from the co-infected group (A +E) was observed, since in this association the
burden was higher than in the other. Histopathological results showed a change in the distribution
of A. cantonensis in the presence of E. paraensei, indicating that the presence of this trematode impairs
the dynamic transmission of A. cantonensis.
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1. Introduction under experimental conditions has been shown (Tunholi-Alves

et al., 2013). Furthermore, studies have proven the involvement

Biomphalaria glabrata (Say, 1818) is a gastropod with veterinary
and medical importance because it acts as an intermediate host for
many heteroxenic parasites. The participation of this snail as an
intermediate host of Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935)
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of B. glabrata as a natural intermediate host of Echinostoma paraen-
sei (Lie and Basch, 1967). These facts associated with the excellent
adaptive capacity of this snail species in tropical regions, such as
Brazil (Paraense, 1975), suggest the risk of spread of these hel-
minths and the diseases caused by them in these regions (Mostafa,
2007; Mello-Silva et al., 2010).

A. cantonensis is a nematode parasite responsible for spreading
eosinophilic meningoencephalitis. It is relevant to public health
as well as to veterinary medicine, by affecting animals and
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accidentally humans (Wang et al., 2008; Graeff-Teixeira et al.,
2009). In recent years, eosinophilic meningoencephalitis has
spread to more regions of the world, with human infections re-
ported in Oceania (Slom et al., 2002), Europe, North America (Diaz,
2008) and South America (Thiengo et al., 2010; Maldonado et al.,
2001a). According to the World Health Organization (WHO,
1983), this helminthiasis is considered an emergent parasitic dis-
ease and Brazil is now considered an endemic area for this disease
(Caldeira et al., 2007).

Helminths of the Echinostoma genus have broad geographic dis-
tribution and are able to parasitize a wide variety of invertebrate
and vertebrate hosts. E. paraensei (Lie and Basch, 1967) infects wild
rodents in Brazil and its morphological and biological aspects have
been studied (Maldonado et al., 2001a, 2001b).

For these reasons, study of the relationship between these par-
asites species is important and can provide essential information
about the biology of their co-existence, serving as a future base
for control strategies of the diseases caused by them. Regarding
co-infection of B. glabrata by these parasite species, some points
should be considered: (i) both (adult) A. cantonensis and E. paraen-
sei are found in the same area; (ii) both parasites, under experi-
mental conditions, can infect B. glabrata; and (iii) B. glabrata
occur naturally in the same zone where the rodents are infected
by A. cantonensis and E. paraensei. So, it seems possible that the
co-infection may also occur under natural conditions.

It has been shown that infection by trematodes and nematodes
separately can change the biochemical characteristics of snails’
hemolymph (Perez et al., 1994; Bandstra et al., 2006; Tunholi-
Alves et al,, 2012). The higher energy demand resulting from infec-
tion by parasites results in redirection of the metabolic pathways,
such as that of the amino acids and proteins. When infected, snails
drastically increase their mobilization of carbohydrates. The glu-
cose concentration in the hemolymph is severely reduced and
the snails resort to their reserves from the digestive gland and
cephalopedal mass.

In response to carbohydrate metabolism changes, infected
snails increase their degradation of amino acids, and consequently
of proteins, to obtain new carbon skeleton to supply the gluconeo-
genesis pathway and make the glucose synthesis de novo, as well
as new intermediates to the Krebs cycle. This has been shown to
be related to the intoxication caused by the increase in nitrogenous
products of excretion (ammonia, urea and uric acid) (Pinheiro and
Amato, 1994, 1995).

The aminotransferases are closely related to these changes
since their activity is modified in snails subjected to conditions
of physiological stress (Pinheiro et al., 2001). The aminotransfer-
ases (ALT and AST) are enzymes that catalyze the interconver-
sion of amino acids into o-ketoacids by transferring amine
groups (Moss and Henderson, 1998). Besides this, they act as va-
lid markers of tissue injury, especially in the digestive gland,
where carbohydrates are stored, proteins are recycled and
nitrogenous products of excretion are synthesized (Blasco and
Puppo, 1999).

Despite these studies, no biochemical parameters have been
reported for snails co-infected with A. cantonensis and E. paraen-
sei. Thus, considering the importance in the global epidemiologi-
cal scenario of possible co-infection by both parasites in their
intermediate host under natural conditions, the present study
aimed to analyze possible changes in the histopathology and
parameters of metabolic disorder and tissue injury of the snail
due to co-infection, by measuring the concentrations of total pro-
teins, uric acid and urea and the activity of 1-aspartate: 2 oxoglu-
tarate aminotransferase (EC2.6.1.1) (AST) and t-alanine: 2
oxoglutarate aminotransferase (EC2.6.1.2) (ALT) as parameters of
metabolic changes and tissue injury (Blasco and Puppo, 1999;
Pinheiro et al., 2001).
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2. Materials and methods
2.1. Infective parasite forms

The isolate of E. paraensei used was obtained from Nectomys
squamipes specimens that were naturally infected, captured in
Sumidouro municipality, Rio de Janeiro state, Brazil in 2001
(22°02'46"S, 42°41'21"W). The life cycle had been maintained in
the Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatérios - LBPMR (10C) Fiocruz, Rio de Janeiro, by passages
using hamsters (Mesocricetus auratus) as the definitive host and
B. glabrata as the first and second intermediate hosts.

Adult hamsters experimentally infected with E. paraensei were
euthanized in a CO, chamber, according to the protocol approved
by the Animal Use Ethics Committee (CEUA L-074/08). The adult
worms were collected from the small intestine and transferred to
Petri dishes containing a 0.9% NaCl solution. The helminths’ uter-
uses were dissected to release eggs, which were washed and incu-
bated in dechlorinated tap water at 26 °C for 14 days. After this
period, they were exposed to artificial light to stimulate hatching
of miracidia (Pinheiro et al., 2004).

The specimens of A. cantonensis used in this study were ob-
tained from naturally infected Achatina fulica snails captured in
Sao Gongalo municipality, Rio de Janeiro state in 2011
(22°48'26.7"S, 43°00'49.1"W). The cycle of this parasite had been
maintained in LBPMR using Rattus norvegicus as definitive host
and B. glabrata as intermediate host. The first-stage larvae (L;)
were obtained by collecting and processing the feces of experimen-
tally infected rodents (Willcox and Coura, 1989).

2.2. Experimental infection of B. glabrata and formation of groups

Three hundred B. glabrata (8-10 mm) specimens, reared from
birth in the LBPMR, were divided into five groups, each containing
60 snails. A negative control group was established with uninfected
snails. Group A contained snails individually infected by exposure
to 1200 L, of A. cantonensis for 48 h, and group E was individually
exposed to 20 E. paraensei miracidia for 24 h. In group A +E, the ini-
tial infection was by 1200 L, A. cantonensis for 48 h and 1 week later
the group was again exposed individually to 20 E. paraensei
miracidia for 24 h. Group E + A was individually infected with 20
E. paraensei miracidia for 24 h and 1 week later was exposed to indi-
vidual infection with 1200 L, of A. cantonensis for 48 h.

After the experimental infection, the snails were maintained in
plastic tanks (22 cm long by 14.5 cm wide and 12.5 cm in height)
containing 3 L of dechlorinated water (changed every 2 weeks),
CaCO5 and two polystyrene plates measuring 4 cm x 4 cm until
the end of the experiment, at 7 weeks. The infection of all the snails
used in this study was confirmed as described below:

2.2.1. A. cantonensis

After 48 h, the snails from each group were individually exam-
ined under a stereomicroscope to detect larvae (L, stage) in the
plates (Tunholi-Alves et al,, 2011). The absence of larvae in the
plates indicated infection and susceptibility of snails under labora-
tory conditions. To demonstrate the infection rate, B. glabrata spec-
imens were randomly selected and subjected to chemical digestion
with pepsin-HCl to recover L;. The results showed an infectivity
rate above 95%.

2.2.2. E. paraensei

The snails from each group were individually examined under a
stereomicroscope to detect miracidia in the plates. Twenty-four
hours after exposure to the miracidia, there were no miracidia
remaining in the plates.
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The snails were then removed from the plates and transferred
to aquariums. Only those snails harboring E. paraensei sporocysts
in their circulatory system were selected for additional study, since
sporocysts already are visible at 2 days post infection (Loker and
Hertel, 1987).

2.3. Biochemical analysis

After 7 weeks of infection, 10 specimens from each group were
randomly chosen for dissection. The hemolymph was collected by
heart puncture and stored at 10 °C until the biochemical analysis.

2.3.1. Determination of the concentrations of uric acid and urea

For determination of uric acid concentration, 50 puL of hemo-
lymph was mixed with 2 mL of dye reagent (100 mmol/L of sodium
phosphate buffer [pH 7.8] containing 4 mmol/L of dichlorophenol-
sulfonate, 0.5mmol/L of 4-aminoantipirina, 120U < uricase,
4.980U < ascorbate oxidase, 1.080U < peroxidase). The mixture
was homogenized and incubated at 37 °C for 5 min. The readings
were taken in a spectrophotometer at 520 nm (Bishop et al,
1996), and the results were expressed as mg/dL.

The urea concentration was measured by adding 2 mL of a solu-
tion containing 60 mmol of sodium salicylate, 3.4 mmol of sodium
nitroprusside and 1.35 mmol of disodium EDTA. Then, 2 pL of ure-
ase and 20 pL of hemolymph were added. This mixture was
homogenized and incubated at 37 °C for 5 min. The readings were
taken in a spectrophotometer at 600 nm, and the results were ex-
pressed as mg/dL (Connerty et al., 1955).

2.3.2. Determination of total proteins

This assay was performed according to the biuret technique
(Weichselbaum, 1946). A mixture of 50 uL of hemolymph and
2.5 mL of the biuret reagent (0.114 M trisodium citrate, 0.21 M so-
dium carbonate and 0.01 M copper sulfate) was homogenized and
left at 22 °C for 5 min, after which the readings were taken in a
spectrophotometer at 550 nm. The results were expressed as mg/
dL.

2.3.3. Aminotransferases activities (AST and ALT)

To test for aminotransferases activities, 0.5 mL of substrate for
ALT or AST (solution containing 0.2 M r-alanine or 0.2 M -aspar-
tate; 0.002 M o-cetoglutarate and 0.1 M sodium phosphate buffer,
pH 7.4) was incubated at 37 °C for 2 min. Then, 100 or 200 pL of
hemolymph (for ALT and AST, respectively) was added, homoge-
nized and again incubated at 37 °C for 30 min. After this, 0.5 mL
of 0.001 M 24 dinitrophenylhydrazine was added and the solution
was kept at 25 °C for 20 min. The reactions were stopped by adding
5 mL of 0.4 M NaOH. The readings were taken in a spectrophotom-
eter at 505 nm (Kaplan and Pesce, 1996) and the results were ex-
pressed as URF per milliliter.

2.4. Histopathological analysis

After 7 weeks of infection, five specimens of each group were
placed in a 1% sodium pentobarbital aqueous solution for 4 h. Then
the soft tissues were removed and placed in Carson’s Millonig for-
malin, where they remained for 24 h. After this time, the material
was dehydrated in increasing concentrations of ethanol, diaphan-
ized with xylene and embedded in liquid paraffin at 60 °C (Tolosa
et al., 2003). The inclusion was done to allow observation of longi-
tudinal sections of the snail’s body structure. Subsequently, 5-um
thick serial sections of were obtained with a Leica RM2125 micro-
tome. The material was stained with hematoxylin-eosin (HE) for
histopathological analysis. The histological sections were viewed
through a Zeiss Observer Z1 light microscope and the images were
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captured by a Zeiss Axio Cam HRc camera and processed using
Axio Vision Rel.4.7.

2.5. Infectivity analysis

The cephalopodal masses of ten snails from each group infected
with A. cantonensis, obtained 49 days after infection, were individ-
ually fragmented and digested in a 0.7% HCI solution for 6 h and
subsequently subjected to the method of Baermann and Moraes
(1948) for Ls recovery. The larvae were counted with the aid of a
stereoscopic microscope and a manual cell counter.

2.6. Statistical analysis

The results obtained were expressed as mean + standard devia-
tion, and the Tukey test and ANOVA were used to compare the
means (o= 5%; InStat, GraphPad, v.4.00, Prism, GraphPad, v.3.02,
Prism, Inc.).

3. Results

The uric acid and urea levels, the aminotransferases (ALT and
AST) activity and total protein contents in the hemolymph of con-
currently infected snails and positive and negative controls are
shown in Fig. 1A-E. There were significant differences in all the
parameters analyzed between the infected groups and uninfected
control group.

Infected snails showed changes in the metabolism of nitroge-
nous products of degradation/excretion, causing a significant in-
crease in uric acid concentration in group E (46.92 £ 6.03), group
A+E (52.89+3.50) and group E+A (53.91 +5.18) compared to
group A and the negative control. Group A showed a significant de-
crease (19.66 + 0.84) in nitrogen concentration compared with the
other groups (Fig. 1A).

The concentrations of urea in the hemolymph of infected snails
increased significantly in group E (4.88+0.28), group A+E
(4.91+0.11) and group E+A (4 93 +0.03) compared to group A
and the negative control (Fig. 1B).

Regarding the activity of ALT, the E+A group (68.56 + 1.05)
showed a significant increase compared with the other groups.
Groups A+E (52.10 £ 13.97), E (36.49 £ 3.18) and A (35.69 £ 0.76)
showed a significant increase in relation to the negative control
group, but there was no significant difference between them
(Fig. 1C).

The AST activity in group A +E (70.19 + 2.82) was highest, fol-
lowed in decreasing order by group E + A (68.58 + 1.68), group E
(46.63 +3.60), group A (34.19+1.43) and the negative control
group (22.39 £ 0.68) (Fig. 1D).

There was a significant reduction the concentration of total pro-
teins in groups E (3.39+033), A+E (3.12+0.11) and E+A
(3.13+£0.18) and A when compared to the negative control
(Fig. 1E).

The recovery of A. cantonensis Ls larvae in group A + E (62 +31)
was smaller than in groups E+A (256 +80) and A (224 +73)
(Fig. 1F).

Both infective forms were observed in different parts of the
snail body (Fig. 2). In the E group, rediae were observed in the muf-
fle, kidney, on the wall of the mantle cavity, the digestive gland and
ovotestis. In the groups with co-infection, both parasites were ob-
served in the kidney and the mantle cavity near the heart. In this
group it was also possible to find parasites in separate sites.
E. paraensei was observed in the kidney, the intestinal lumen and
wall and A. cantonensis was found in the ovotestis (Fig. 2).
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Fig. 1. Variation in the uric acid and urea (mg/dL), ALT and AST activity (UFR/mL), total protein (mg/dL) contents in the hemolymph and recovering L; of Biomphalaria glabrata
experimentally infected. Means followed by different letters (a-d) did differ significantly (2 = 5%). A = Angistrongylus cantonensis and E = Echinostoma paraensei.

4. Discussion

In nature, snails are often found harboring multiple infections
and E. paraensei is found in the same environment as A. cantonensis,
as well as B. glabrata. So, the analysis of metabolic changes in snails
co-infected with E. paraensei and A. cantonensis can bring informa-
tion about the response of the host to parasitism under conditions
similar to those found in nature.

According Tunholi-Alves et al. (2013), the development of the L,
stage of A. cantonensis in the digestive gland of B. glabrata occurs
around the second week post infection. Tunholi et al. (2013),
studying the B. glabrata/E. paraensei interface, found that rediae
are present in the digestive gland-gonad complex of the snail host
for about 7 days after infection. Thus, as the kinetics of co-infection
adopted in this study occurred at a 1-week interval, this period
would allow the concomitant formation of the L, and rediae stages
of A. cantonensis and E. paraensei, respectively, in the digestive
gland of B. glabrata, explaining the lower recovery rate of L3 stages
of A. cantonensis. However, this was not observed in group E + A,
due to the previous formation of rediae of this echinostomatid in
the digestive gland of B. glabrata. This stage is characterized by
the presence of a primitive mouth, pharynx and intestine, enabling
the larva to feed directly on tissues of the host's digestive gland
(Fried and Huffman, 1996), resulting in intense cellular disorgani-
zation and loss of normal physiological functions of this site. This
inter-specific competition for nutrients induces the nematode lar-
vae to develop new migration routes, especially the muffle and kid-
neys, tissues specialized for the storage of energy reserves like
glycogen, essential to ensure their development.
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Tunholi-Alves et al. (2013) studied the B. glabrata/A. cantonensis
interface and showed histopathological results from the presence of
larvae (L3) in the digestive gland of the host. However, in this study,
we did not find the presence of larval forms of A. cantonensis at this
site, supporting our hypothesis. According to those authors, the
infection resulted in the activation of protein catabolism by altering
the pattern of excretion in the host snail. The same was observed by
Tunholi et al. (2011), who studied the relation of B. glabrata and
E. paraensei. Our results demonstrate that co-infection by helminths
both increased the rate of deamination of amino acids and in-
creased the hemolymphatic concentrations of urea and uric acid.
In this circumstance, the intense depletion in the carbohydrates re-
serves led the host snails to use other sources than glucose for en-
ergy, such as amino acids (Pinheiro et al., 2009; de Souza et al.,
2000). In addition, the results here show that the trematode infec-
tion induced more severe changes in the host compared to A. can-
tonensis infection. This can be explained not only by the higher
deamination rate of amino acids in the hemolymph, but also by
the accumulation of nitrogenous products of degradation (urea
and uric acid). This variation came from the biological characteris-
tics related to the intramolluscan development of the helminths,
since intense asexual multiplication occurred in E. paraensei but
not in A. cantonensis.

Concurrently, increases in the activities of both aminotransfer-
ases (ALT and AST) were observed in all infected groups, with high-
er values in the co-infected snails. The same phenomenon has been
mentioned by the authors in different models of infection (Manohar
etal., 1972; Pinheiro et al., 2001). Aminotransferases perform a crit-
ical role in linking carbohydrates and proteins/amino acids during
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Fig. 2. Histological section of Biomphalaria glabrata co-infectedly with Angiostrongylus

is (>») and Echil

paraensei (==3p-). (A) Presence of Angiostrongylus

cantonensis and Echinostoma paraensei in the kidney region. Scale bar: 10 um; (B) rediae of Echinostoma paraensei in the intestinal lumen and larvae of Angiostrongylus

cantonensis in the gut wall surrounded by hemocyte reaction. Scale bar: 10 um; (C) Angiostrongylus is and Ec

p i situated in the region, close to the

heart. Scale bar: 10 um; (D) section of digestive gland containing rediae of Echinostoma paraensei. Scale bar: 10 um; (E) section nidamental gland and intestinal segment
showing inflammatory infiltrate and granulomas with larvae of Angiostrongylus cantonensis in the wall of these organs. Scale bar: 10 pm; (F) detail of indicating a perilarval
granuloma. Scale bar: 5 pm; (G) granuloma with L; in muffle. Scale bar: 10 pm; (H) granulomatous reaction involving several Ly near the intestine Scale bar: 5 pm.

metabolism of these compounds, by triggering gluconeogenesis
(Moss and Henderson, 1998). Other authors have validated the
involvement of these enzymes as markers of tissue injury, espe-
cially in the digestive gland, where carbohydrates are stored, pro-
teins are recycled and nitrogen excretion products are formed
(Blasco and Puppo, 1999). Thus, the significant increase observed
in aminotransferases levels, especially in the co-infected groups,
can also be explained as due to cell damage caused by the migratory
behavior of both helminths during intra-snail development.

This study reports the first pathophysiological analysis of co-
infection with E. paraensei and A. cantonensis effects in B. glabrata.
Our results show that the physiological changes evaluated are
more intense in co-infection, as a consequence of the additive ef-
fect of helminths, regardless of the infection kinetics involved.
Additionally, the trematode infection was more deleterious to the
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host organisms than infection by one nematode species. This out-
come depends on the biological characteristics of helminths during
the intra-snail stage, since during ontogenic development of
E. paraensei, intense asexual reproduction occurs, unlike in the case
of A. cantonensis. Moreover, the histopathological results indicate
that the kinetics (group A + E) directly influenced the rate of recov-
ery of infectious forms of A. cantonensis, influencing the transmis-
sion dynamics of neural angiostrongyliasis.
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Resumo:

A meningite eosinofilica ¢ uma doenca caracterizada pelo aumento de eosinéfilos no
liquido cefalorraquidiano (LCR), cuja causa mais comum € a invasdo do sistema
nervoso central por helmintos. Entre os helmintos, destaca-se o Angiostrongylus
cantonensis. O roedor Rattus norvegicus é o hospedeiro natural definitivo e 0 homem
atua como hospedeiro acidental e que pode se infectar atraves da ingestdo de moluscos
crus ou mal cozidos ou alimentos contaminados com a larva Ls. Recentemente, no
Brasil houve quatro casos de meningite eosinofilica, devido a ingestdo e manipulacéo de
Achatina fulica infectada. Foi realizado uma avaliacdo das alteracdes biogquimicas
hepaticas, glicémicas e histopatoldgicas em R. norvegicus experimentalmente infectados
com 100 larvas Lz de A. cantonensis. As amostras de sangue foram coletadas atraves de
puncéo da veia porta durante inferior o procedimento de anestesia e durante a necropsia
do roedor o figado foi coletado, pesado e removido 1g para quantificacdo do glicogénio
e o restante fixado em milloning para a histopatologia. Os resultados obtidos
demonstraram que a infeccdo provocadas por A. cantonensis em R. norvegicus
promoveu alteracGes metabolicas hepéticas e histopatoldgicas, caracterizada pelo
aumento da atividade das enzimas ALT, AST, GGT e ALKP, com o processo de
hepatite colestatico intra-hepatico, a presenca de infiltrado inflamatdrio e alteracdo no
metabolismo glicidico, caracterizado pelo aumento do glicogénio hepético e reducao
dos niveis séricos de glicose. A infeccdo por A. cantonensis causou alteracdes
metabdlicas e histopatoldgicas nos roedores. Este estudo pode contribuir para uma

melhor compreenséo da relacdo entre A. cantonensis e R. norvegicus.
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Eosinophilic meningitis is a disease characterized by increased eosinophils in the cerebrospinal fluid
(CSF), which is the most commonly caused by invasion of the central nervous system by helminths, as
occurs in Angiostrongylus ca is infections. The rodent Ratrus norvegicus is the definitive natural host
and humans act as accidental hosts and can become infected by eating raw or undercooked snails or food
contaminated with infective L larvae. Recently in Brazil there have been four cases of eosinophilic men-
ingitis due to ingestion of infected Achatina fulica. To evaluate biochemical and histopathological changes
caused by this parasite, R. norvegicus were experimentally infected with 100 Ls larvae of A cantonensis.
After the anesthetic procedure, serum from the rodents was collected from the inferior vena cava for eval-
uation of the levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phos-
phatase (ALKP), gamma-glutamyl transferase (GGT), total protein and its fractions. During the
necropsy, the liver was collected and weighed. Then a 1-g fragment was extracted from the major lobe
to quantify the hepatic glycogen and fragment remainder was aken from the same lobe and fixed in Mill-
oning's formalin for histopathological examination. Additionally, helminths were cllected from the brain
and lungs of the rodents. The activities of AST, ALT, ALKP and GGT in the serum and hepatic glycogen
increased in response to infection, while the levels of globulin and total protein increased only in the
eighth week of infection and there was a redudion in the levels of serum glucose. Albumin and bilirubin
concentrations remained stable during the experiment Infection with A. cantonensis caused metabolic
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and histopat bologcal changes inthe mdents. This study can contribute to a better unde rstanding of the
relationship between A cafonensts and B norvegious.

& 2013 Published by Elsevier Inc

1. Introducton

Angiosmongylus cantonensis is a blood-feeding nematode usually
found parasitizing the pulmonary areries and right ventricle of
wild mdents, which are considered the main etiological agents of
human eosinophilic meningitis (Alicata, 1955, Gracff-Teixeira
et al, 2008 ). This zoonosis, which is endemic to Southeast Asia
and the Pacdfic Islands, is considered an emerging disease, because
it has been expanding both geographically and in terms of the
range of hasts (Hollingsworth and Cowie, 2006 )

Currently, Brazl is considered a high risk area for the establish-
ment of eosinophilic meningitis, due to the occurrence of snails
such as Achating fulice, Brodyboena similaris, Sorasinuln marginato
and Subuling ectona (Carvalho et al., 2012), all of which act as inter-
mediate hosts, and Ratus norvegicws and Romws romes, the definitive
hosts, factors that directly promote the establishment of this zoo-
nosis, Four cases of eosinophilic meningitis have been confirmedin
Brazil, two in Vila Velha (Espirito Santo state) (Caldeira et al,
2007), one in Recife (Penambuco ) (Lima et al., 2009) and another
in 530 Paulo (580 Paulo) (Espirito-Santo et al, 2013). All were
caused by ingestion of A. fulico infected with A. cantonensis,

Laboratory diagnaosis is by nonspecific C5F examination, inwhich
the fluid usually appears dearorslightly cloudy {(Wang et al., 2008).
The protein concentrationin the cerebros pinal luids of infected pa-
tients is slightly raised, whereas the glucose concentmation is fre-
gquenty lower than the normal mnge ( Kanpittaya et al., 2000

Biochemical wariables have been used to diagnose diseases in
pets and farm animals (Borsa et al., 2006). But there are no studies
in the current literature on the hepatic profile of rodents infected
by A. cantonenss, although this is an important parameter that
can be used to evaluate clinical conditions.

Thus, the present study evaliated for the first time the hepatic
biochemical and histopathological changes in experimentally
infected R nmorvericus and can contribute to a better understand
af the R norvegious/ A cantonenss relationship.

2. Materials and methods
2 1. Poraste and experimental Infection

The strain of A contonensis studied was isolated by collecting
naturally infected A. fulica specmens in 530 Gongalo [ Rio de Janeiro
state) (22°49°37°543°0314"W). The cyde was maintained in the
Laboratdrio de Biologia e Pamsitologia de Mamiferns Silvestres
Reservatarios (10C) FIOCRUZ - Rio de Janeiro by passages in
R. norvegicus (Wistar] used as definitive host and Biomphalana
plobrota as intermediate host, with the permits for the use of
animals obtained from Oswaldo Cruz Foundaton (ACCELUZE)
Ethical Commitee on Animal Use (Permit Number: LW 24/10).

The snails infected with A. cantonensis had their shells removed
and cephalopodal mass fragmented and artificially digested in 0.7%
HCI solution for 6 h. Subsequently this material was subjected to
the Baermann and Moraes technigue (1948) and centrifugation
to recover the Lz larvae, which were counted under a stereoscopic
micToscope.

2 2 Experimental design

A total of 70 adult females of R. norvegioes (Wistar) were used.
0Of them, 60 were individually infected by orogastric gavage with

100 third-stage larvae (Lz) and formed into six groups according
to the proposed infection time: 1,2, 3, 4, 6 and & weeks post-inoc-
ulation (WPI). The 10 uninfected animals used formed the control
group. The animals were kept under contmlled conditions of
illuminaton (12/12 h light/dark), temperature (23 +2 *C) and
received food and water ad [ibirum.

The blood samples were collected by puncture of the inferior
vena cava and the serum was separated by centrifuging at 1200z,
The liver was weighed, and to measure the levels of ghycogen, 1 g
of liver tissue was collected, always from the major lobe. For the
histopathological analyses, another fragment from the same lobe
was collected and fixed in Milloning's solution for 24 h, after which
the material was transferred to 70% alcohol and preserved

2.3, Prepatent period and infectivity

Todetermine the prepatent period, two grams of feces were col-
lected daily for 6 weeks from infected rodents and subjected to the
sedimentation method of Baerman and Moraes, after which first-
larvae stage (L] were counted using a stereomicroscope to evalu-
ate the infectivity.

2 4. Worm recovery and idenbification

The nematodes collected from the brain and the pulmonary
artery between 1 and 8 weeks post-infection were washed in phys-
iologic solution and fixedin hot AFA solution (2% glacial acetic acid,
3% formaldehyde, and 95% ethanol). Specimens from each of the
sites were cleared in lactophenal, mounted on slides in lactophenol
solution and examined under a light microscope. Taxonomic iden-
tification of nematodes was hased on morphological and morpho-
metric parameters according Anderson (1978) and Chen (1935)

2.5 Liver histopathology

Fagments of the liver lobes of all rodents submitted to nec-
ropsy were dehydrated in a crescent ethanol series with xylol
and embedded in paraffin Thin sections (5 pm) were obtained
and stained with hematoxylin - eosin (Humason and Freeman,
19749). These images were obtained using a Nikon Coolpix 4300
digital camera.

2.6 Biochemical determination

The biochemical determination of hepatic function included the
detection of aspartate aminotransferase (AST) EC2A.1.1, alanine
aminotransferase (ALT) BC26.1.2, alkaline phosphatase [(ALKP)
EC3.1.3.1, hilirubin, glucose and total and fractional proteins using
an automated systemn at the Labomatdrio de Controle de Qualidade
do Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio (CECAL - Fiocruz).
A commerdal diagnostic kit (Doles Reagents™ Ltda., Brazil) was
used to determine the activity of gamma-glutamyl transferase
(GGT) BC32.2. The hepatic glycogen was extracted by the tech-
nigque desribed by Finheiro and Gomes (1994) and determined
by the 3,5 DNS technigue (Sumner, 1924)

2 7. Statistical analysis

Omne-way analysis of varance (ANOVA) was used to determine
the differences between the groups and the Tukey-Kmmer test

Please cite this article in press as: Garcla, | 5, et al. Metabolic and histopathological profile of Rars norvegions (Wistar ) expermentally infected by Angi-
osmongylie @nfonensis (Chen, 1935) Exp. Parasitol (2013, hitp )\ dedoborg 101016/ exppara 200312002
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was employed to compare the painwise differences in means each
wieek, both using the Graph Pad Prism program (V5,00 288, Prism
Inc., USA L Values with P< 005 were considered significant.

3. Results

All animals exposed to Ly larvae were pamsitized and the
number of worms recovered during infection ranged from 15 to
51. Between 1 and 4 WP, Ly and L; larvae were recovered from
the rodent’s brains, and host mortality was 0.5% (3/60) (Table 1).
The percentages of recovered larvae in the first, second, thind and
fourth WPl were 21.4%, 214%, 257% and 37.7%, and the percent-
ages of worms recovered in the sixth and eighth WPl were
29.13% and 35.66% of the total larvae administered, res pectively.

The pre patent period was between 42 and 45 days after infec-
tion and the mean elimination of L; was 9462 £+4.561 in 2g of
feces.

The AST activity was significantly increased only in the second
week of infection, when it was 389% higher than in the control
group (uninfected) and no significant increase was observed in
the eighth week after infection, with a level 22.9% higher than in
the control group. The actvity of this enzyme was similar to that
observed in the control group in the first and sixth weeks post
infection and then declined to values lower than 1.48% in the third
and fourth weeks in relaton the control group (Fig. 1A).

The ALT activity significantly increased by 11086% in the first,
97 83% in the second, 84.35% in the third, 7565% in the fourth,
108.78% in the sixth and 58.26% in the eighth week of infection
in relation to the contml group (Fig. 1B)

The ALKP actvity was significantly higher than in the control
group and increased by 51 88X in the first, 9871% in the second,
97 41% in the third and 60.16% in the fourth week of infection.
After the fourth week of infection, the ALKP activity declined, with
vahles similar to those observed in the control group (Fig. 1C).

The serum activity of GGT rose significantly in the frst
(134 .96%) and second (148). The livers of the infected ats showed
ductal hyperplasia of the portal space associated (67%) week after
infection and then decreased, with percentages of 97%, 72%, 93.7%
and 97 8% in the third, fourth, fifth and sixth week, respectively
(Fig. 1D).

There was no significant difference in serum hilirubin levels
between the infected groups and the contml group (Fig. 2}

The weight of the livers from the infected animals was 31-47%
higher than in the control group in the fourth and sixth weeks,
respectively (Table 2)

Levels of hepatic glycogen increased 1796% in the first, 51.5% in
the second, 40.9% in the thind, 43.4% in the fourth, 946% in the
sixth and 68% in the eighth week of infection. However, serum glu-
cose levels decreased significantly over the weeks of infection, with
19.6% in the first, 21 4% in the second, 17.4% in the third, 168X in

Table 1
Number of brvae (Ly and Ls) and adults of Angiostrongyhs matonesis necovened from Rsthas nonegiors (Wistar) through 8 weds of infection and  host martality (3]
Mean 4 50 = mean & stand ard.
‘Wieelks post- oo lation (WP Lyfls Adult Martality for each group ($)
Sharacnoid space Fulmonary ariery
Sal= Femals M=an (T) Male Pemals Mlen (2]
1 2144366
2 11.80 & 530 960 E 457 2142481
3 1250 & 4% 13404598 2572470
4 1580 & 568 2908 Th2 37174705
& 1475 + 863 1538 & 98 =13 2763 0 (2107
g8 1444 1 67 N r2ai8g ELTEAET A | 10 {1107
“ In first WPl the s=x of Ly larvas was not & entifisd.
Az B ~
=
5 20 = [
2 zop ER
.
& =
= 180 £ 4
§
= 16 E o
& E.
T4 10
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Cortral 1 2 3 4 [ 8 Camtral 1 2 3 4 6 g
Waks Wanks
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Fig 1. Changes in the activities of hepatic enzymes in the s=um of Rathe norvegioe (Wistar) sxperimentally infeded with Angocrongpls otonensic (A) Aspartaie
aminotransierase (AST). (B) Alanine aminotrans ferases (AT} (C) Alkaline phosphatass (ALKF) (D) Camma-ghitmy] tramsferass (GETL

Mease cite this article in press as: Garcla | 5. et al. Metabolic amd histopat hological profile of Romes morvegicws (Wistar) experimentally infected by Angi-
aarrangylus contanensts (Chen, 1935) Exp. Parasitol (2013), hitp: | (de dolorg 100001 6/ Lexppara2013.12.002

51



YEXPR 6795
14 December 2013

No. of Pages 6, Model 5G

4 15, Garcia et al. /Experimental Porasitology oo (2013 ) xox—xo

m

0.5

0.4
03
0.2

0.1

Eilirubin content (maédL)

0

Contral 1 2 3 4 ] 8
YWeeks

Fig 2. Biochemicl alterations in the serum of Ratus norvegious (Wistar) experi-
mentally infected with Angiostrongylius canfonensis. Mean values of bilirubin.

the fourth, 14.18% in the sixth and 22% in the eighth week
(Table 2).

The total protein and globulin contents increased only in the
eighth week of infection, with relative increases of 25% and
57.5%, respectively (Table 2).

The liver of infected rats showed ductal hyperplasia space port
associated to cellular infiltration with mature eosinophilis and
plasmocytes (Figz. 3A-F).

4. Discussion

In the present study, Ly and Ls of A cantonensis were recovered
in the subarachnoid space until the sixth week of infection. After
this period, adult worms were recovered in the pulmonary arteries.
These results are in accordance to those reported in other experi-
ments (Kuberski and Wallace, 1979; Chen and Lai, 2007; Lan and
Lai, 2009; OuYang et al., 2012).

The aminotransferases ALT and AST are normally presentin low
concentrations in the serum (Kaplan, 1987). The increase in the
activity of these enzymes is suggestive of hepatopathies (Andriolo
and Borges, 1989). The increase of these aminotransferases levels
can be caused by various factors due to the high sensitvity to a
wide range of factors that can cause hepatic or extra hepatic
changes. Furthermore, this increase can also result from the release
of excretion-secretion products, leading to increased permeability
of the hepatocyte membrane, allowing these enzymes to enter
the bloodstream (Kaplan, 1987; Rej, 1971; Burtis et al., 2006).

A significant increase in ALT activity was observed throughout
the experiment. A similar finding was reported by Garcia et al.
(2011) studying the R norvegicus/Echinostoma paraensei model, as
well as by Cury et al. (2005) who studied dogs infected with
Angiostrongylus vasorum. Furthermore, Dement'ev et al. (1978)
observed an increase of AST and ALT in sheep infected by
Dicrocoelium dendriticum, a rematode parasite of the bile duct
According to these studies, the increase in enzyme activity occurred
mainly in the acute phase of infection, a period characterized by the
invasive stage of the helminth. In this context, changes in the

Table 2

plasma enzyme activities analyzed here possibly arose from micro-
scopic liver lesions that developed during the migration process and
development of the larvae of A. cantonensis in the infected groups.
This fact can be better understood from infected rodents’ patholog-
ical changes, characterized by the presence of inflammatory
infiltrate mainly with eosinophils and cell injury contributes to
the leakage of enzymes to the plasma, particularly ALT, hepato-
specific enzyme present in the cytoplasm of hepatocytes. In con-
trast, a significant increase in AST activity was observed only in
the second week of infection, indicating that this was the period
of greatest cell injury caused by infection. This fact explains why
this enzyme is found mainly in the membranes of mitochondria of
hepatocytes and skeletal and cardiac musclecells, indicating the lar-
val migration to other tissues (Garcia et al., 2011).

Significant increases in the serum activities of GGT and ALKP
were observed from the infection onset by A. cantonensis. Similar
results have been reported in humans infected by A costaricensis
(Quirds et al., 2011), and buffaloes infected with Fasciola gigantica
(Edith et al,, 2010).

According to these authors, the changes result from cholestatic
processes that result in biliary retention, promoting the solubiliza-
tion of the ALKP and GGT adhered to the membranes of hepato-
cytes and resulting in their release into the blood plasma.
Additionally, in response to acute liver injury, immediate increase
in the activity of these enzymes can also result in the release of
membrane fragments of hepatocytes due to cytolysis. Therefore,
similar conditions may be occurring, since the histopathology
showed the presence of hyperplasia of the intrahepatic bile ducts,
inducing increased pressure inside the ductal lumen and thus
increasing production and release of these enzymes.

The bilirubin level was similar in both groups, suggesting that
liver injury did not promote a deregulation that could affect the
conjugation and transport of bilirubin into the bile canaliculi, pos-
sibly indicating a hepatitis without high bilirubin level {Trauner
et al., 1998).

A. cantonensis is a parasite which migrates from the intestines to
the central nervous system and subsequently into the pulmonary
arteries to complete its development. During migration, systemic
cell lesions are observed, which can result in the development of
secondary inflammatory reactions mainly in the small intestine
and liver. This condition induced a significant increase in the con-
tents of total protein and globulin fractions in infected animals in
the eighth week, due to the process of delayed hypersensitivity.
The same was observed by Cury et al. (2005) in dogs experimen-
tally infected with A vasorum.

However, there was no worm/larvae found in liver, the ductal
hyperplasia space port associated to cellular infiltration with ma-
ture eosinophils and plasmocytes observed in infected rats, can
be explained due to migration of the larvae passing through the
liver (Yii, 1976), andjor by toxic excretory products of the worms
(Simpson and Gleason, 1975) and/or by circulating antigen of the
worms (Timoteo et al., 2005).

Liver weight [LW), and total proteins (PROT), albumin (ALB), globulin (GLOB), glycogen (GLI) and glucose (GLU) concentrations in the serum of Rattus norvegicus (Wistar)
experimentally infected with Anglosiro ngylus contonensis. X £ S0 = mean ¢ standard deviation (*P< 005, **P <0001, ***F< 0.0001).

Period of infection (weeks)

Farameters Control 1 2 3 4 [ 8
X&5D Xi5D Xi5D Xi5D Xi5D Xi5D Xi5D

PROT (g/dl} 559 +0.22 434401 588+02 56 +029 5.82 +0.29 5.53 +0.21 7.00 £ D617
ALB (gjdl) 331+£025 348 £ 0,60 345+02 34 +026 343 2021 284 +£034 341£034
GLOB (g/dl} 238 + 08 2114£015 24+0.21 22+015 238 +0.16 268 £0.23 359+ 058"
GLI (mgfdl) 16.04 £ 050 4485+£3.34™ 243+£05" 226 057 230 +2.26™ 3192 £3277° 26.96 £ 288"
GLU (mgfdl) 154.7 £ 646 12444133 1216+ 8.5 127.8 £ 836" 128.70 £ 13.8™ 132.75 £ 1437 1207 £ 10.9%"
LwWig) 642 £ 0,45 923+ .03 926+ 1127 8.56 £ 0.85° 847 £0.897 9.47 £130° 932 +089""

Please cite this article in press as: Garcia, ] 5., et al. Metabolic and histopat hological profile of Rattus norvegicous (Wistar) experimentally infected by Angi-
ostrongylus cantonensis (Chen, 1935). Exp. Parasitol. (2013), http:|{dx.doi.org(10.1016/).exppara.2013.12.002
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Fig 3. Histological changes in liver of Rattus nomvegous infected with Anglostrongylus cantonensis along 8 weeks of infection. (A) Ductal hyperplasia with S
infiltrate (arrow). (8) Detaiks of periducta] cellula infiltration m the partal space showing the presence of easinophils and Jear cells (head of arrow). (C) Periductal
hyperplasia mn space porta. (D and E) Apparent cangestion vein ) and artery ( ) of the partal space without cellular infiltration (F) M dex infiltrate wath mature

eosimophils (head of arrow). Hemataxylin and eosin stinmng (HE)L

Changes in liver glycogen levels were also observed by Moxon
and Anderson (1979) who observed an increase in brain glycogen
in rodents experimentally infected with Haemophilus influenzae, a
bacterium involved in the development of inflammatory reactions
of the meninges. According to the authors, the increase in brain
glycogen occurred due to leukocyte recuitment in response to a
local inflammatory process. In this same study, the results of elec-
tron microscopy revealed the presence of large glycogen granules
in the cytoplasm of these cells, which are essential to the process
of phagocytosis. Thus, the increase in liver glycogen concentration
shown may have been influenced by inflammatory infiltrates in the
liver of rodents infected with A. cantonenss, also contributing to
the increase in organ weight during the eight-week study (Wagner,
1946).

Concurrent with the increase in hepatic glycogen levels, there
was a decrease in blood glucose levels. This result may be related
to the metabolism of glycogen. The hepatic glycogen metabolism
can be influenced by vascular septum and can depend on the sinu-
soidal septal and portal circulatory patters (Soares Filho et al,
2012).

Alleyne and Scullard {1969) and Gobatto (1993) reported low
levels of glucose in the blood of humansand rodentswith nutritional
deficiendies, due to the reduced activity of glicose-6-phosfatase,
which acts in the final step of glycogenolysis and gluconeogenesis
in the hepatocytes, releasing glucose. Shih and Chen (1982) reported
theactivity ofglycolytic enzymesin juvenile specimens of A canton-
ensis, indicating the presence of an oxidative pathway to maintain
the parasite’s energy balance. This aspect highlights the importance
of glucose monomers for the production of energy required for the
metabolic processes of helminths. Thus, the hypoglycemiaobserved
in the infected groups may also arise as a consequence of direct
assimilation of glucose freed by the parasite.

The results obtained demonstrate that infection caused by A.
cantonensis in R norvegcus promotes metabolic hepatic and
histopathological alterations, characterized by the increase in the
activity of the enzymes ALT, AST, GGT and ALKP, which can indi-
cate the development of hepatitis with an intra-hepatic cholestatic
process, the presence of the inflammatory infiltrate and alteration
in the glycidic metabolism, characterized by an increase in hepatic
glycogen and reduction of serum glucose. These findings can
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Resumo:

A meningite eosinofilica é uma zoonose endémica no Sudeste da Asia e nas ilhas do Pacifico.
E considerada uma doenca emergente, pois vem se expandindo tanto geograficamente como
também em termos de variabilidade de hospedeiros. Na América do Sul, os primeiros casos
foram registrados no Brasil devido a ingestdo de moluscos infectados. Neste estudo, 70
fémeas adultas de Rattus norvegicus (Wistar) foram utilizadas para se avaliar a hematologia,
gasometria, 0os marcadores cardiacos e as alteracdes histopatoldgicas causadas pelo parasito.
Sessenta animais foram infectados individualmente atraves de uma sonda orogéstrica com 100
larvas L3 de Angiostrongylus cantonensis e 10 animais ndo infectados formaram o grupo
controle. Os resultados obtidos demonstram que a infeccdo causada pelo A. cantonensis em R.
norvegicus promoveu mudancas hematoldgicas significativas no hospedeiro vertebrado, que
se manifestou principalmente sob a forma de anemia regenerativa, trombocitopenia e
eosinofilia. Além disso, as alteracdes histopatoldgicas no parénquima pulmonar demonstrou
nos roedores a ocorréncia de areas de necrose e extensa fibrose, podendo estar diretamente
relacionada com o desenvolvimento de hipoxia celular e alteragdes nas enzimas cardiacas.
Este estudo pode contribuir para uma melhor compreensdo da relacdo entre A. cantonensis e

R. norvegicus .
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Abstract

Eosinophilic meningitis is a zoonosis endemic to Southeast Asia and the Pacific islands.
It is considered an emerging disease because it has been expanding both geographically
and in terms of the range of hosts. In South America, the first cases were reported in
Brazil and were attributed to eating infected snails. In this study, 70 adult females of R.
norvegicus (Wistar) were used to evaluate hematology, blood gases, cardiac markers
and lung histopathology changes caused by this parasite. Of them, 60 were individually
infected by orogastric gavage with 100 L3 larvae and 10 uninfected animals formed the
control group. The results obtained demonstrate that infection caused by A. cantonensis
in R. norvegicus promotes significant haematological changes induced in the vertebrate
host, manifested mainly in the form of regenerative anemia, thrombocytopenia and
eosinophilia. Additionally, histopathological changes in the Ilung parenchyma
demonstrated in rodents reveal the occurrence of areas of necrosis and extensive
fibrosis, being directly related to the development of cellular hypoxia and enzyme
cardiac changes. This study can contribute to a better understanding of the relationship

between A. cantonensis and R. norvegicus.
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Introduction

Angiostrongylus cantonensis is considered the main etiological agent of eosinophilic
meningitis, which is characterized by an intense inflammatory reaction of the meninges with
predominance de eosinophils [1]. This zoonosis, which is endemic to Southeast Asia and the
Pacific islands, is considered an emerging disease because it has been expanding both
geographically and in terms of the range of hosts [2]. In South America, the first cases were
reported in Brazil, two in the municipality of Cariacica in the state of Espirito Santo, two in
the state of Pernambuco (municipalities of Escada and Olinda) and five in Sdo Paulo state. All
nine cases were attributed to eating snails infected by third-stage larvae (L3) of A. cantonensis
[3, 4, 5]. Besides its implication in human diseases, studies reveal the involvement of this
parasite in neurological syndromes in animals, showing its importance to veterinary medicine
also [6,7].

Parasites belonging to the Metastrongylidae family are characterized by their heteroxenous
life cycle, where snails act as the main intermediate hosts and the rodents Rattus rattus and
Rattus norvegicus are the definitive hosts. After ingestion of the infective larvae by the host,
the larvae invade the intestinal tissue causing enteritis, before passing through the liver [8].
Finally the larvae reach the central nervous system and subsequently migrate to the
pulmonary artery, causing important pathological changes, mainly in the central nervous
system and lungs [9]. Recent studies demonstrate important pathological alterations resulting
from the larval development of A. cantonensis in permissive (rats) and nonpermissive (mice)
laboratory animals. The results of [10] and [11] showed that chronic granuloma formation can
lead to tissue destruction and fibrosis of the lung tissue by the parasite. Additionally, [12]
reported CT histopathological changes in the lungs of 15 patients with confirmed
angiostrongyliasis cantonensis. Similar findings have also been reported in other helminth
infections, such as those induced by Schistosoma mansoni [13] and Angiostrongylus vasorum
[14].

Despite these studies, surprisingly no biochemical profile has been characterized in the R.
norvegicus / A. cantonensis interface. This knowledge gap is worrying because neural
angiostrongyliasis is spreading globally, with cases having been notified in various regions.
Therefore, the aim of the present study was to characterize the development profile of

angiostrongyliasis through hematological, hemogasometric and anatomopathological
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techniques, to improve understanding of the physiopathological aspects of this metazoonosis,

especially to identify possible markers of tissue injury.
2. Material and Methods

2.1. Parasite and Experimental Infection

The strain of A. cantonensis studied was isolated by collecting naturally infected Achatina
fulica specimens in the city of Sdo Gongalo (Rio de Janeiro state) (22°49'37"'S43°03'14"W).
The cycle was maintained in the Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatérios (IOC) Fiocruz — Rio de Janeiro by passages in Rattus norvegicus
(Wistar) used as definitive host and Biomphalaria glabrata as intermediate host. The
experiment was approved by the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) Ethical Committee on
Animal Use (Permit Number LW 24/10.

The snails infected with A. cantonensis had their shells removed and cephalopodal mass
fragmented and artificially digested in 0.7% HCI solution for 6 hours. Subsequently this
material was subjected to the Baermann and Moraes technique (1948) and centrifugation to

recover the Lz larvae, which were counted under a stereoscopic microscope.
2.2. Experimental design

A total of 70 adult females of R. norvegicus (Wistar) were used. Of them, 60 were
individually infected by orogastric gavage with 100 third-stage larvae (L3) and formed into six
groups according to the proposed infection time: 1, 2, 3, 4, 6 and 8 weeks post-inoculation
(WPI). The 10 uninfected animals formed the control group. The animals were kept under
controlled conditions of illumination (12/12 h light/dark), temperature (232 °C) and received
food and water ad libitum.

The blood samples were collected by cardiac puncture and the serum was separated by
centrifuging at 1,200 g. The lungs and hearts were collected and fixed in Milloning’s solution
for 24 hours, after which the material was transferred to 70% alcohol and preserved for

histopathological analyses.
2.3. Haematological and Biochemical analyses

Blood samples were collected for determination of haematocrit, total red blood cells with
their dimensions, haemoglobin and haematimetric index (mean corpuscular volume, MCV;
mean corpuscular haemoglobin, MCH; and mean corpuscular haemoglobin concentration,
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MCHC) and platelets. For total white blood cells, the total blood was collected using
Capiject-dipotassium-EDTA capillary blood collection tubes and analyzed by a fully
automated ABX ABC Vet veterinary hematology analyzer (Horiba ABX, Montpellier,
France). For determination of leucocytes, a series of blood films was prepared and subjected
to May-Grunwald Giemsa staining. A commercial diagnostic kit (Doles Reagents Ltda.,
Brazil) was used to determine the activity of aspartate aminotransferase (AST), isoenzymes
creatine kinase (CK), CK-MB fraction and lactate dehydrogenase (LDH), commonly used as

biomarkers to detect cardiac injury.
2.4. Hemogasometric analysis

The blood samples were collected by cardiac puncture, with syringes that had been
previously heparinized. After collection, the blood was immediately inserted in i-STAT®
cartridges CG4+, (Abbott i-Stat Point of Care). The i-STAT portable clinical analyzer, in
conjunction with the i-stat test cartridges, performs blood analysis at the point of care. Just
two or three drops of fresh blood (arterial, capillary or venous whole blood sample) are
required, and the portable battery-powered analyzer displays quantitative test results in
approximately two minutes. Arterial blood gas testing is performed using the CG4+ cartridge.
The parameters that can be measured are: lactate (Lac), pH, pCO,, and pO,. TCO,, HCOs3,
BE, and sO; are the calculated results.

2.5. Cardiac and Pulmonary Histopathology

The hearts and lungs of the rodents submitted to necropsy were dehydrated in a crescent
ethanol series with xylol and embedded in paraffin. Thin sections (5pum) were obtained and
stained with hematoxylin-eosin (HE) and Gomori's reticulin stain (GR) [15]. The images were

obtained using a Nikon Coolpix 4300 digital camera.

2.6. Worm counts

The nematodes collected from the brain and the pulmonary artery between 1 and 8 weeks
post-infection were washed in physiologic solution and fixed in hot AFA solution (2% glacial
acetic acid, 3% formaldehyde, and 95% ethanol). Specimens from each of the sites were
cleared in lactophenol, mounted on slides in lactophenol solution and examined under a light
microscope. Taxonomic identification of nematodes was based on morphological and

morphometric parameters according to [9, 16].

63



2.7. Statistical analysis

The results obtained were expressed as mean * standard deviation and the Tukey test and
ANOVA were used to compare the means (a = 5%; InStat, GraphPad, v.4.00, Prism,
GraphPad, v.3.02, Prism, Inc.).

3. Results

All animals exposed to Lj larvae developed infection. The number of worms recovered
ranged from 25 to 51. Between 1 and 4 WPI, L, and Ls larvae were recovered from the
rodents’ brains, and mortality ranged from 10 to 20%. The percentages of recovered larvae in
the first, second, third and fourth WPI were 35.3%, 32.4%, 35.7% and 37.7%, and the
percentages of worms recovered in the sixth and eighth WPI were 29.13% and 35.66% of the
total larvae administered, respectively.

The haematological parameters of rats infected with A. cantonensis and the control
(uninfected) group are summarized in Table 1. The haematocrit and red blood cell (RBC)
counts were significantly lower in the third, fourth, sixth and eighth weeks of infection, and
platelet counts were lower in the sixth and eighth weeks in relation to the uninfected control
group. However, significant differences between infected and uninfected groups were only
observed in the levels haemoglobin (third week) and mean corpuscular haemoglobin (MCHC)
(eighth week). The mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular haemoglobin

(MCH) did not differ between infected and uninfected groups.
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Table 1. Haematological analyses (erythrocyte and platelet), expressed as mean + standard deviation, Rattus norvegicus (Wistar) experimentally

infected with Angiostrongylus cantonensis.

Parameters

RBC (10%mm?)
Haematocrit (%)
Haemoglobin (g/dL)
MCV (fm?)
MCH(pgL)

MCHC (g/dL)

Platelet (/mmg3)

Control

8.64 £ 0.53

47.29 £1.95

16.55 + 0.64

54.82+1.35

19.18 + 0.63

35.01+0.49

853.50 + 95.68

Weeks Post-infection (WPI)

1 2 3 4 6 8
8.33+0.53 8.31+0.30 7.57 £0.37** 7.77 £0.26™* 6.96 + 0.85** 7.45 + 0.42**
46.04 £ 2.76 46.86 £1.70 43.28 + 2.05* 43.92 £1.78* 42.05 £ 3.67** 42.60 £ 2.25**
15.16 £ 7.74 16.84 £ 0.76 15.55+0.83 15.84+0.71 14.06 + 1.40* 15.54 £ 0.87
55.37 + 0.55 56.42 +1.25 57.17 +£1.00 56.53 +0.74 55.16 £ 1.55 57.20 £ 2.09
19.96 £ 0.34 20.28 + 0.57 20.54 £ 0.55 20.38 £ 0.40 19.38+0.34 19.54 £ 0.66
36.07 + 0.44 3591 +0.44 35.93+0.48 36.08 + 0.44 35.13+0.61 34.08 £ 0.43*
866.80 + 88.04 955.70 + 111.16 973.67 £ 187.87 952.50 + 121.39 351.50 £ 94.21***  518.89 + 173.20**

RBC, red blood cells; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean corpuscular haemoglobin; MCHC, mean corpuscular haemoglobin. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.
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The white blood cell analysis revealed a significant increase in the number of neutrophils
(third, fourth and sixth weeks), eosinophils (all weeks), basophils (fourth and sixth weeks),
lymphocytes and total leukocytes (third, fourth, sixth and eighth weeks). However, no

significant differences were observed in the number of monocytes (Figure 1).
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Figure 1. Hematological analysis results of white blood cells (WBC), expressed as
mean + standard deviation, of Rattus norvegicus (Wistar) experimentally infected with
Angiostrongylus cantonensis. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.

The levels of cardiac enzymes rose significantly in the following weeks: creatine kinase
(CK) in the sixth (q = 6.925; p<0.001) and eighth ( q = 4.428; p<0.05); creatine kinase MB
fraction (CK-MB) in the fourth (q = 5.102; p<0.05), sixth (q = 5.268; p<0.05) and eighth (q =
5.223; p<0.05); lactate dehydrogenase (LDH) in the second (q = 5.578; p<0.05), third (q =
5.387; p<0.05), fourth (q = 6.336; p<0.01), sixth (q = 7.327; p<0.001) and eighth (q = 7.012;
p<0.001); and aspartate aminotransferase (AST) in the second (g = 5.035; p<0.05) (Figure 2).
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Figure 2. Serum activities (mean + standard deviation) of creatine kinase (CK), creatine
kinase MB fraction (CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH) and aspartate aminotransferase
(AST) in Wistar rats experimentally infected with Angiostrongylus cantonentnsiss L3 larvae,
from one to eight weeks post-infection (WPI). ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.

The decline of pH observed in the infected rodents starting in the third week post-infection
indicates probable metabolic acidosis, characterized by the significant fall of the BE. The
pCO, declined as of the third week, probably acting as a mechanism for compensatory
respiratory alkalosis, reaching the lowest levels in the eighth week. The pO,, after slight
decreases in the first and second weeks, rose in the third week and then declined again,
reaching the lowest level in the eighth week. Similar behavior was observed for O, as of the
fourth week. This fall in pCO, accompanied by decline of pO, indicates impairment of the

pulmonary gas exchange due to the alveolar infectious inflammatory process provoked by the
parasite (Table 2).
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Table 2. Hemogasometric analysis, mean value and standard deviation (X + SD) of the Rattus norvegicus experimentally infected by Angiostrongylus

cantonensis.

Parameters

BE (mmol/L)
HCO3; (mmol/L)
pCO, (mmol/L)
pH

pO, (MMHQ)
sO2 (%)

TCO, (mmol/L)

Control

3.20+1.03

27.93 +3.53

62.97 +2.94

7.32+0.02

15.00 £ 1.70

16.50 £ 1.43

28.80 +3.91

Weeks Post-infection (WPI)

1 2 3 4 6 8
3.11+1.62 0.88 + 2.63 0.70 + 3.43 0.60 +1.95 -0.70 £ 2.41** -0.50 + 2.42*
27.26 +1.78 26.67 +2.03 27.53 +2.91 27.09 +1.90 28.06 +2.14 20.29+141
65.45+1.84 64.37 +2.10 62.48 + 2.85 59.23+3.72 56.55 +5.50* 55.13 + 3.83***
7.33+0.06 7.32+0.04 7.27 £ 0.05** 7.28 £0.03**  7.25+0.04*** 7.28 £ 0.03**
13.00 + 3.65 13.00 + 3.65 14.10 + 4.23 13.30 + 3.89 11.25+1.16* 10.11 + 1.80**
15.00 +0.82 15.50+0.71 16.40 + 1.43 10.70 +0.82**  11.00 = 1.07* 9.78 + 2.64**
28.90 £ 1.52 26.60 + 2.84 29.25+2.85 28.60 = 2.07 30.13+2.10 30.89 +1.62

PCO; (partial pressure of carbon dioxide), PO, (Partial Pressure Oxygen), HCO3 (bicarbonate), TCO, (Total Carbon Dioxide), BE (Base Excess) and

SO, (Saturated Oxygen).***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.
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The histopathological analysis in the lungs of the infected rodents showed the presence of
nematode larvae and eggs in arteries and smaller capillaries; interstitial and alveolar infiltrates
associated with the inflammatory infiltrate and fibrosis, necrosis and granuloma formation
around the Angiostrongylus eggs and larvae. Larvae were observed disseminated in the
pulmonary parenchyma, while adult worms were restricted to the pulmonary arteries (Figure

3). No histopathological changes were observed in the infected rodents’ hearts.

Figure 3. (A and B) Extensive periovular and perilarval fibrosis and parasites occupying
most of the alveolar spaces. (B) Cross-sections of adult worms present in the pulmonary
artery branch. Gomori reticulin staining (GR). (C) Confluent granulomas involving eggs and
larvae in the lung arterial segment, which is occupied by adult worms, and focal necrosis in
the periphery. (D) Eosinophilic periarteritis in the segment of the pulmonary artery

parasitized by adult worms, and pulmonary parenchyma with capillary congestion and



hemorrhagic spots. (E and F) Detail of the perilarval and periovular inflammatory infiltrate
in the lung of rats six and eight weeks after infection by Angiostrongylus cantonensis.
Hematoxylin and eosin staining (HE).

4. Discusion

Experimental studies to evaluate the physiological changes during the course of infection
using the Angiostrongylus/rodent model are still incomplete and do not allow generalizations
about the relation between Angiostrongylus and its vertebrate hosts. The results of this study
demonstrate variations in the hematological, biochemical and pathological aspects. This
suggests the possibility of using some plasma biomarkers as tools to diagnose and accompany
the evolution of the infection.

The infection by A. cantonensis induced a significant change in the numbers of red blood
cells and hematocrit levels in the host. These variations occurred along with reduction of the
hemoglobin and MCHC concentrations, suggesting the development of regenerative or
responsive anemia [17]. Similar results were reported by [18], who suggested that the
occurrence of hematological disturbances in dogs infected y A. vasorum was not only related
to the hematophagous behavior of the parasite, but also the presence of hemorrhaging during
development, generating the formation of vascular thromboses [19]. This condition results in
the leakage of cell constituents, including platelets, from the intra to the extra-vascular
medium, explaining the occurrence of thrombocytopenia in the infected animals. Similar
observations were reported by [20, 21] studying the R. norvegicus / Echinostoma paraensei
and R. norvegicus / Fasciola hepatica interfaces, respectively. These studies demonstrate that
anaemia may be caused by a large variety of helminth infections, but especially by those that
feed on blood.

Changes in the counts of white blood cells, lymphocytes, neutrophils, basophils and
eosinophils were observed during the infection, indicating an intense inflammatory process.
The high increase in eosinophils, especially during last few weeks of infection, may be related
to the oviposition of the female worms and hatching of first stage larvae in the lungs,
demonstrating that this is the most important haematological alteration caused by
angiostrongyliasis [22]. The same pattern was observed by [23] studying the haematological
and biochemical changes in dogs naturally infected by A. vasorum. According to the authors,
the leucocytosis found in the infected animals mainly resulted from eosinophilia, which was
present in 21% of the animals studied, suggesting that the inflammatory processes observed

after the pre-patent period of infection depend on cell mechanisms [24]. This condition is
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frequently observed during helminth infections, since these cells take part in the
immunological response, causing the death of the parasite by a process of cellular cytotoxicity
that depends on IgE [25, 26].

In this study, we observed significant variations in the plasma activities of CK, CK-MB
fraction and lactate dehydrogenase (LDH) during the course of the infection, indicating the
occurrence of tissue lesions, especially cardiomyocyte injuries. These enzymes have been
commonly used as excellent biomarkers to diagnose cardiac injuries [2].

The increase recorded in the levels of cardiac markers occurred starting in the sixth week,
coinciding with the migration of helminths in the lung and production of eggs and larvae. This
process results in spoliative lesions, confirmed biochemically by the increase in the CK-MB,
CK and LDH activities. This was accompanied by a substantial increase in the plasma activity
of AST, indicating that the injury caused by the parasitism was really serious, because this
enzyme is located inside the mitochondria [27]. These changes can also result from indirect
mechanisms, mediated by the excretion/secretion products of the developing larval stages.
Recently [28] confirmed the capacity of adult forms of A. cantonensis to secrete active
antioxidant enzymes. In an in vitro study, [29] identified the presence of active proteases in
the excretion/secretion products of A. cantonensis. According to the authors, these enzymes
play an important role in the infection’s progress, by favoring the parasite’s penetration and
migration. Additionally, these antigenic proteins can trigger delayed hypersensitivity
reactions, resulting in a transitory increase in serum isoenzyme activity [30]. This fact was
also observed by [31], who suggested that the increase in serum levels of creatine kinase and
lactate dehydrogenase in patients with eosinophilic meningitis is a consequence of
hypersensitivity reactions caused by the infection.

Nevertheless, no larvae were recovered from the cardiac tissue of the studied animals.
Therefore, the heart may just be a migration route, so that cardiac injuries can be considered
as occasional occurrences, probably caused by the indirect action of antigens secreted by the
larvae, as observed by [31] in rats infected with Toxocara canis.

The hemogasometric analysis detected changes in the rodents’ lungs, meaning this
techniqgue can be an alternative to diagnose pulmonary angiostrongyliasis. The
histopathological results indicated the infection by A. cantonensis causes important
pathological alterations in this host, mainly necrosis, granulomatous reactions and fibrosis,
causing hypoxia (low pO, and sO;). As a consequence, there is insufficient oxygen supply for

normal cell metabolism, resulting in an increase in anaerobic metabolism dependent on lactate
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dehydrogenase. This metabolic scenario is accompanied by an increase in the lactate content,
which can be used as one of the markers to diagnose and estimate the prognosis of hypoxia. In
the analysis of the blood pH, we observed that the rats had metabolic acidosis (reduction of
pH), which increased H* ions in the plasma due to the compensation by secondary alveolar

hyperventilation, leading to a decrease in pCO; [32].

The results of this study indicate that infection by A. cantonensis induces significant
hematological changes in the vertebrate host, mainly manifested in the form of regenerative
anemia, eosinophilia and thrombocytopenia. Additionally, the histopathological alterations
demonstrated in the pulmonary parenchyma of rats reveal the occurrence of areas if necrosis
and intense fibrosis, which are directly related to the development of cellular hypoxia. The
increase in the activity of the enzymes CK-MB, CK, LDH and AST appears to occur mainly
due to the cardiac changes or other tissue alterations, such as in the brain, liver or lungs.
These results indicate that although sporadic, these pathological alterations are of great
importance during the infection by A. cantonensis. Thus, we believe that laboratory analyses
are potentially useful for evaluation of the clinical status of animals infected by A. cantonensis
and can contribute to a better understanding of the relationship between A. cantonensis and R.

norvegicus.
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V- DISCUSSAO

Nos ultimos anos, aspectos bioguimicos envolvendo a interacao parasito / hospedeiros
tém recebido maiores atencGes. Neste sentido, vérias investigacdes tém sido realizadas
utilizando metodologias voltadas para quantificacdo de diferentes substratos a fim de
caracterizar o perfil metabdlico e fisiologico do hospedeiro quando submetidos a infec¢éo,
pois se sabe que as infec¢bes por trematddeos e nematoides resultam em alteracGes
expressivas no estado metabdlico e fisiologico de seus hospedeiros (Becker 1980).

Moluscos e roedores sdo frequentemente encontrados abrigando infecgbes multiplas na
natureza. Pelo fato de os hospedeiros dos helmintos E. paraensei e A. cantonensis, serem
encontrados em ambientes antropizados e neste mesmo ambiente encontramos o molusco B.
glabrata considerada um hospedeiro potencial para o A. cantonensis, a possibilidade da
ocorréncia da co-infeccdo por esses helmintos no molusco e no hospedeiro vertebrado sob

condicdes naturais € possivel.

5.1 - ALTERACOES BIOQUIMICAS E HISTOPATOLOGICAS EM Biomphalaria
glabrata, DEVIDO A CO-INFECCAO POR Angiostrongylus cantonensis E Echinostoma

paraensei

Segundo Tunholi Alves et al (2013), o desenvolvimento do estadio larval L, de A.
cantonensis na glandula digestiva de B. glabrata ocorre em torno de quatorze dia apos a
infeccdo. Tunholi et al (2013), estudando a interface B. glabrata x E. paraensei, descobriram
que rédias de E. paraensei estdo presentes no complexo gonadal, glandula digestiva do
molusco hospedeiro cerca de sete dias apds a infeccdo. Assim, como a cinética da co-infeccao
adotada neste estudo ocorreu no intervalo de uma semana, periodo esse que permite a
formacgdo concomitante dos estadios larvais L, de A.cantonensis e rédias de E. paraensei,
respectivamente na glandula digestiva de B. glabrata, podendo explicar, a menor taxa de
recuperacdo de larvas Ls grupo A + E (A. cantonensis + E. paraensei). No entanto, este

resultado ndo foi observado no grupo E + A (E. paraensei + A. cantonensis).

O estadio larval de rédia caracteriza-se pela presenca de uma boca primitiva, da faringe
e do intestino, permitindo a larva alimentar-se diretamente de tecidos da glandula digestiva do
hospedeiro (Fried & Huffman, 1996), resultando em intensa desorganizagdo celular e perda
das funcgdes fisioldgicas normais nesse local. Esta competicdo intreespecifica por nutrientes

pode induzir as larvas do nematdide a desenvolver novas rotas de migracdo, especialmente
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para a mufla e rins, tecidos especializados no armazenamento de reservas de energia como

glicogénio, essenciais para garantir o seu desenvolvimento.

No estudo da relacdo B. glabrata x A. cantonensis, Tunholi-Alves et al (2013),
mostraram em resultados histopatoldgicos a presenca de larvas (L3) na glandula digestiva do
hospedeiro. No entanto, neste estudo, ndo encontramos larvas de A. cantonensis neste local,
apoiando a nossa hipdtese. Segundo esses autores, a infec¢do resultou na ativacdo do
catabolismo protéico, alterando o padrdo de excre¢cdo do molusco hospedeiro. O mesmo foi
observado por Tunholi et al (2011b), que estudou a relagéo do B. glabrata e E. paraensei.

Os resultados deste estudo mostram que a co-infeccdo por ambos os helmintos
aumentam a taxa de desaminacdo de aminodacidos e as concentraces hemolinfaticas de ureia
e cido Urico. Nesta circunstancia, o esgotamento intenso das reservas de carboidratos, leva o
molusco hospedeiro a usar outras fontes de glicose para a obtencdo de energia, tais como
amino&cidos (Pinheiro et al. 2009, De Souza et al. 2000). Além disso, os resultados mostram
que a infeccdo pelo trematddeo induziu alteracbes mais severas em comparagcdo com a
infeccdo por A. cantonensis. Isto pode ser explicado ndo apenas pela taxa mais elevada
desaminacdo de aminoacidos na hemolinfa, mas também pela acumulacdo de produtos
nitrogenados (ureia e acido Urico). Esta variacdo resulta das caracteristicas bioldgicas
relacionadas com o desenvolvimento intramolusco dos helmintos, principalmente pela intensa

multiplicacdo assexuada que ocorreu em E. paraensei mas ndo em A. cantonensis.

Foi observado o0 aumento das atividades de ambas as transaminases (ALT e AST) em
todos os grupos infectados, com valores mais elevados nos moluscos co-infectados. O mesmo
fendmeno foi mencionado por outros autores em diferentes modelos de infecgdo (Manohar et
al. 1972, Pinheiro et al. 2001). Aminotransferases desempenham um papel critico na ligacdo
entre os carboidratos e proteinas/aminoacidos, durante 0 metabolismo destes compostos pelo
desencadeamento da gliconeogénese (Moss & Henderson 1998). Outros autores validando o
envolvimento destas enzimas como marcadores de lesdo dos tecidos, especialmente na
glandula digestiva, onde estdo armazenados os carboidratos e as proteinas séo recicladas e 0s
produtos de excrecdo de nitrogénio sdo formados (Blasco & Puppo 1999). Assim, 0 aumento
significativo observado nos niveis das aminotransferases, especialmente nos grupos co-
infectados, também pode ser explicado pelos danos celulares mais intensos causados pelo
comportamento migratério de ambos o0s helmintos durante o seu desenvolvimento

intramolusco.
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5.2-PERFIL METABOLICO E HISTOPATOLOGICO DE Rattus norvegicus (Wistar),
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR Angiostrongylus cantonensis (CHEN,
1935).

Nesse estudo os estadios larvais L4 e Ls de A. cantonensis foram recuperadas no espaco
subaracndide até a sexta semana de infeccdo, apds este periodo, os helmintos adultos foram
recuperados nas artérias pulmonares dos roedores infectados. Estes resultados estdo de acordo
com os relatados na literatura (Kuberski & Wallace, 1979; Chen & Lai, 2007; Lan & Lai,
2009, Ouyang et al. 2012).

As transaminases ALT e AST estdo normalmente presentes em baixas concentracées no
soro (Kaplan 1987) e o aumento na atividade destas enzimas é sugestivo de hepatopatias
(Andriolo & Borges, 1989). O aumento dos niveis das aminotransferases pode ser devido a
varios fatores principalmente devido a alta sensibilidade para ampla gama de fatores, que
podem causar alteragcdes hepaticas ou extra-hepaticas. Além disso, este aumento também pode
resultar da libertacdo de produtos de excrecdo x secrecdo, levando a um aumento da
permeabilidade da membrana do hepatdcito, permitindo que estas enzimas extravasem na
corrente sanguinea (Kaplan 1987, Rej 1971, Burtis et al. 2006).

Observou-se aumento significativo na atividade ALT durante todo o experimento,
resultado semelhante foi relatado por Garcia et al. (2011), estudando o modelo R. norvegicus /
E. paraensei e por Cury et al (2005), estudando cées infectados com Angiostrongylus
vasorum. Além disso, Dement'ev et al (1978), observaram aumento de AST e ALT em ovinos
infectados por D. dendriticum, trematddeo parasito do ducto biliar. De acordo com estes
estudos, 0 aumento na atividade da enzima ocorreu principalmente na fase aguda da infec¢éo,
periodo caracterizado pelo estadio invasivo do helminto. Neste contexto, as alteracdes nas
atividades enzimaticas no plasma, aqui analisadas, possivelmente surgiram a partir de lesdes
hepaticas microscopicas que se desenvolveram durante o processo de migracdo e de
desenvolvimento das larvas de A. cantonensis nos grupos infectados ou por metabolitos
produzidos pelo helminto ou até mesmo antigenos circulantes. Este fato pode ser melhor
compreendido a partir de alteracdes patoldgicas nos roedores infectados, caracterizados
principalmente pela presenca de infiltrado inflamatério com eosindéfilos e lesdo celular, que
contribui para o extravazamento de enzimas para o plasma, em particular ALT, enzima

hepato-especifica presente no citoplasma de hepatdcitos.
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Em contraste, foi observado aumento significativo na atividade da AST apenas na
segunda semana da infeccdo, o que indica que este foi o periodo de maior les&o hepatocelular
causada pela infecgdo. Este fato explica por que esta enzima é encontrada principalmente nas
membranas das mitocondrias dos hepatdcitos, em células musculares esqueléticas e cardiacas,

indicando a possivel migracéo das larvas por outros tecidos (Garcia et al. 2011).

Aumentos significativos nas atividades séricas de GGT e ALKP foram observados
desde o inicio da infeccdo por A. cantonensis. Resultados semelhantes foram relatados em
seres humanos infectados por A. costaricensis (Quirds et al. 2011), e bubalinos infectados
com Fasciola gigantica (Edith et al. , 2010) e em R. norvegicus infectados por E. paraensei
(Garcia et al. 2011). De acordo com estes autores, as alteracdes resultam de processos
colestaticos que geralmente promovem retencdo de bile, aumentando a solubilizagdo da
ALKP e da GGT aderidas a membrana dos hepatdcitos induzindo a sua liberagcdo para o
plasma sanguineo. Além disso, quando ha lesdo aguda do figado, ocorre aumento imediato na
atividade dessas enzimas resultando na liberacdo de fragmentos da membrana dos hepatocitos
devido a citolise. Portanto, condicGes similares provavelmente ocorreram, visto que o exame
histopatol6gico mostrou a presenca de hiperplasia das vias biliares, induzindo aumento da
pressdo no interior do lumen ductal e, assim, aumento da producdo e extravasamento das

enzimas.

O nivel de bilirrubina foi semelhante em ambos os grupos, sugerindo que a lesdo
hepética ndo promoveu desregulamentacdo que poderia vir afetar a conjugacéo e transporte de
bilirrubina nos canaliculos biliares, possivelmente indicando um tipo de hepatite sem aumento

no nivel da bilirrubina (Trauner et al. 1998).

Angiostrongylus cantonensis € um parasito que migra a partir do intestino para o
sistema nervoso central e, posteriormente para as artérias pulmonares para completar o seu
desenvolvimento ontogenético. Durante a migracdo, sdo observadas lesGes de células
sisttmicas, 0 que pode resultar no desenvolvimento de reagdes inflamatorias secundérias,
principalmente no intestino delgado e no figado. Esta condi¢cdo induziu um aumento
significativo no conteudo de proteinas totais e fragdes de globulina nos animais infectados na
oitava semana, devido provavelmente ao processo de hipersensibilidade retardada. O mesmo

foi observado por Cury et al (2005), em cées experimentalmente infectados com A. vasorum.

Embora, ndo tendo sido encontrado larvas ou adultos do helminto no figado, o exame

histopatoldgico apresentou hiperplasia no espaco portal ductal associado a infiltracdo celular
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por eosindfilos maduros e plasmacitos observados nos roedores infectados, o que pode ser
explicado pela migracéo larval através do figado (Yii 1976), e/ou por produtos de excrecao e
secrecdo dos helmintos (Simpson e Gleason 1975) e/ou por antigenos circulantes dos
helmintos (Timoteo et al. 2005).

Alteracdes nos niveis de glicogénio hepatico também foram estudadas por Moxon &
Anderson (1979) que observaram aumento no glicogénio no cérebro de roedores infectados
experimentalmente com Haemophilus influenzae, bactéria envolvida no desenvolvimento de
reacOes inflamatorias das meninges. Segundo os autores, o aumento do glicogénio cerebral
ocorreu devido ao recrutamento de leucocitos em resposta a processo inflamatério local.

Neste mesmo estudo, os resultados da microscopia eletrénica revelaram a presenca de
grandes granulos de glicogénio no citoplasma destas células, que sdo essenciais para o0
processo de fagocitose. Assim, 0 aumento da concentracdo de glicogénio hepatico
apresentado pode ter sido influenciado por infiltrados inflamatérios no figado dos roedores
infectados com A. cantonensis, contribuindo diretamente para o aumento de peso do 6rgéo
durante o estudo (Wagner, 1946).

Concomitante ao aumento nos niveis de glicogénio hepatico houve diminuicdo nos
niveis de glicose no sangue. Este resultado pode estar relacionado com o metabolismo do
glicogénio. As alteracfes no metabolismo do glicogénio hepatico pode ser influenciado pelo
septo vascular e depente do septo sinusoidal e nos padrdes de circulacdo portal (Soares Filho
etal. 2012).

Alleyne & Scullard (1969) e Gobatto (1993) relataram baixos niveis de glicose no
sangue de seres humanos e roedores com deficiéncias nutricionais, devido a reduzida
atividade da glicose 6 fosfatase, que atua na etapa final da glicogendlise e na gliconeogénese
nos hepatdcitos para liberacdo de glicose. Shih & Chen (1982) relataram a atividade de
enzimas glicoliticas em espécimes juvenis de A. cantonensis, indicando a presenga de via
oxidativa para manter o equilibrio de energia do parasita. Este aspecto evidencia a
importancia de mondmeros de glicose para a producdo de energia necessaria para 0S
processos metabolicos de helmintos. Assim, a hipoglicemia observada nos grupos infectados

também pode sugerir que houve absor¢éo direta de glicose pelo parasito.

82



5.3-ALTERACOES FISIOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS EM Rattus norvegicus
(Wistar), INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE POR Angiostrongylus cantonensis
(CHEN, 1935)

Os estudos experimentais para avaliar as alteracdes fisiologicas ao longo do curso da
infeccdo utilizando o modelo Angiostrongylus e roedores ainda s&o incompletos e néo
permitem generalizacfes sobre a relacdo entre o Angiostrongylus e seus hospedeiros
vertebrados. O presente estudo demonstra variacdes nos aspectos hematologicos, bioguimicos
e patoldgicos e sugere a utilizacdo de alguns biomarcadores plasmaticos como importantes
ferramentas no diagndstico e evolucdo da infeccao.

A infeccdo por A. cantonensis induziu significativa reducdo nos niveis dos glébulos
vermelhos circulantes e no hematocrito nos animais infectados. Essas variacbes ocorreram
concomitantemente com a reducdo nos conteddos de hemoglobina e MCHC, sugerindo o
desenvolvimento de anemia regenerativa ou responsiva (Lorenzi, 1992). Tais resultados tém
sido demonstrado por Schnyder et al (2010), no qual associaram a ocorréncia de distarbios
hematoldgicos em cdes infectados por A. vasorum, devido ndo somente a0 comportamento
hematofagico do parasito, mas também como consequéncia da presenca de reagdes
hemorréagicas observadas durante seu desenvolvimento, implicando na formacdo trombos
vasculares (Huttemann et al. 2008). Esta condicdo resulta no extravasamento de constituintes
celulares, incluindo plaquetas, do meio intra para o meio extravascular, o que pode justificar a
ocorréncia de trombocitopenia nos animais infectados. Observacdes similares foram
reportadas por Garcia et al (2012) e Valero et al. (2008) estudando a interface R. norvegicus X
E. paraensei e R. norvegicus x Fasciola hepatica, respectivamente. Estes estudos demonstram
gue a anemia pode ser causada por grande variedade de infec¢bes helminticas, principalmente
por aqueles que sdo hematé6fagos.

O aumento na contagem dos leucdcitos, linfocitos, neutrdfilos, baséfilos e eosinofilos
foram observados ao longo da infec¢éo, indicando intenso processo inflamatorio. O aumento
dos eosindfilos, especialmente durante Gltimas semanas de infecgdo pode estar relacionado
com a postura de ovos pelas fémeas e a eclosdo das larvas de primeiro estadio nos pulmdes,
demonstrando ser esta a alteracdo hematologica mais importante da angiostrongiliase
(Andrew & Ronald 1979).

Willense et al (2009), observou alteracfes hematoldgicas e bioquimicas em cées
naturalmente infectados por A. vasorum. De acordo com os autores, a leucocitose nos animais

infectados decorreu principalmente em func¢do de um quadro de eosinofilia, presentes em 21%
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dos animais estudados, sugerindo que os processos inflamatorios observados apds periodo
pré-patente de infecgdo sdo sim dependentes de mecanismos celulares (Balic et al. 2006). Esta
condicéo é frequentemente observada durante infeccGes helminticas, j& que, essas células tém
sido funcionalmente enquadradas no desenvolvimento de mecanismos imunoldgicos efetores,
resultando por fim, na morte do agente parasitario por processo de citotoxidade celular
dependente de IgE (Roth & Levy, 1980, Matanovié et al. 2007).

No presente estudo, variagOes significativas nas atividades plasmaticas de (CK), CK-
MB e lactato desidrogenase (LDH) foram observadas durante o curso da infecgéo,
evidenciando a ocorréncia de possiveis lesdes teciduais, essas enzimas tém sido usadas como

excelentes biomarcadores no diagnostico de injurias cardiacas (Rajappa & Sharma, 2005).

O aumento registrado nos niveis dos biomarcadores cardiacos ocorreu a partir da sexta
semana, coincidindo com a migracdo dos helmintos para o pulmao e na producdo de ovos e
larvas. Esses processos resultam na formacdo de lesGes espoliativas, confirmadas
bioquimicamente pelo aumento das CK-MB, CK e na atividade de LDH. Este cenario foi
acompanhado pelo aumento substancial da atividade plasmatica da AST, indicando que a
lesdo gerada pelo parasitismo foi realmente grave, em razdo desta enzima, se localizar no
interior das mitocondrias (Puleo & Guadagno 1990). Tais alteracdes podem ainda decorrer de
mecanismos indiretos, mediados pelos produtos de excrecdo/secrecdo dos estagios larvais em
desenvolvimento. Morassutti et al 2011, confirmaram a capacidade de formas adultas de A.
cantonensis em secretar enzimas antioxidantes ativas. Em estudo in vitro, Lee & Yen (2005)
identificaram a presenca de proteases ativas nos produtos de secrecdo/excrecdo de A.
cantonensis. De acordo com o0s autores, essas enzimas exerceriam papel importante na
infeccdo, por favorecer a penetracéo e migracdo do parasito.

Adicionalmente, autores ainda remetem que estas proteinas antigénicas podem
desencadear reacOes de hipersensibilidade tardia, resultando em aumento transitério da
atividade da isoenzima no soro (Cardinet 1997). Este fato foi também observado por Tseng et
al (2011), associaram o aumento nos niveis plasmaticos de CK e LDH em pacientes com
meningite eosinofilica, como consequéncia de reac¢des de hipersensibilidade causadas durante
a infeccdo. No entanto, nenhuma larva foi recuperada no tecido cardiaco dos animais
estudados, 0 coragdo pode ser apenas um percurso na rota de migracdo, lesdes cardiacas
podem ser considerados eventuais, causados provavelmente pela acdo indireta de antigenos
secretados pelas larvas. Laposy et al (2012), observaram resultados semelhantes em roedores

infectados com Toxocara canis.
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A gasometria foi capaz de detectar alteracdes pulmonares importantes nos roedores
infectados mostrando ser possivel ferramenta para auxilio ao diagndstico clinico da
angiostrongyliasi pulmonar nos roedores. Resultados histopatologicos revelaram que a
infeccdo por A. cantonensis causa alteracdes patoldgicas importantes em seu hospedeiro,
sendo estas caracterizadas principalmente sob a forma de necrose, reagdes granulomatosas e
fibrose, repercutindo em quadros de hipéhxia (diminui¢cdo de pO, e sO,). Como consequéncia,
a oferta de oxigénio necessaria para atender e nutrir o metabolismo celular ndo é alcancado,
resultando no aumento do metabolismo anaerobio dependente da lactato desidrogenase. Este
cenario metabdlico é acompanhado pelo aumento nos contetdos de lactato, que é utilizado

como um dos marcadores no diagndstico e prognostico da hypoxia.

Na anélise do pH do sangue, observou-se que os roedores desenvolveram acidose
metabdlica (reducdo de pH). Durante a acidose metabdlica, a compensacdo deve ocorrer por
hiperventilagio alveolar secundaria ao aumento ions H* no plasma, o que leva a diminuicio
da pCO2 (Vannucchi et al., 2012).
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6 — CONCLUSOES

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

» A analise fisiopatoldgica da co-infeccdo com E. paraensei e A. cantonensis em B.
glabrata mostrou que as alteraces fisiologicas avaliadas sdo mais intensas nos

moluscos co-infectados, como consequéncia do efeito aditivo entre helmintos.

» A infeccdo por E. paraensei foi mais lesiva para os moluscos hospedeiros que a
infeccdo por A. cantonensis. Este resultado pode variar conforme as caracteristicas
bioldgicas das linhagens dos helmintos envolvidos durante a fase intra-molusco, uma
vez que durante o desenvolvimento ontogénico de E. paraensei ocorre intensa

reproducdo assexuada, o que ndo acontece com A. cantonensis.

» Os resultados histopatoldgicos dos moluscos indicam que a cinética (grupo A+E)
influenciou diretamente a taxa de recuperacdo das formas infecciosas de A.

cantonensis.

» A infeccdo causada por A. cantonensis em R. norvegicus promoveu alteracGes
metabdlicas hepéticas e histopatoldgicas, caracterizado pelo aumento da atividade das
enzimas ALT, AST, GGT e ALKP, o que pode indicar o desenvolvimento de hepatite

com um processo colestatico intra-hepatico.

» Formacdo de infiltrado inflamatorio e alteracdo do metabolismo glicidico,

caracterizado pelo aumento do glicogénio e reducéo da glicose sérica.

» A infeccdo por A. cantonensis induz significativas alteracbes hematoldgicas no
hospedeiro vertebrado, manifestando principalmente na forma de anemia regenerativa,

eosinofilia e trombocitopenia.

» As alteracOes histopatoldgicas demonstradas no parénquima pulmonar dos roedores
infectados por A. cantonensis revelam a ocorréncia de areas de necrose e intensa

fibrose, estando diretamente relacionadas no desenvolvimento de hipdxia celular.

87



> As lesdes cardiacas, caracterizadas pelo aumento da atividade das enzimas CK-MB,
CK, LDH e AST, indicam que, embora eventuais, as alteracdes patoldgicas sdo de

grande importancia durante a infeccdo por A. cantonensis.
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