FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHAES
MESTRADO ACADEMICO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAUDE

ELVERSON SOARES DE MELO

ANALISE DA VARIABILIDADE IMUNOLOGICA E DA EXPRESSAO DOS GENES
FREPs ENTRE AS ESPECIES Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea COM
DIFERENTES PERFIS DE SUSCETIBILIDADE AO PARASITO Schistosoma mansoni

Recife
2015



ELVERSON SOARES DE MELO

ANALISE DA VARIABILIDADE IMUNOLOGICA E DA EXPRESSAO DOS GENES
FREPs ENTRE AS ESPECIES Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea COM
DIFERENTES PERFIS DE SUSCETIBILIDADE AO PARASITO Schistosoma mansoni

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
em Biociéncias e Biotecnologia em Salde do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es,
Fundacdo Oswaldo Cruz para a obtencdo do
grau de mestre em Ciéncias.

Orientador: Dr. Luiz Carlos Alves
Co-orientador: Dr. Fabio André Brayner dos Santos

Recife
2015



Catalogacao na fonte: Biblioteca do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhédes

M528a Melo, Elverson Soares de.

Andlise da variabilidade imunologica e da
expressdo dos genes FREPs entre as espécies
Biomphalaria glabrata e B. straminea com diferentes
perfis de suscetibilidade, frente a infeccdo por
Schistosoma mansoni / Elverson Soares de Melo. -
Recife: [s.n.], 2015.

75 p. : ilus., graf., tab.

Dissertagdo  (Mestrado em  Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) - Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz, 2015.

Orientador: Luiz Carlos Alves.

Co-orientador: Fabio André Brayner dos Santos.

1. Epitopos - imunologia. 2. Biomphalaria -
genética. 3. Biomphalaria - imunologia. 4. Schistosoma
mansoni - imunologia. 5.Interacbes Hospedeiro-

Parasita. 6. Hemdcitos. 1. Alves, Luiz Carlos. 2. Santos,
Fabio André Brayner dos. I1l. Titulo.

CDU 616.995.112




ELVERSON SOARES DE MELO

ANALISE DA VARIABILIDADE IMUNOLOGICA E DA EXPRESSAO DOS GENES
FREPs ENTRE AS ESPECIES Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea COM
DIFERENTES PERFIS DE SUSCETIBILIDADE AO PARASITO Schistosoma mansoni

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacdo Oswaldo Cruz para a obtencdo do
grau de mestre em Ciéncias.

Aprovado em: 26/06/2015

BANCA EXAMINADORA

Dr. Luiz Carlos Alves
CPgAM - FIOCRUZ

Dr. Roberto Afonso da Silva
LIKA - UFPE

Dra. Claudia Maria Fontes de Oliveira
CPgAM - FIOCRUZ



Dedico esta dissertacdo a minha familia e amigos, pelo apoio nos momentos bons e ruins da

construcao deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores Dr. Luiz Carlos Alves e Dr. Fabio André Brayner dos Santos pela

amizade, pelas discussdes cientificas e pela oportunidade de participar do Grupo LBCM.

Aos meus pais Samuel e Lucicleide, pelo esfor¢o que fizeram para me educar e pelo estimulo
na carreira académica, pelo apoio nos momentos em que me senti perdido em meio aos

problemas decorrentes dessa carreira.

A minha namorada Sophia, pelo carinho e apoio dados e pela compreensdo nas horas em que
muitas vezes ndo pude estar com ela, pois estava trabalhando no projeto de mestrado,

inclusive aos domingos.

A Fiocruz Pernambuco por ter me dado a oportunidade de estudar em uma instituicio de
qualidade.

Aos meus colegas do LBCM pelos momentos de companheirismo, de discussdes filosoficas,
pelo auxilio nos dificeis experimentos, que se multiplicavam, e por conseguir conviver com

comigo.

A FACEPE pelo incentivo financeiro durante todo o periodo de mestrado, sem o qual seria

mais complicado comprar alguns reagentes necessarios a minha pesquisa.
A banca examinadora, por ter aceitado o convite e pela contribuicio oferecida a este trabalho.

Ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami/LIKA-UFPE pela colaboracdo neste
trabalho, principalmente a Olavio que me ajudou a varrer varias laminas em busca dos

hemacitos marcados.
Ao Dr. Franklin Magliano da Cunha pelo auxilio com as analises estatisticas.

Por fim, gostaria de agradecer aos meus amigos e familiares pelo carinho e pela compreenséo
nos momentos em que a dedicagdo aos estudos foi exclusiva, e a todos aqueles que, direta ou

indiretamente, colaboraram com a elaboracéo deste trabalho.



’

“A vida sem ciéncia é uma espécie de morte.’

(Socrates)



MELO, Elverson Soares de. Andlise da variabilidade imunoldgica e da expressdo dos genes
FREPs entre as espécies Biomphalaria glabrata e B. straminea com diferentes perfis de
suscetibilidade, frente a infeccdo por Schistosoma mansoni. 2015. Dissertacdo (Mestrado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

RESUMO

Algumas espécies do género Biomphalaria se apresentam como potenciais hospedeiras ao
parasito Schistosoma mansoni, estando a suscetibilidade a este parasito, neste género, ligada
ao sistema interno de defesa de cada espécie de Biomphalaria. Um dos componentes
importantes no sistema imune de invertebrados € a enzima fenoloxidase, que ainda apresenta
muitos aspectos desconhecidos no sistema de defesa do género Biomphalaria. Foi relatado
também que o0s genes de proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FREPS) possuem
importancia na resposta imune de Biomphalaria glabrata, entre esses, as subfamilias dos
FREPs 3 e 4 sdo diferencialmente expressas em linhagens susceptiveis e resistentes frente a
infeccdo com trematddeos. No entanto os trabalhos existentes em sua maioria estudam a
espécie Biomphalaria glabrata, excluindo a espécie Biomphalaria straminea, amplamente
distribuida no Brasil e principal responsavel pela disseminacdo da esquistossomose. Tendo
em vista a falta de conhecimento sobre a resposta imune destes moluscos hospedeiros,
principalmente em relacdo a expressdo de genes imune relevantes e ao tipo de resposta, 0
presente trabalho se propds a estudar a variacdo do nimero de hemdcitos, da producdo de
fenoloxidase e da expressdo dos genes dos FREP 3 e FREP 4 envolvidos com a ligacdo a
antigenos de trematddeos, nas espécies Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea pos-
infeccdo com S. mansoni, bem como em caramujos pré-expostos a antigenos de S. mansoni.
Para isso, 0s caramujos de cada espécie foram divididos em 2 grupos: pré-expostos e ndo
expostos a antigenos de S. mansoni. Esses grupos foram divididos em sadios e infectados com
a cepa LE de S. mansoni. Em B. glabrata ndo houve alteracdo no numero de hemdcitos,
porém B. straminea mostrou uma queda apo6s duas horas de infeccdo. A atividade da
fenoloxidase variou apos a sensibilizacdo na espécie menos susceptivel (B. straminea) e ndo
variou em B. glabrata, também foi identificado que os hemacitos produtores da fenoloxidase
sdo os granuldcitos e hialindcitos. Quanto a expressdo dos genes, 0 FREP 3 e 4 apresentaram
niveis basais de expressdo aumentados apOs a sensibilizacdo, com perfil de expressao
diferente entre as espécies estudadas. Esses resultados confirmam que a resposta imune varia
em diversos aspectos entre as espécies do género Biomphalaria, e que nas espécies estudadas
a enzima fenoloxidase ndo parece ter o0 mesmo papel que no sistema de defesa de insetos,
diferindo apenas apds a sensibilizacdo, que tem influéncia na expressdo dos genes imuno
relevantes do FREPSs.

Palavras Chave: Biomphalaria, Interagdes Hospedeiro-Parasita, Hemacitos, Fenoloxidase,
FREP.
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ABSTRACT

Some species of the genus Biomphalaria present themselves as potential host to the parasite
Schistosoma mansoni, being the susceptibility to this parasite, in this genus, related to the
internal defense system of each species of Biomphalaria. An important component in the
immune system of invertebrates is the phenoloxidase enzyme, which still has many unknown
aspects in the defense system of Biomphalaria genus. It was also reported that genes which
encode fibrinogen related proteins (FREPS) have importance in the immune response of
Biomphalaria glabrata, among these, the subfamilies of FREPs 3 and 4 are differentially
expressed in susceptible and resistant strains against infection with trematodes. However
existing works generally study Biomphalaria glabrata species, excluding Biomphalaria
straminea species, widely distributed in Brazil and mainly responsible for the spread of
schistosomiasis. Given the lack of knowledge about the immune response of these host
molluscs, especially in relation to the expression of immune relevant genes and to the type of
response, this study proposed to analyze the variation in the number of hemocytes, the
phenoloxidase production and the expression of genes FREP 3 and FREP 4 involved with
binding to trematode antigens, in species Biomphalaria glabrata and B. straminea post-
infection with S. mansoni as well as snails pre-exposed to S. mansoni antigens. For this, the
snails of each species were divided into two groups: pre-exposed and non-exposed to S.
mansoni antigens. These groups were divided into healthy and infected with the LE strain of
S. mansoni. In B. glabrata there wasn’t change in the number of hemocytes, but B. straminea
showed a reduction in this number after two hours of infection. The activity of phenoloxidase
varied after sensitization at less susceptible species (B. straminea) and did not change in B.
glabrata. Moreover, it was also identified that the hemocytes which produce phenoloxidase
are granulocytes and hyalinocytes. Regarding expression of genes, FREP 3 and 4 showed
basal levels of expression increased after sensitization with different expression profile
between the species studied. These results confirm that the immune response varies in
different aspects between species of the genus Biomphalaria, and in the species studied the
phenoloxidase enzyme does not seem to have the same role in insect defense system, differing
only after sensitization, that also influences the expression of immune relevant genes FREPs.

Key words: Biomphalaria, Hemocytes, Host-Parasite Interactions, Phenoloxidase, FREP.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 0 género Biomphalaria € representado por dez espécies e uma subespécie,
das quais trés espécies sdo hospedeiras intermediarias naturais para o Schistosoma mansoni,
trematodeo causador da esquistossomose: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila,
Biomphalaria straminea. Entretanto estas espécies possuem um perfil de susceptibilidade
totalmente diferente, sendo a espécie B. straminea a menos susceptivel a infeccdo pelo S.
mansoni, sendo assim mais resistente que aquelas outras duas, porém a mais dispersa no

Brasil e mais encontrada em areas endémicas (BRASIL, 2007).

Um dos grandes problemas no controle da esquistossomose € a ampla difusdo dos
hospedeiros intermediarios, 0 que leva a necessidade de estuda-los. A relacdo parasita-
hospedeiro depende, entre outros fatores, do sistema intrinseco de defesa dos hospedeiros
(MACHADO et al., 1988). Em seu sistema de defesa os moluscos possuem uma resposta
inata bastante desenvolvida, subdividida em defesa humoral e defesa celular mediada por
hemocitos (CAVALCANTI et al., 2012; VARGAS-ALBORES et al.,, 2001). Além de
fagocitar particulas estranhas, os hemaocitos podem fazer a nodulagéo e no caso de invasores
maiores, pode ainda fazer a encapsulacdo (LAVINE; STRAND, 2008; WOOD; JACINTO,
2007). Os hemacitos produzem também moléculas efetoras como: a fenoloxidase, enzima que
desencadeia processos de defesa contra patégenos como melanizacdo e ativagdo da via do
6xido nitrico (GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2011).

Embora um conhecimento basico tenha sido adquirido, ainda existe muita discordancia
sobre como se ddo os mecanismos de resposta a infec¢do nestes moluscos. Hanington et al.
(2010) sugeriram a existéncia de uma resposta secundaria nos invertebrados, uma vez que a
resposta imune destes caramujos ndo esta so relacionada a componentes pré-formados, uma
vez que ao infectar os caramujos, 0S microrganismos geram uma variedade de repostas que

sdo moduladas de acordo com o patégeno (HANELT et al., 2008).

A partir do final da década de 1990, foram intensificados estudos moleculares sobre os
caramujos do género Biomphalaria, particularmente sobre a espécie B. glabrata. Estudos em
hemdcitos mostraram que a expressdo de alguns genes era alterada em linhagens susceptiveis
e resistentes de B. glabrata infectado com S. mansoni (MILLER et al., 2001). Mitta et al.
(2005) dividiram os transcritos diferencialmente expressos de genes imune relevantes em seis
grupos funcionais: efetores de defesa celular, proteases, inibidores de protease, genes de

adesdo celular, receptores de reconhecimento padrdo e genes reguladores imunes. Os
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receptores de reconhecimento padrdo mais estudados sdo os FREPs. Hertel et al. (2005)
mostraram que 0os FREPs 2 e 4 sdo diferencialmente expressos em B. glabrata resistentes e
susceptiveis pos-infeccdo com S. mansoni. Hanington et al. (2010) mostraram que o FREP 3 é
diferencialmente expresso em B. glabrata resistentes e susceptiveis pds-infeccdo com S.

mansoni e pds infeccdo com Echinostoma caproni.

No entanto os trabalhos existentes quase que em sua totalidade estudam a espécie B.
glabrata, excluindo a espécie B. straminea que apresenta ampla distribuicdo no Brasil e um
perfil diferenciado de suscetibilidade em relacéo a B. glabrata, ndo permitindo saber se existe
variacdo no comportamento dos hemadcitos e na producdo de componentes relacionados ao
sistema de defesa (fenoloxidase, FREPs 3 e 4) entre as espécies (B.glabrata e B. straminea)

com diferentes perfis de susceptibilidade frente a infec¢do pelo S. mansoni.

1.1 Hipdtese

A producdo de componentes relacionados ao sistema de defesa (fenoloxidase, FREPs 3
e 4) e de hemdcitos € maior em espécies que possuem menor susceptibilidade ao S. mansoni
(B. straminea) do que em espécies mais susceptiveis (B. glabrata) frente a infeccéo por S.

mansoni.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 O género Biomphalaria

O género Biomphalaria pertence a Familia Planorbidae, que compde o0s moluscos
pulmonados que possuem concha geralmente planispiral, fazendo parte da classe Gastropoda,
que constitui cerca de 75% do total das espécies do filo Mollusca. Este género € considerado
de grande importancia médica ja que algumas de suas espécies de caramujos sdo hospedeiras
intermediarias para o verme causador da esquistossomose, o trematddeo Schistosoma mansoni
(BRASIL, 2007).

Os caramujos Biomphalaria sdo moluscos de agua doce, habitando rios, lagos, corregos,
canais, geralmente em locais de aguas rasas. Esses moluscos ocorrem principalmente em
areas tropicais, nos continentes da Africa, América do Sul e América Central, além da Arabia
(TOLEDO; FRIED, 2007), néo se podendo atribuir totalmente a fatores como variagdo de
climas, topografia e vegetacdo a ocorréncia ou ndo de moluscos do género Biomphalaria
(PIERI, 1995). No entanto, os focos de transmissdo de esquistossomose geralmente tém
caracteristicas ecoldgicas em comum, localizados no peridomicilio de comunidades urbanas

ou rurais que ndo possuem saneamento basico (BRASIL, 2007).

A ocorréncia de caramujos do género Biomphalaria esta relacionada a fatores como a
temperatura da agua, ja que temperaturas fora da faixa ideal interferem na reproducdo destes
caramujos (SOUZA et al., 1990). Outro fator que influencia na ocorréncia de Biomphalaria é
0 pH da 4gua, o intervalo ideal é de 6 a 8, fora dessa faixa o pH desfavorece a sobrevivéncia
destes moluscos (BRASIL, 2007). Quanto a salinidade da &gua, mesmo vivendo em
ambientes dulcicolas cuja salinidade é de 0,5%, ja foi relatado em Pernambuco a ocorréncia
de caramujos que suportam indices de salinidade 15 vezes maior (SILVA et al., 2006).
Outros fatores como condutividade e quantidade de matéria organica dissolvida na agua,
assim como iluminacdo do local também afetam a ocorréncia de Biomphalaria (TOLEDO;
FRIED, 2007).

A maior parte das espécies de Biomphalaria foi descoberta no seculo XIX, sendo as
espécies classificadas, na época, a partir da anatomia da sua concha, hoje as espécies deste
género também sdo diferenciadas a partir de estudos genéticos e moleculares. Sdo encontradas
12 espécies do género Biomphalaria na Africa e 11 na América do Sul (TOLEDO; FRIED,

2007). No Brasil sdo encontradas 10 espécies e uma subespécie, sendo divididas em trés
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grupos: hospedeiras intermediérias naturais, aquelas que se infectam por S. mansoni em
condi¢cBes naturais, hospedeiras intermediarias potenciais, aquelas que se infectam por S.
mansoni apenas em condicdes laboratoriais, e ndo hospedeiras, aquelas que sdo totalmente

refratarias a infecgcdo por S. mansoni (Quadro 1).

O hospedeiro intermediario é vital no ciclo do parasito, desenvolvendo uma ou todas
suas formas larvais. As espécies que funcionam como hospedeiras intermediarias naturais
para 0 S. mansoni sdo: Biomphalaria straminea, Biomphalaria tenagophila, e Biomphalaria
glabrata. Apenas em 2 estados brasileiros ndo foi constatada a presenca de hospedeiros
intermediarios para o S. mansoni sdo os estados do Amapa e Ronddnia (BRASIL, 2007).

Quadro 1 — Espécies e subespécie de Biomphalaria que ocorrem no Brasil

Tipo de hospedeiros Espécies

Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

Hospedeiras naturais Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835)

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

Biomphalaria amazonica Paraense, 1966

Hospedeiras potenciais i i i i
Biomphalaria peregrina (Orbigny, 1835)

Biomphalaria intermedia (Paraense & Deslandes, 1962)

Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883)

_ Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864)
N&o hospedeiras

Biomphalaria oligoza Paraense, 1975

Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981

Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984

Fonte: Brasil (2007)

A espécie com o maior potencial de infeccdo por S. mansoni e a que mais vem sendo
foco de estudos entre aquelas do género Biomphalaria € a espécie B. glabrata. Um dos fatores
que contribuem para isso é a sua facilidade de criacdo e sua maior massa corporea, tendo em
vista que um caramujo de maior massa, quando infectado, é capaz de eliminar um maior
numero de cercarias (EVELAND; RITCHIE, 1972). Esta é utilizada como modelo e € testada
frente as infecgbes de diferentes microrganismos como bactérias e Echinostoma paraensei
(ADEMA et al., 2010), E. caproni (MITTA et al., 2005), S. mansoni (BAYNE, 2009) e tinta
nanquin (SETA et al., 1996), no Brasil ela esta distribuida em 16 estados (Figura 1) sendo a




18

maior parte deles das Regides Nordeste e Sudeste, estando a distribuicdo desta espécie, quase

sempre associada a distribuicdo da esquistossomose (BRASIL, 2007).

Figura 1 - Distribuicdo geografica de Biomphalaria glabrata no Brasil.
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Fonte: Brasil (2007)

A espécie B. straminea é descrita por muitos autores como uma espécie de baixa
suscetibilidade, apresentando uma taxa de infeccdo bem menor (SOUZA et al., 1987) em
comparacdo com B. glabrata. Dias et al. (1987) mostraram que caramujos B. straminea do
estado de S&o Paulo apresentaram reduzida taxa de eliminacéo de cercérias quando infectados
com uma cepa simpatrica de S. mansoni, mas nao liberavam cercérias quando infectados com
uma cepa de Minas Gerais. Fernandez e Thiengo (2010) mostraram em seu estudo com B.
straminea, provenientes do estado de Tocantins, que apenas 0,6 % destes moluscos se
infectaram com a cepa BH de S. mansoni, enquanto essa taxa foi de 80% quando os

caramujos estudados foram da espécie B. glabrata. Com cepas de S. mansoni de Pernambuco

e do Ceard, a taxa de infeccdo de B. straminea foi de 0%.
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B. straminea € a espécie de mais ampla distribuicdo no pais ocorrendo em 24 estados e
no Distrito Federal (Figura 2) (BRASIL, 2007). Um estudo da década de 1970 mostrou que
esta espécie poderia estar sendo introduzida em areas onde sua ocorréncia nunca fora descrita,
a partir do transporte de peixes oriundos de locais com ocorréncia comprovada de B.
straminea, caracterizando-se assim um fenémeno de dispersdo passiva, que poderia estar

aumentando a distribuicdo geografica deste molusco (CORREA et al., 1970).

Figura 2 - Distribuicdo geogréafica de Biomphalaria straminea no Brasil.

-70 -60- S0 40

A0 g o

-20" -

-30 ! L

Fonte: Brasil (2007)

2.2 A esquistossomose e 0 parasito Schistosoma mansoni

A esquistossomose € uma das maiores parasitoses do mundo, constituindo um grave
problema de satde publica em varios paises. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude
(2012), estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas e outros 700
milhdes estejam em situacdo de risco em 77 paises que sdo considerados areas endémicas.

Destes, 51 paises apresentam populagdes que necessitam de tratamento preventivo.

A esquistossomose tem como agentes etioldgicos os trematddeos do género
Schistosoma que pertence a subclasse Digenea, sendo encontradas cinco espécies capazes de

infectar o homem:
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a) S. mansoni Sambon 1907, que ocorre na América do Sul, na Africa, em algumas
ilhas do Caribe, e em alguns locais da peninsula arabica;

b) S. haematobium Bilharz 1852, que ocorre em partes do Oriente médio e
principalmente nos paises da Africa;

c) S. japonicum Katsurada 1904, que é encontrado na China, Indonésia e Filipinas, o
S. intercalatum Fisher 1934, descrito em dez paises da Africa;

d) S. mekongi Voge, Bruckner e Bruce 1978, encontrado no Camboja e no Laos;

e) S.intercalatum Fisher, 1934, que é encontrado em duas areas endémicas na Africa.

Além dessas espécies, outras podem eventualmente infectar o homem como o S. bovis
Sonsino 1876 e S. mattheei Veglia e Le Roux 1929, assim como algumas espécies de
Schistosoma que parasitam aves (GOLDMAN; AUSIELLO, 2005).

No Brasil e em outros paises com regides endémicas, a esquistossomose causada pelo S.
mansoni, € uma doenca associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econémico. O
péssimo saneamento bdasico nestas areas possibilita o surgimento de O6timos criadouros
agravados pela atividade humana a partir da necessidade de utilizagdo de &gua por parte da
populacdo. Dados do ultimo inquérito nacional mostraram que a prevaléncia da doenga no
Brasil era de 3,75% em 333.427 amostras analisadas entre os anos de 1977 e 1981,
provenientes de criancas e jovens adolescentes (KATZ; PEIXOTO, 2000). Estimativas do
Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) mostram que na década de 1990 o
percentual de pessoas infectadas ficou entre 7% e 11% em meio a populagdo analisada, sendo
reduzida com a entrada do novo milénio (COURA; AMARAL, 2004). No entanto esses dados
ndo contemplam uma avaliacdo detalhada da doenca no pais e podem estar mascarando uma
prevaléncia real da esquistossomose (KATZ; PEIXOTO, 2000). Para solucionar a falta de
informac@es de cerca de 30 anos desde o inqueérito de 1977 a 1981, esta sendo realizado um

novo Inquérito Nacional de Prevaléncia iniciado em outubro de 2010, ainda néo finalizado.

No seu ciclo de vida o parasito S. mansoni passa por diversas fases: ovo, miracidio,
esporocisto primario e secundario, cercaria, esquistossomulo e verme adulto, tendo
reproducdo assexuada no hospedeiro intermedidrio e sexuada no hospedeiro definitivo
(NEVES et al., 2005). (Figura 3). Os ovos postos pelos vermes adultos atravessam a mucosa
intestinal e sdo eliminados nas fezes da pessoa infectada, se essas fezes entrarem em contato
com a agua doce de colecBes hidricas na presenca de luz e calor, os ovos se rompem, e 0S
miracidios eclodem, estes sdo larvas livres nadantes com tamanho de 160 um por 60 um e que

apresenta fototropismo, ela nada ativamente durante um periodo de duas a trés horas
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reduzindo sua atividade nas horas seguintes. Enquanto estd nadando o miracidio pode
encontrar seus hospedeiros intermediarios do género Biomphalaria, aderindo ao seu
tegumento o miracidio ejeta seu conteddo interno dentro dos tecidos do caramujo,

transformando-se em esporocisto primario cerca de oito dias pés-infeccdo (REY, 2011).

Figura 3 - Desenho esquematico do ciclo de vida do S. mansoni.
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Fonte: Adaptado de Mckerrow e Salter (2002, tradugdo nossa)

O esporocisto primario € uma estrutura sacular repleta de células germinativas formadas
por poliembrionia que ddo origem aos esporocistos secundarios, onde cerca de quatro
semanas pos-infec¢cdo originam as cercérias, a forma infectante do parasito S. mansoni para o
homem. As cercarias se locomovem pelos tecidos do hospedeiro intermediario, onde
provocam a formacdo de vesiculas e saem do corpo do caramujo para 0 meio exterior. O
corpo da cercaria € alongado e achatado dorso-ventralmente, formado de corpo e cauda, 0

corpo possui cerca de 200 um ¢ a cauda 300 um. A cauda permite a locomoc¢éo da cercéria na
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agua, locomovendo-se quase sempre em direcdo a superficie, o contato do homem com a 4gua
contaminada com cercérias, faz com que essas penetrem ativamente pela pele do hospedeiro,
perdendo a cauda e transformando-se em esquistossomulo. Os esquistossdmulos entram na
circulacdo sanguinea, passam pelo coracdo e pelos pulmdes e em seguida pelo figado
chegando ao sistema porta intra-hepatico, onde completam seu desenvolvimento
transformando-se em vermes adultos, estes apresentam dimorfismo sexual, 0 macho é menor
com cerca de 1 cm de comprimento apresentando uma reentrancia longitudinal, o canal
ginecéforo, ja a fémea possui comprimento entre 1,2 cm e 1,6 cm com corpo cilindrico,
vivendo dentro do canal ginecoforo do macho. Apds o acasalamento, 0s vermes migram para
vénulas do intestino onde pdem 0s ovos que atravessam a parede intestinal e sdo eliminados
pelas fezes (REY, 2011).

2.3 A relagéo parasita/hospedeiro

Grande parte das espécies da subclasse Digenea, da qual S. mansoni faz parte, depende
de moluscos para completar seu desenvolvimento, isso estd relacionado a um alto grau de
especificidade entre o parasito e seu hospedeiro intermediario (CRIBB et al., 2003). Neste
ocorre a multiplicacdo do parasito, como resultado, além da influéncia de fatores ambientais,
de suas caracteristicas geneéticas que possibilitam o ajustamento fisioldgico entre a larva
infectante e o molusco, como também dos mecanismos intrinsecos de defesa dos moluscos
(MACHADO et al., 1988). Acredita-se que a especificidade ocorra principalmente nos
primeiros estagios da infeccdo (ADEMA et al., 2010).

Os primeiros estudos relatando a relacdo parasita/hospedeiro entre caramujos
Biomphalaria e S. mansoni com relacdo a susceptibilidade dos caramujos, foram publicados
na década 50, j& sdo mais de 60 anos investigando como se da essa interacdo em diversas
espécies de Biomphalaria frente a infeccdo por S. mansoni (TOLEDO; FRIED, 2007).

O sistema imune de B. glabrata tem extrema importancia na capacidade de infeccdo por
diferentes parasitos, em um estudo feito por Adema et al. (1997), foram descobertas proteinas
que tinham sua traducdo aumentada para uma linhagem resistente em comparacdo a uma
linhagem susceptivel de B. glabrata em relacdo a infeccdo pelo Digenea Echinostoma
paraensei, essas proteinas foram chamadas de FREPs (Fibrinogen related proteins), e tinham
a capacidade de precipitar proteinas derivadas de parasitos. O sistema imune parece também

variar com a idade e o tamanho dos caramujos, em B. glabrata caramujos jovens podem
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apresentar taxas de infectividade maiores que caramujos adultos (RICHARDS et al., 1992;
LARSON et al., 2014).

Uma das visOes recentes da relacdo parasita/hospedeiro envolvendo S. mansoni e seus
hospedeiros do género Biomphalaria baseia-se no chamado polimorfismo de compatibilidade,
que é o fenbmeno onde a viruléncia do parasito e a defesa do hospedeiro entram em equilibrio
(MITTA et al., 2012). Esse polimorfismo de compatibilidade depende da variabilidade de
antigenos dos miracidios e da variedade de moléculas efetoras do sistema imune de
Biomphalaria spp. Uma dessas classes de antigenos, que possui grande funcdo na
compatibilidade parasita/hospedeiro, sdo as Mucinas Polimoérficas de S. mansoni
(SmPoMucs). Essas moléculas sdo produzidas por cerca de 10 genes, e sdo altamente
polimorficas, produzidas por diversos tipos de splicing e sofrendo diferentes tipos de
glicosilacdes, onde cada individuo poderia produzir um padréo especifico (MITTA et al.,
2012).

Essa compatibilidade pode variar entre linhagens mantidas em laboratérios e linhagens
selvagens, com caramujos B. glabrata e miracidios de mesmo local de origem, onde uma dose
de 10 a 20 miracidios por caramujo pode causar 100% de infeccdo. A compatibilidade pode
cair para 50% depois de uma geracao de laboratorio (F1) de ambas as linhagens de parasito e

hospedeiro, proporcdo essa que se mantém nas geracgdes seguintes (BECH et al., 2010).

2.4 O sistema imune de Biomphalaria spp.

Em seu sistema de defesa os moluscos possuem uma resposta inata bastante
desenvolvida, subdividida em defesa humoral, representada principalmente por proteinas
plasmaticas presentes na hemolinfa, e defesa celular, mediada por hemocitos (VARGAS-
ALBORES et al., 2001).

Um estudo in vitro realizado por Santos e Rodrigues (2006) mostrou que a exposicdo de
miracidios a fase soltuvel da hemolinfa resultou na morte de 100% dos miracidios, indicando
assim que a hemolinfa possui compostos capazes de reagir contra patégenos. Esses compostos
sdo formados, entre outros por PRRs (receptores de reconhecimento padréo) ndo associados a
membranas, que sdo compostos principalmente por PGRPs (Proteinas de reconhecimento de
peptidoglicano) (TOLEDO; FRIED, 2007) e pela grande e diversificada familia de FREPs
(ADEMA et al., 1997). Além destes PRRs a fragéo soltvel da hemolinfa também contém
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outras enzimas com participagdo na resposta imune como fosfatases e proteinases
(BOUCHUT et al., 2007).

Na resposta celular o primeiro passo para sua ativacédo é o reconhecimento dos parasitos
pelos hemdcitos (NEGRAO-CORREA et al., 2012). Nos caramujos mais suscetiveis a
infeccdo, os esporocistos podem se desenvolver quase sem reacdo tecidual, contudo em
caramujos mais resistentes, a destruicdo dos parasitos esta frequentemente associada a rea¢des
de adesdo e de encapsulamento dos esporocistos por hemacitos, reacdes que ocorrem no
espaco de poucas horas (GUARALDO et al., 1981; NEGRAO-CORREA et al., 2012),
havendo também um segundo mecanismo de resposta hemocitaria ocorrendo geralmente em
caramujos bastante susceptiveis como B. glabrata, onde ha uma resposta imunoldgica tardia
havendo formacdo de granulomas quando os miracidios ja estdo disseminados pelo individuo
(SOUZA et al., 1997). Quando comparadas uma linhagem susceptivel e resistente de B.
tenagophila, se percebe que na linhagem resistente a camada de hemacitos € muito mais
espessa, apresentando muito mais hemdacitos que a linhagem susceptivel (NACIF-PIMENTA
et al., 2012). A capacidade de adesdo dos hemdcitos também influencia muito na
susceptibilidade, linhagens mais resistentes possuem um maior ndmero de hemacitos

“spread” que linhagens mais susceptiveis (LARSON et al., 2014).

Além de promover o encapsulamento, os hemocitos também séo responsaveis pela
realizacdo de fagocitose e pela liberacdo de substancias citotoxicas, sendo essenciais na
eliminacdo do parasito. Dessa forma, os hemdcitos representam a principal linha de defesa de
moluscos contra a invasdo de parasitos. A acao dos hemacitos € auxiliada por uma classe de
proteinas conhecida como lectinas, estas podem ter uma importancia na interacéo inicial entre
0s hemacitos e os parasitos, além disso, elas atuam como opsoninas facilitando a fagocitose
de microrganismos (VARGAS-ALBORES et al., 2001).

Os estudos sobre o sistema interno de defesa de diversos invertebrados revelam que os
mecanismos de defesa envolvidos no reconhecimento e eliminagcdo do parasito se mostram
bastante diversos, assim como a fagocitose, existe também producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, de peptideos antimicrobianos, de matriz extracelular, e também
ocorréncia de melanizacdo (GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2011).

A melanizacdo é um mecanismo de defesa amplamente conhecido em insetos e também
estudado em outros invertebrados, e tem como um dos principais ativadores a enzima
fenoloxidase, que € um ponto chave neste processo (LING; YU, 2005). A ativagdo do

processo de melanizacdo € um processo mediado por células, ocorrendo unicamente no sitio
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onde estd localizado o parasito. Em insetos a melanina € produzida logo na regido de
penetracdo do parasito e também nos tecidos ao redor deste (NAPPI; CHRISTENSEN, 2005).

Em invertebrados a fenoloxidase é sintetizada de forma inativada sendo denominada
profenoloxidade, a qual vem a ser ativada através de uma cascata mediada por uma serino-
protease gerando a fenoloxidase ativada, que em insetos parece ser liberada apds a lise celular
dos hemdcitos (NAPPI; CHRISTENSEN, 2005). A fenoloxidase da continuidade a uma
cascata que utiliza monofendis e catecois e resulta na formacdo da melanina, como também,
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que também participam na defesa contra
parasitos (GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2011).

Um trabalho realizado com a larva Manduca sexta mostrou que havia uma maior
ativacdo da profenoloxidade quando as larvas sofriam danos no tegumento, ou eram
desafiadas com injecao de microesferas (LING e YU, 2005). Ao analisar a libélula Hetaerina
americana Contreras-Gardufio et al. (2007) observaram que a inoculacdo da bactéria Serratia
marcescens estimulou o aumento da producdo da fenoloxidase em machos mais territoriais.
Entretanto em outros casos a enzima fenoloxidase parece ndo estar fortemente envolvida com
a defesa contra patdgenos em invertebrados. Mucklow et al. (2004) mostrou que a atividade
da fenoloxidase ndo é util para medir a imunocompeténcia e a resisténcia do crustaceo

Daphnia magna a parasitos.

A fenoloxidase em Biomphalaria glabrata foi primeiramente estudada por Bai et al.
(1996) no sistema reprodutivo dessa espécie, sem ter foco voltado a sua imunidade. Bahgat et
al. (2002) mostraram que os niveis da fenoloxidase ndo variavam entre uma linhagem
resistente e susceptivel de B. glabrata sadios quando um pool de hemolinfa foi analisado,
entretanto revelaram também que a producdo da fenoloxidase varia bastante entre os
espécimes estudados. Além disso foi relatado neste trabalho que a variacdo das serino-

proteases ndo acompanha a variagédo da fenoloxidase.

Além de variar entre linhagens susceptiveis e resistentes da mesma espécie, a resposta
imune desses moluscos pode variar consideravelmente entre espécies diferentes. Estudos
mostraram que ha diferenca entre a resposta em B. glabrata e B. straminea quanto a
quantidade de hemdcitos. A espécie B. straminea tem um declinio do numero de hemacitos
mais lento que a espécie B. glabrata (SANTOS; RODRIGUES, 2003).

O sistema imune desses moluscos também é capaz de responder a Varios outros

estimulos. Em estudo realizado por Seta et al. (1996), foi demonstrado que a reposta imune
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contra S. mansoni varia entre as espécies. Respondendo também a diferentes estimulos como
injecdo de tinta nanquim e injecdo simulada. Esses autores também demonstraram que 0 pico
hemocitario apos a infeccdo com S. mansoni em B. glabrata ocorre duas horas apos a infeccédo

e que o numero de hemacitos cai gradativamente apds esse periodo.

Mesmo com uma resposta inata bastante desenvolvida, a resposta imune destes
caramujos ndo esta so relacionada a componentes pré-formados existentes, ao infectar os
caramujos, 0s microrganismos geram uma variedade de repostas que sao moduladas de acordo
com o patdégeno (HANELT et al., 2008). Alguns autores também relatam duvidas sobre a
presenca Unica de uma resposta inata, ha suposi¢fes de que existem dois tipos de resposta
secundaria, a primeira seria quando o invertebrado é pré-exposto a um patégeno tendo a
atividade imune aumentada por algum tempo e ndo se infectaria em uma nova exposicédo, a
segunda € que o invertebrado desenvolveria uma resposta especifica (HANINGTON;
FORYS; et al., 2010). Varios estudos tentam compreender como se ddo as vias destas
respostas e elucidar o porqué de algumas linhagens do género Biomphalaria serem resistentes

a infeccdo pelo S. mansoni.

2.5 O envolvimento de alguns genes e suas proteinas na susceptibilidade do hospedeiro

ao parasito

Dada a complexidade de se estudar essa relacdo de parasitismo, diversos estudos
utilizando-se das mais variadas técnicas sdo realizados focando nos antigenos dos miracidios

e no sistema imune dos caramujos.

Uma abordagem que vem se tornando comum € o estudo do transcriptoma e do
proteoma destes moluscos hospedeiros. Boyer (1994) encontrou uma proteina semelhante ao
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF- o) na hemolinfa de B. glabrata estando seu nivel
diminuido durante a infeccdo por S. mansoni. Outra proteina encontrada na hemolinfa de B.
glabrata apresenta caracteristicas semelhantes a interleucina 1 (IL-1), estando associada a
ativacdo e proliferacdo celular (HUGHES et al., 1991; RAFTOS et al.,, 1991, 1992), ao
aumento da fagocitose (BECK, 1993; BURKE; WATKINS, 1992) e com a producdo de
superéxidos (GRANATH et al., 1994). Caramujos de linhagens resistentes de B. glabrata,
apresentam niveis maiores de proteinas semelhantes a IL-1 em comparacdo com as linhagens
suscetiveis, eles também mantem quantidades significativamente altas durante a exposi¢ao

pelo S. mansoni em relacdo a essas Ultimas linhagens (GRANATH et al., 1994), recentemente
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foi encontrada uma proteina citolitica denominada de Biomphalysin capaz de se ligar nas
membranas dos parasitas e se polimerizar promovendo a formacdo de poros (GALINIER et
al., 2013).

Em um estudo feito por Adema et al. (1997) foram descobertas proteinas que tinham
sua tradugdo aumentada para uma linhagem resistente em comparagdo a uma linhagem
susceptivel de B. glabrata, essas proteinas, os FREPs, tinham a capacidade de precipitar
proteinas derivadas de parasitas. A partir deste estudo e gracas ao desenvolvimento e
facilidade de acesso a novas técnicas de biologia molecular, vérias outras pesquisas foram e
vém sendo realizadas com enfoque na diferenca de expressdo de genes e proteinas de B.
glabrata susceptiveis e resistentes a S. mansoni, e a outros modelos de parasito como o E.

caproni.

Miller et al. (2001) mostraram a partir de um estudo em hemdcitos que a expressao de
alguns genes era alterada em linhagens susceptiveis e resistentes de B. glabrata quando este
era infectado com S. mansoni. A expressdo de genes relacionados a imunidade também pode
ser aumentada ou diminuida quando o B. glabrata é infectado com E. caproni (GUILLOU et
al., 2007). O aumento e a diminuicdo na expressao de alguns genes imuno relevantes de B.
glabrata também foram mostrados por Adema et al.(2010), que relataram diferencas na
expressdo de genes relacionados a lectinas, adesdo celular, peptideos antimicrobianos e
resposta imune de B. glabrata frente & infeccdo com diferentes microrganismos. Mitta et al.
(2005) ao estudarem B. glabrata susceptiveis e resistentes a E. caproni pos-infeccdo
dividiram os transcritos diferencialmente expressos de genes imuno relevantes em seis grupos
funcionais: efetores de defesa celular, proteases, inibidores de protease, genes de adesdo

celular, receptores de reconhecimento padrao e genes reguladores imunes.

Entre os principais receptores de reconhecimento padrdo estdo os FREPs, essas sdo
moléculas altamente diversificadas, existem pelo menos 14 genes codificando os FREPS
(MITTA et al., 2012), ha evidéncias que mostram que esses FREPs sofrem processo de
splicing alternativo, aumentando ainda mais sua variabilidade (ZHANG; LOKER, 2003).

Os FREPs sdo lectinas que apresentam dois dominios principais distintos, um desses é o
dominio N-terminal Ig, semelhante a superfamilia das imunoglobulinas, que séo regiGes com
a estrutura dobrada, composta de duas fitas B antiparalelas unidas por pontes dissulfeto. O
outro dominio é o C-terminal FBG, este ¢ um dominio que codifica fibrinogénio B/y, ele
apresenta-se semelhante as ficolinas. Em sua estrutura basica ele apresenta um peptidio sinal,

seguido de um dominio lg, uma regido ICR (regido intercedente) e um dominio de
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fibrinogénio C-terminal. A regido ICR é bastante variavel entre os tipos de FREPs, variando
em tamanho e sequéncias de bases, jA o dominio FBG se apresenta mais conservado
(LEONARD et al., 2001). Com relacio ao dominio IgSF este pode apresentar-se com um
dominio que ocorre apenas uma vez ou em duas ou mais em tandem (ZHANG; LOKER,
2003). As figuras 4 e 5 mostram a estrutura de dois tipos de FREPs, o FREP 3 que possui dois

dominios IgSF e 0 FREP 4 que apresenta apenas um dominio deste tipo.

Figura 4 — Estrutura do FREP 3
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Fonte : Zhang et al. (2001)

Figura 5 — Estrutura do FREP 4
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Fonte : Léonard et al. (2001)

Uma das moléculas que se ligam aos FREPs sdo as BgTEPs, essas moléculas com
caracteristicas de tioester, funcionam como supostas opsoninas que se associam aos FREPS
quando estes estdo ligados aos parasitos. Antes de se ligar ao complexo FREP/parasito essa
proteina é clivada e ativada, recrutando os hemdcitos. Dessa forma essa molécula pode ter um

papel crucial na resposta a infecgdo pelo S. mansoni (MONE et al., 2010)

Os FREPs sdo identificados por suas subfamilias, sendo nomeados assim FREPs 1, 2, 3,
4 ..., cada uma dessas subfamilias de FREPs apresenta caracteristicas proprias. Contudo
dentro de cada uma dessas subfamilias ha diferentes variantes sendo nomeados por exemplo
FREPs 2.1, 2.2, 2.3 ... (ZHANG; LOKER, 2003).

Os genes dos FREPs 2 e 4 foram descritos como super expressos quando uma linhagem

resistente de B. glabrata é infectada com S. mansoni em comparacdo com uma linhagem
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suscetivel de B. glabrata (HERTEL et al., 2005). O FREP 3 foi descrito como super expresso
em uma linhagem de resistente de B. glabrata quando estd € infectada com Echinostoma
caproni. O papel do FREP 3 na defesa contra trematddeos € evidenciado quando sua
expressdo foi reduzida através do uso de RNA de interferéncia, fazendo com que 30% dos
caramujos resistentes se tornassem susceptiveis frente a infeccdo com E. caproni
(HANINGTON et al., 2010). Sendo também, capaz de se ligar a dominios de bactérias Gram
positivas e Gram negativas (ZHANG et al., 2008).

No entanto os trabalhos existentes, quase que em sua totalidade, estudam a espécie B.
glabrata, excluindo a espécie B. straminea que apresenta ampla distribui¢cdo no Brasil e um

perfil diferenciado de suscetibilidade em relagdo a B. glabrata.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o controle da esquistossomose é considerada como uma das uma
das tarefas dificeis dos servicos de saude publica, e que uma das fortes razdes para isso € a
ampla difusdo dos hospedeiros intermediarios, se faz necessario intensificar o estudo sobre

estes moluscos hospedeiros.

Devido a lacunas existentes no conhecimento sobre a expressao génica como descrito
anteriormente, e a duvidas existentes sobre a ocorréncia Unica de uma resposta inata nestes
moluscos hospedeiros, o presente trabalho se prop6s a estudar variagbes no numero de
hemdcitos bem como variacdo na producéo de efetores da defesa como a fenoloxidase e 0s
FREPs 3 e 4 em B. glabrata e B. straminea que se mostram susceptivel e menos susceptivel a
infeccdo pelo S. mansoni, bem como em caramujos pré-expostos a antigenos de S. mansoni,
com o intuito de verificar a capacidade adaptativa nas infec¢des subsequentes a uma primeira

exposicdo a antigenos de S. mansoni.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar o comportamento dos hemdcitos e a producdo e expressdo de compostos
relacionados ao sistema de defesa do género Biomphalaria em espécies de diferentes perfis de
suscetibilidade a S. mansoni, sadios e infectados por este parasito, em caramujos previamente

expostos e ndo expostos a antigenos de S. mansoni.

4.2 Obijetivos Especificos

a) Analisar a dindmica hemocitaria em caramujos sadios, infectados e infectados expostos
a particulas de S. mansoni, em linhagens B. glabrata e B. straminea;

b) Analisar a atividade de fenoloxidase em caramujos sadios, infectados e infectados
expostos a particulas de S. mansoni, em linhagens B. glabrata e B. straminea;

c) ldentificar quais os tipos de hemocitos de B. glabrata e B. straminea sdo responsaveis
pela producdo de fenoloxidase;

d) Analisar os niveis de expressdo dos genes de FREP 3 e FREP 4 em B. glabrata e B.
straminea sadios, infectados com S. mansoni;

g) Analisar os niveis de expressao génica dos FREP 3 e FREP 4 em B. glabrata e B.
straminea sadios, infectados com S. mansoni, estando previamente expostos a

particulas de S. mansoni;
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Obtencgéo dos moluscos

Os moluscos utilizados foram todos provenientes de linhagens de laboratério mantidas
no Servico de Referéncia de esquistossomose do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées. Para
0 estudo foram utilizadas as espécies Biomphalaria glabrata e B. straminea (linhagens

provenientes do municipio de Séo Lourenco da Mata/Pernambuco).
5.2 Delimitacdo dos grupos para analise

Para os experimentos, 0s caramujos de cada espécie foram divididos em quatro grupos:
a) Grupo 1: 10 caramujos (sadios para Schistosoma mansoni), caracterizando-se como
grupo controle.
b) Grupo 2: 10 caramujos submetidos a infec¢do por miracidios de S. mansoni.
¢) Grupo 3: 10 caramujos pré expostos a antigenos de S. mansoni e ndo infectados.
d) Grupos 4: 10 caramujos pré expostos a antigenos de S. mansoni, submetidos apds 4

dias a infeccdo por miracidios de S. mansoni.
5.3 Infec¢do dos camundongos com Schistosoma mansoni

Os camundongos foram colocados em um recipiente contendo uma quantidade minima
de 4gua morna para que 0s animais eliminassem fezes e urina. O indculo contendo cerca de
120 cercérias por camundongo foi colocado em frascos de vidro individuais de boca larga,
com tampas aeradas (furadas), onde, em seguida foram colocados os animais de modo que a
agua contendo o in6culo de cercérias cobrisse as patas e a cauda do camundongo, ficando os
animais em contato com o inéculo em torno de uma hora, sob fonte de luz direta (que

funciona como um ativador), facilitando a penetracéo do patégeno™.

! Adaptado de CEUA FIOCRUZ/PE, Protocolo de Procedimento 006/ 2010
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5.4 Obtenc¢édo dos miracidios

Os miracidios destinados a infeccdo dos moluscos foram obtidos a partir da técnica de
sedimentacdo espontanea das fezes de camundongos infectados com a cepa LE de S. mansoni.
As fezes foram maceradas, diluidas em agua destilada e filtradas em gaze para um calice de
sedimentacéo e colocadas em repouso por 24 horas, a temperatura de 8 °C, na auséncia de luz.
Posteriormente os ovos foram expostos & luz artificial pelo periodo de uma hora para a

eclosdo dos miracidios.

Para preparacdo da solucdo do parasita particulado, os miracidios obtidos foram
acondicionados em microtubos e levados a baixa temperatura por 10 minutos para diminuir
sua motilidade, em seguida foi realizada centrifugacdo a 800xg para que os miracidios
permanecessem no fundo do microtubo, sendo realizadas trés lavagens com agua milli Q
estéril, a fim de reduzir a quantidade de contaminantes da solu¢do. A solu¢do com 0s
miracidios foi em seguida levada ao sonicador, onde foi aplicada uma poténcia de 100 W por
20 segundos uma unica vez, responsavel por gerar a solugdo com os parasitas particulados,

essa solucéo foi armazenada a -80° C até a data de utilizagdo.

5.5 Infecgédo dos moluscos

Os caramujos do grupo 2 e do grupo 4 foram colocados individualmente na presenca de
10 miracidios e deixados expostos a luz artificial por um periodo de aproximadamente duas
horas. Os caramujos dos grupos 1 e 3 sofreram 0 mesmo estresse de exposi¢do a luz e ao
calor, que os grupos 2 e 4 durante a infecgdo com S. mansoni.

Os caramujos dos grupos 3 e 4 foram sensibilizados 4 dias antes da infeccdo com as
particulas de S. mansoni. Essa solucdo foi injetada em caramujos nos previamente

anestesiados com pentobarbital sddico.

5.6 Contagem dos hemacitos

Para contagem de hemécitos foram utilizados caramujos dos quatro grupos.

Apos duas e vinte e quatro horas de infecgdo 5 ul de hemolinfa foi coletada por pungio

cefalopodal com auxilio de um capilar de vidro e de uma pipeta siliconizada. A hemolinfa
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retirada foi colocada em um microtubo siliconizado para evitar a aderéncia dos hemécitos. O
pool de 25 pl com a hemolinfa de 5 caramujos de cada grupo foi diluido de 1:1 com

anticolagulante, totalizando 50 ul de hemolinfa por microtubo.

A contagem de hemocitos foi realizada utilizando-se o iINCYTO C-Chip (DHC-NO01)
Neubauer Improved, para isso 10 pul do pool de hemolinfa de cada um dos grupos foi colocado
na camara de Neubauer em triplicata técnica. A visualizacdo dos hemdcitos foi feita sob
microscopio éptico a um aumento de 400X. O numero de células em quatro quadrados foi
contado, de acordo com as instrucdes do fabricante, e o nimero total de hemdcitos por

microlitro de hemolinfa foi determinado a partir da equacgéo:

C¢élulas por pul = média da contagem por quadrante X 2 (fator de diluicdo) X 10

Para a analise estatistica da contagem total de hemdcitos foi utilizado o software
estatistico GraphPad Prism® 6.0, onde foi aplicado a andlise de variancia (ANOVA) seguida

dos pos teste Tukey com nivel de significancia de 5%.

5.7 Recuperacdo dos hemdcitos para ensaio da fenoloxidase e expressédo génica

A hemolinfa dos caramujos de cada grupo foi extraida através de puncdo cefalopodal
com o auxilio de capilares de vidro no periodo de 2h e 24h p6s-infec¢do no caso dos grupos 2
e 4 e no mesmo periodo para o grupo 1 e 3 pos-estresse. Para a extracdo da hemolinfa foi
utilizado o anticoagulante contendo Solucdo Salina Balanceada de Hanks, 10 mM de EDTA,
25 mM de sacarose e 50 mM de citrato de sodio. 10 pl da hemolinfa obtida foram reservados
para a dosagem de fenoloxidase e o restante posteriormente foi submetido a centrifugacdo em
rotacdo 2000 X g por 20 minutos a uma temperatura de 4° C como descrito por Mitta et al.
(2005). O sobrenadante foi descartado, ao pellet restante, contendo os hemdcitos, foi
adicionado 100 pl de tiocianato de guanidina e entdo armazenados a -80° C até a extragcdo do
RNA.
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5.8 Avaliacéo da atividade da fenoloxidase

Os experimentos de dosagem de fenoloxidase visaram estabelecer o comportamento da
atividade enzimatica nas espécies estudadas e determinar seu envolvimento na imunidade do

caramujo frente a infeccdo pelo Schitosoma mansoni.

Uma quantia de 10 ul hemolinfa obtida no item 5.7 foi diluida de 1:10 com tampéao
PBS. Foi utilizada uma placa de 96 pocos para realizar a leitura da fenoloxidase. Para cada
reacdo (correspondente a um poco) foi adicionado 30 pl de hemolinfa mais 35 pl de tampao
PBS e 35 pul do substrato L-DOPA (4 mg/ml). Os experimentos foram realizados em triplicata
técnica e as leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de ELISA com comprimento de
onda de 490 nm a cada dois minutos até o periodo de trés horas e meia apds a adicdo da L-
DOPA. A andlise estatistica foi realizada empregando o Proc GLM para medidas repetidas no

tempo (avaliacGes) através do pragrama estatistico SAS Institute 2002.

5.9 Marcacao dos hemacitos produtores de Fenoloxidase

A fim de estabelecer quais os tipos de hemdcitos sdo responsaveis por produzir a
enzima fenoloxidase nestas espécies de caramujos, foi realizado um experimento para
marcacdo da atividade desta enzima onde 0s hemdcitos produtores de fenoloxidase irdo

produzir uma coloragédo marrom quando fixados numa lamina e expostos a L-DOPA.

Para isso foi retirada a hemolinfa dos caramujos sadios e apds 24 horas de infec¢do com
Schistosoma mansoni, a hemolinfa foi inicialmente diluida com anticoagulante na proporcao
de 1:5 em um microtudo siliconizado para impedir a adesdo dos hemdcitos. Em seguida
laminulas redondas com 13 mm de didmetro foram colocadas dentro de placas de cultura de
12 pogos conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 — Disposicdo da laminula na placa para o experimento de marcagdo dos hemocitos
produtores de fenoloxidase.

Fonte: elaborado pelo autor

A essas laminulas foi adicionado 60pl da hemolinfa e deixado durante trinta minutos em
camara huimida para permitir a adesdo dos hemacitos nas laminulas. Apds esse tempo foram
realizadas trés lavagens com PBS para retirar restos da hemolinfa, permitindo apenas a
presenca dos hemdcitos aderidos na laminula. Em seguida foi adicionado L-DOPA numa
concentracdo de 1mg/ml diluido em etanol a 35%, os hemdcitos aderidos ficaram expostos a
essa solucdo por uma hora, ao mesmo tempo foi realizado um controle da reacdo onde os
hemacitos aderidos a laminula foram expostos somente a etanol a 35%. Apos esse periodo
foram realizadas trés lavagens com PBS a fim de eliminar qualquer resquicio de L-DOPA. As

laminas foram colocadas para secar e em seguidas foram analisadas no microscépio de luz.

5.10 Extracdo do RNA

Para obtencdo de RNA, os hemacitos obtidos no item 5.7, ja imersos no tiocianato de
guanidina, foram homogeneizados em vortex por um minuto, logo ap6s foi adicionado 100 pl
de fenol &cido (pH 5,0), 50 ul cloroformio, 25 pl de acetato de sodio, esse material foi
centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C, apds isso a porcao superior do sobrenadante
(contendo o RNA) foi recuperada e adicionada a igual volume de isopropanol, a mistura foi
deixada por 12 horas a -20°C pra precipitacdo do RNA. Em seguida centrifugou-se esse RNA,
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0 sobrenadante foi entdo descartado. O RNA, apos secar, foi ressuspendido em 20 pl de agua

Ultrapura (Sigma).

A quantificacdo do RNA obtido foi realizada no NanoDrop (Thermo Scientific)
utilizando Ndcleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — CPQAM\FIOCRUZ.

5.11 Tratamento do RNA com DNase

As amostras brutas de RNA obtidas no item acima, foram tratadas com a enzima
DNase, para a degradacdo do DNA gendmico, que ocasionalmente é recuperado durante o
processo de extracdo, e que em grande quantidade impossibilita a analise correta da expressdo

génica durante a PCR em tempo real.

Para isso foi utilizado o kit DNase Amplification Grade (Sigma) em 8 ul das amostras
de RNA recuperadas. O procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do

fabricante.

5.12 Eletroforese de RNA

A fim de identificar quais amostras de RNA, obtidas ap6s o tratamento com a enzima
DNase, permanecam ou ndo contaminadas com DNA genémico foi realizada uma eletroforese
de RNA. Para realizacdo da eletroforese, todo material envolvido no processo foi previamente
lavado com 4gua DEPC, que possui a capacidade de desnaturar as RNases.

Foi utilizado 1 pl da amostra de RNA tratado diluido em 5 ul de agua DEPC e mais 1 pl
do corante Blue Green Loading Dye. A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1% e

tampdo TBE 0,5x preparados com agua DEPC.

A visualizacéo foi realizada com o auxilio de um transluminador.

5.13 Producéo do cDNA

Para producdo do cDNA, uma amostra com 1 mg de RNA tratado com DNase foi
adicionado a 1 ul de oligo dT (500ng/ul), ¢ o suficiente de agua ultrapura para completar 5 pl,
essa mistura foi levada ao termociclador por 5 minutos a 70°C, para ligagdo do oligo dT a
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cauda poli A do RNA mensageiro. A amostra em seguida foi posta no gelo por 5 minutos.
Apos esse tempo foi adicionado a cada amostra um mix contendo: 5 pl de tampdo 5x, 5 pl de
um mix de dNTPs, 1 pl da enzima de transcriptase reversa M-MLV RT, 0,6 ul de RNasin, um
inibidor de Ribonucleases, e 4gua ultrapura para completar um volume de 20 pl. Essa reacao

foi levada ao termociclador por 60 minutos a 42°C. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C.

5.14 Analise da expressao génica

Para a analise da expressdo génica foi utilizado o cDNA extraido dos caramujos dos
grupos 1 a 4. O cDNA de cada grupo foi submetido a PCR quantitativa em tempo real,
utilizando o conjunto de iniciadores descritos por Hertel et al. (2005); Lockyer, (2008);
Galinier (2013) Esse conjunto de primers foi levado ao BLAST do NCBI onde foi realizado
um alinhamento com todas as sequencias de RNA e DNA conhecidas, a fim de garantir que os

primers apenas alinhem com seus respectivos genes alvo.

Para padronizacdo do experimento foram testados trés genes enddgenos, 0 gene da
proteina ribossomal 19S (CK988928) (BARON et al., 2013; BOUCHUT, 2006; GALINIER,
2013) utilizando o conjunto de iniciadores descrito por Galinier (2013) forward:5’-
TTCTGTTGCTCGCCAC-3* ¢ reverse: 5’-CCTGTATTTGCATCCTGTT-3’, o gene
endogeno da actina  com um conjunto de iniciadores  forward: @ 5’-
TATGTGCAAGGCAGGTTTCG-3" ¢ reverse: 5-AGCTGTCCTTCTGACCCATACC-3’
(LOCKYER, 2008) e o gene enddgeno da proteina ribossomal 18S com um conjunto de
iniciadores forward: 5’-CGCCCGTCGCTACTATCG-3’ e reverse 5’-
ACGCCAGACCGAGACCAA -3’ (HERTEL et al. 2005).

Todos os genes alvos assim como todos os genes enddgenos foram testados por PCR
convencional. Foi realizada graduacgéo de temperatura de anelamento para todo par de primer

utilizado a fim de determinar a temperatura ideal de uso.

Apos a determinacdo da temperatura ideal de uso, foram realizadas PCRs em tempo real
utilizando o cDNA produzido. Para os genes alvo e para 0s genes enddgenos foram
construidas curvas padrdo a partir de diluicGes seriadas do cDNA de 1:10, sendo utilizado o
SYBR green PCR Master Mix, esse procedimento assim como 0s experimentos posteriores de

gPCR foram realizados no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

Para os genes endogenos também foi realizado outro experimento de padronizacdo. Foi

verificado o Ct para cada gene endégeno em caramujos em todas as condic¢des estudadas. Esse
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experimento é necessario para assegurar que o gene enddgeno ndo varie em sua expressdo nos
diferentes tratamentos. Foram admitidos como genes de expressao invariavel aqueles em que

o Ct de um tratamento variava menos de 5 % em relacdo a outro tratamento.

ApoGs a etapa de padronizacdo de todos os genes, foram realizadas qPCRs a partir do
cDNA obtido utilizando-se o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied biosystems). O
procedimento foi realizado em duplicata bioldgica e triplicata experimental.

A andlise da expressdo génica foi realizada através de quantificacdo relativa por meio

do método Cr Comparativo (2°4°T),

comparando a amplificacdo das sequencias alvo dos
grupos controle e infectado, de 2 modos distintos: entre diferentes tratamentos dentro da

mesma espécie e entre caramujos pré-expostos e ndo pré-expostos a antigenos de S. mansoni.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Devido a necessidade do uso de animais (camundongos Swiss Webster) no segundo
semestre do ano de 2014, o presente Projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo
Cruz com 0 N° 58/2014, o certificado de aprovacao se encontra no Anexo A.
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7 RESULTADOS

7.1 Variacdo da dindmica hemocitaria

A contagem das células dos caramujos controle, infectados 2h e infectados 24h, das
duas espécies foi realizada na cdmara de Neubauer, a média das contagens estdo descritas nos

Gréficos 1e 2.

Gréafico 1 — Anélise da variabilidade dos hemdcitos de B. glabrata nos grupos
sensibilizados e ndo sensibilizados
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Fonte: Elaborado pelo autor

Quando analisados individualmente os grupos ndo sensibilizados e sensibilizados da
espécie B. glabrata, percebe-se que ndo h& variacdo no nimero de hemocitos quando
comparados sadios e infectados do grupo nao sensibilizado, o que concorda com o fato dessa
espécie falhar no reconhecimento e destrui¢do do parasito S. mansoni. No grupo sensibilizado
ndo héa variacdo do numero de hemdcitos no grupo infectado 2h em relacédo ao sadio, contudo
ocorre um aumento significativo de nimero de hemdcitos apos 24h de infeccdo, indicando
que o segundo contado com o patdgeno, nesta espécie, provoca um aumento no nimero de
células produzidas em resposta a esse mesmo patdgeno, isso reflete um aumento na
capacidade de producdo de hemacitos nesta espécie, uma vez que o numero de hemaocitos no
grupo sadio sensibilizado ndo varia em relacdo ao sadio que nunca teve contato com o

antigeno do miracidio.



42

Os grupos de caramujos B. glabrata apresentaram um perfil semelhante do numero de
hemdcitos nos grupos sensibilizados e ndo sensibilizados, quando comparados em relacdo a

dindmica hemocitaria entre os dois grupos.

Nota-se que ndo ha variacdo entre os dois subgrupos sadios quanto ao numero de
hemacitos circulantes, isso indica que a sensibilizacdo ndo altera os niveis basais dos
hemacitos. Também ndo é possivel observar variagdo entre os dois subgrupos infectados 2h,
indicando que a sensibilizacdo ndo possui efeito neste periodo, entretanto como visto
anteriormente este periodo ndo parece possuir por si mesmo uma variagdo no nimero dessas
células, uma vez que o infectado 2h ndo varia em relacdo ao sadio, nem em caramujos
sensibilizados nem em caramujos ndo sensibilizados. Quando analisamos o subgrupo
infectado sensibilizado com 24h se percebe um grande aumento no ndmero de hemdcitos
qguando comparado ao subgrupo nao-sensibilizado infectado 24h, tornando claro que apos a

sensibilizacdo a resposta ap0s 24 horas de infeccdo se da com mais intensidade.

Quando estudamos o caramujos B. straminea, que apresenta um perfil de
susceptibilidade diferenciado em relagcdo ao caramujos B. glabrata, observamos que a uma

diferenca na dindmica hemocitaria (Grafico 2).

Gréafico 2 —Analise da variabilidade dos hemécitos de B. straminea nos grupos
sensibilizados e ndo sensibilizados
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Analisando individualmente, o grupo N&o Sensibilizado mostrou uma variagédo
significativa no nimero de hemacitos entre os subgrupos infectados e sadio. Nos subgrupos
infectados ha uma reducéo de aproximadamente 50% no nimero de hemaocitos em relacdo ao
sadio no periodo de 2h pds infecgdo, reducdo que se tornou ainda maior ap6s 24h de infeccao.
Em caramujos sensibilizados, o numero de hemdcitos do subgrupo infectado 2h cai cerca de
50% em relagdo ao subgrupo sadio, mantendo-se com a mesma quantidade de células até o
periodo de 24 horas p0s infeccdo com S. mansoni. Essa diminuicdo dos hemacitos circulantes
apos a infecgdo em ambos os grupos sensibilizados e ndo sensibilizados é decorrente da maior
ativacdo dos hemdcitos nesta espécie, 0 que causa um aumento da migracdo dos hemdcitos

para o sitio de penetracdo do parasito.

Os caramujos B. straminea apresentaram um perfil semelhante nos grupos
sensibilizados e ndo sensibilizados ndo havendo variacdo significante no nimero de
hemacitos circulantes dos subgrupos sadios e infectados 2h entre caramujos sensibilizados e
ndo sensibilizados. Uma diferenca é encontrada quando comparamos os caramujos infectados
24h desses dois grupos, neste ponto vemos uma relacdo semelhante ao que aconteceu com B.
glabrata, o nUmero de hemacitos € maior no subgrupo infectado 24h do grupo sensibilizado
em relacdo ao ndo sensibilizado, indicando assim que a velocidade de producdo de hemacitos
que ocorre apos a infeccdo, entre o periodo imediato de 2h e o periodo 24h é maior em

caramujos cujos hemacitos ja entraram em contato com particulas do parasita.

Se compararmos o comportamento dos hemacitos entre as espécies, vemos que numa
espécie susceptivel como em B. glabrata o nimero de hemdcitos praticamente ndo varia pés
infeccdo, ja em uma espécie mais resistente como B. straminea a quantidade de hemdcitos
circulantes cai bastante logo nos primeiros momentos apés contato com parasitas, 0 que
indica que em espécies menos susceptiveis os hemdcitos sdo bem mais ativos e migram mais

rapido para o local da infec¢éo.

7.2 Andlise da atividade da fenoloxidase nos hemdcitos de Biomphalaria

Os hemdcitos foram obtidos através da puncédo cefalopodal da hemolinfa de caramujos
sadios e infectados das 2 espécies, eles foram entdo diluidos em PBS e armazenados a -80°C.
A dosagem de fenoloxidase foi realizada num leitor de ELISA sob o comprimento de onda de
495nm. Foi tracado o comportamento da enzima através do tempo, a variacdo da atividade
enzimatica entre os grupos foi analisada através do Proc GLM para medidas repetidas no
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tempo (avaliacBes). A variacdo da atividade da fenoloxidase em B. glabrata estd mostrada na
tabela 1.

Tabela 1 — Dados da atividade da fenoloxidase em B. glabrata gerados pelo programa SAS

Tempo (min)
Tratamento
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190
Sadio 0,760a* 0,759a 0,760a 0,762a 0,763a 0,763a 0,764a 0,764a 0,764a 0,764a

Sadio sense.** 0,753a 0,755a 0,756a 0,758a 0,759a 0,760a 0,760a 0,761a 0,762a 0,763a

Infectado 2h 0,759a 0,761a 0,763a 0,765a 0,766a 0,767a 0,767a 0,767a 0,767a 0,768a

Infectado sense.

oh 0,759a 0,762a 0,764a 0,765a 0,767a 0,767a 0,768a 0,768a 0,768a 0,769a

Infectado 24h 0,755a 0,758a 0,759a 0,761a 0,762a 0,762a 0,763a 0,764a 0,764a 0,764a

Infectado sense.

24h 0,753a 0,759a 0,762a 0,763a 0,765a 0,766a 0,766a 0,767a 0,767a 0,767a

Fonte: Elaborado pelo autor

Nota: *Média seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Tukey (HSD) a 5% de
probabilidade. ** Abreviacdo de sensibilizados

7.2.1 Atividade da fenoloxidade em Biomphalaria glabrata nédo sensibilizados

O perfil enzimético da fenoloxidase nos caramujos B. glabrata ndo sensibilizados esta
mostrado no grafico 3.

Gréfico 3 — Dosagem de fenoloxidase em Biomphalaria glabrata nédo sensibilizado
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Percebe-se que todos os trés subgrupos: sadio, infectado 2h e infectado 24h apresentam
0 mesmo padrdo de crescimento de atividade. A analise estatistica realizada mostrou que nédo

houve variacdo significativa da atividade enzimatica da fenoloxidase nestes grupos.

7.2.2 Atividade da fenoloxidade em Biomphalaria glabrata sensibilizados

O perfil enzimatico da fenoloxidase nos caramujos B. glabrata sensibilizados (gréafico
4) apresenta um perfil quadratico de crescimento semelhante. Nota-se que em todos os tempos
de medicdo o grupo sadio sensibilizado apresenta um menor valor de absorbancia, entretanto
estatisticamente esse valor ndo se reflete em nenhuma alteragdo na atividade enzimética da
fenoloxidase neste grupo. Ndo ha também diferencas na atividade desta enzima nos outros

grupos.

Gréfico 4 — Dosagem de fenoloxidase em Biomphalaria glabrata sensibilizado.
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7.2.3 Atividade da fenoloxidade em Biomphalaria straminea néo sensibilizados

O perfil enziméatico da fenoloxidase nos caramujos B. straminea ndo sensibilizado
(gréfico 5) possui pequenas variagBes no seu padrdo de crescimento, que ndo causam uma
total diferenca na atividade da enzima fenoloxidase se considerados todos os tempos. Porém,
0 grupo infectado 2h apresenta uma pequena variacdo da atividade enzimatica no periodo
entre 30 minutos a 130 minutos apds a adi¢do do substrato L-DOPA. Ao término do periodo
de exposicdo a L-DOPA os trés tratamentos: sadio, infectado 2h e infectado 24h ndo mostram

variacdo quanto a atividade daquela enzima.
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Grafico 5 — Dosaaem de fenoloxidase em Biomphalaria straminea nao-sensibilizado.
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7.2.4 Atividade da fenoloxidade em Biomphalaria straminea sensibilizados
O perfil enzimatico da fenoloxidase nos caramujos B. straminea sensibilizados,
mostrado no grafico 6, segue um perfil de crescimento linear, diferentemente do observado

em B. glabrata.

Gréfico 6 — Dosagem de fenoloxidase em Biomphalaria. straminea sensibilizado.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Foi observado que a atividade enzimatica da fenoloxidase ndo varia entre 0s grupos
sensibilizados sadio e infectados 2h. Com 24 horas pés infec¢do entretanto ha uma pequena
diferenca na atividade desta enzima durante as duas primeiras horas de exposicao a L-DOPA,
guando ela esta um pouco mais ativa se comparada aos dois outros grupos. Essa diferenca se
acentua entre as duas horas e meia e as trés horas de exposicdo a L-DOPA em relacdo ao
grupo sadio sensibilizado, quando a enzima comeca a entrar em fase estacionaria neste grupo,

enguanto continua aumentando sua atividade no grupo sensibilizados infectados 24 horas.
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Ao analisar o comportamento da enzima no substrato no decorrer do tempo vemos que
existe diferenca na atividade da fenoloxidade do grupo sensibilizado em relacdo ao grupo nédo

sensibilizado, estando este Gltimo com uma maior atividade desta enzima (tabela 2).

Tabela 2 — Dados da atividade da fenoloxidase em B. straminea gerados pelo programa SAS

Tempo (min)
Tratamento
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190
Sadio 0,761a* 0,764ab 0,766ab 0,768ab 0,769ab 0,77abl 0,77ab 0,77a 0,77a 0,77a

Sadio sense.** 0,75b* 0,752c* 0,753c 0,755¢ 0,755¢ 0,756¢c 0,757c 0,758bc 0,760bc 0,761b

Infectado 2h 0,763a 0,769a 0,771a 0,771a 0,772a 0,772a 0,772a 0,773a 0,774a 0,775a

Infectado sense.
on 0,749b 0,750c 0,752c 0,753c 0,754c 0,755¢c 0,755c 0,755¢c 0,756¢c 0,757b

Infectado 24h 0,762a 0,765ab 0,766ab 0,768ab 0,769ab 0,770ab 0,771lab 0,772a 0,772a 0,773a

Infectado sense.
24h

0,757ab 0,758bc 0,759bc 0,76bc® 0,761bc 0,762bc 0,763bc 0,764ab 0,765ab 0,766ab

Fonte: Elaborada pelo autor

Nota: *Média seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tempo ndo diferem entre si na coluna pelo teste de
Tukey (HSD) a 5% de probabilidade, letras diferentes indicam médias diferentemente significativas. * ab indica que a
média ndo varia em relacéo a a ou b, mas varia em relagéo a c. ? bc indica que a média ndo varia em relagdo a b ou c,
mas varia em relacdo a a. ** Abreviacéo de sensibilizados

Quando comparado os sadios desses dois grupos pode-se ver que eles possuem uma
cinética totalmente diferente considerando-se todos os tempos analisados, tendo o grupo sadio
uma maior atividade quando comparado ao sadio sensibilizado. Ao se comparar os infectados
de 2 horas dos dois grupos, percebe-se algo semelhante, eles possuem uma cinética
completamente diferente se considerada desde a primeira leitura até a Gltima com pouco mais
de trés horas, tendo o grupo infectado 2 horas ndo sensibilizado uma maior atividade
enzimatica na presenca do substrato L-DOPA. Quando comparamos 0s dois grupos infectados
(sensibilizado e ndo sensibilizado) 24 horas, percebemos que suas cinéticas se assemelham no
primeiro momento de leitura de 10 minutos, a partir de quando comecam a diferir um pouco,
até a leitura de 130 minutos, quando entdo voltam a ter padrGes de atividade enzimatica

semelhantes
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Essa analise nos permite concluir que ha diferenca na atividade enzimética entre o
grupo sensibilizado e néo sensibilizado de B. straminea quanto a atividade da fenoloxidase.
Entretanto ndo ha diferenca significativa entre os entre sadios e infectados (2h e 24h) dentro

de um mesmo grupo, seja ele sensibilizado ou néo.

7.3 Marcacao dos hemdcitos produtores de fenoloxidase

Para identificar quais os tipos celulares produzem a fenoloxidase, a hemolinfa dos
grupos sadio e infectado 24h foi retirada, os hemdcitos foram colocados para aderir em
laminulas de vidro, em seguida foram expostos a L-DOPA numa concentragdo de 1 mg/ml. A
marcacdo indicativa da producdo da fenoloxidase apresenta uma coloracdo marrom claro
derivada da cascata da fenoloxidase tendo como substrato a L-DOPA. Tanto laminas de
Biomphalaria glabrata quanto as laminas de B. straminea mostraram as mesmas células
marcadas responsaveis pela producdo da fenoloxidase, foi encontrado granuldcitos e
hialindcitos com marcacdes. Estas marcacdes geralmente sdo claras e se apresentam como
pequenos pontos marrons até marcagGes maiores de coloracdo marrom bastante claro nas
células (figura 7). Durante as analises também podemos perceber que o nimero de células
marcadas em B. glabrata foi bem maior do que em B. straminea, isso pode ser justificado,
pela queda no nimero de hemdcitos nos grupos de B. straminea infectados, quando estas

celulas devam esta sendo deslocada para o local da infeccéo.



Figura 7 A-D: Micrografias dos hemdcitos de Biomphalaria spp. com atividade de fenoloxidase.
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Legenda: (A): Controle negativo de Biomphalaria glabrata. (B): Controle positivo de
Biomphalaria glabrata. (C): Controle negativo de Biomphalaria straminea. (D): Controle
positivo de Biomphalaria straminea. GR=Granulécito e Hi=Hialindcito.
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7.4 Padronizacéo dos genes da qPCR

O RNA dos hemacitos obtidos foi extraido e armazenado a -80°C, parte do RNA foi
utilizada para construcdo de cDNA, utilizado na etapa de padronizacdo dos primers utilizados
em qPCR.

Foram testados trés pares de primers candidatos a controle enddgeno para analise da
expressdo génica dos FREPs: o primer do gene da proteina ribossomal 19S (CK988928)
(GALINIER, 2013), o primer do gene enddgeno da actina (LOCKYER et al., 2008) e o
primer do gene enddgeno da proteina ribossomal 18S (HERTEL et al. 2005).

Inicialmente foram feitas reacbes de PCR convencionais para verificar a amplificacao
das bandas correspondentes aos amplicons de interesse, nesta fase do estudo o primer 19S foi

excluido por apresentar inconsisténcia nos resultados.

Posteriormente foram realizadas gPCRs com os primers actina e 18S, onde o 18S
apresentou um melhor resultado, sendo considerado a eficiéncia, o slope e a curva de melting.
O primer 18S apresentou uma eficiéncia acima de 90% sendo considerado 6timo para fins de
nosso estudo. Foi entdo realizado um experimento comparando todos os tratamentos, para
assegurar de que ndo haveria variagdo na sua expressdo, podendo desta forma ser utilizado
para normalizar a reacdo. Nesse experimento foram comparados os Cts em todos 0s
tratamentos para as espécies em estudo, sendo mostrado que a expressao do gene 18S variava
em menos de 5% entre os tratamentos, ndo se mostrando significante. Desta forma o primer

para o gene 18S foi escolhido para este estudo com uma temperatura de anelamento de 60°C.

Com os primers dos FREP 3 e FREP 4 foram inicialmente realizadas PCRs
convencionais com graduacdo de temperatura de anelamento, apos a definicdo das mesmas
foram realizadas PCRs em tempo real com construgdo de curva padréo. Para obter um
amplificacdo mais especifica do alvo foi aplicado o protocolo de PCR touchdown para esses
genes de FREPs.

7.5 Analise da expressdo do FREP 3

A fim de avaliar a expressio do FREP 3 em caramujos sensibilizados e né&o
sensibilizados, em diferentes condic¢des, foram criados dois grupos: caramujos que nunca
foram desafiados (néo sensibilizados) e caramujos que foram desafiados com o parasito

particulado (sensibilizado), estes grupos foram divididos em caramujos sadios e infectados
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com S. mansoni (2 e 24h horas pds-infeccdo). A hemolinfa destes grupos foi retirada e 0 RNA
extraido dos hemacitos. A expressdo génica foi analisada dentro de cada grande grupo, em

seguida, comparando-se entre sensibilizados e nao sensibilizados.

7.5.1 Expressdo do FREP 3 em Biomphalaria glabrata.

O grafico 7 mostra a expressdo do FREP 3 em caramujos ndo sensibilizados submetidos
a diferentes condicdes (sadio e infectado). Nota-se que a expressdao do FREP 3 praticamente
ndo varia em relacdo ao sadio quando analisado o grupo infectado 2h. Ao analisarmos o grupo
cujo hemécitos foram recuperados 24 horas apds a infeccdo € possivel observar uma queda de
expressao de cerca de 20% em relagcéo ao grupo sadio.

Gréfico 7 — Variacdo da expressdo do FREP 3 em Biomphalaria glabrata néo
sensibilizados.
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No grupo dos caramujos que foram previamente sensibilizados com o parasita
particulado, ha uma queda na expressdo do FREP 3 logo apds 2 horas de infec¢do (Grafico 8),
indicando uma mudanca mais rapida no nivel de expressdo no grupo que ja entrou em contato
com o antigeno do parasito. Apos 24 horas o nivel de expressdo do FREP 3 continua baixo,
proximo ao mesmo patamar de expressao de 2 horas pos infeccdo, ndo havendo diferenca

significativa entre eles.
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Grafico 8 — Variagdo da expressdo do FREP 3 em Biomphalaria glabrata sensibilizados.
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Se considerarmos como calibrador da reacdo o grupo sadio néo sensibilizado, podemos
perceber o efeito da sensibilizacdo sobre a expressdao do FREP 3 (grafico 9), nota-se que
praticamente ndo ha efeito de alteracbes na expressdo quando comparado o grupo sadio
sensibilizado e o sadio ndo sensibilizado (calibrador), uma vez que isso ocorre ndo ha
aumento ou diminuicdo da expressao entre os grupos infectados. Indicando que o processo de
sensibilizacdo de B. glabrata ndo aumenta o niveis de expressdo basal do FREP 3, contudo

torna sua queda mais precoce, com duas horas.

Gréfico 9 — Variagdo da expressdo do FREP 3 em Biomphalaria glabrata infectado sensibilizado e ndo
sensibilizado.
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Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Calibrador da reaco: grupo sadio
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7.5.2 Expressdo do FREP 3 em B. straminea.

O grafico 10 mostra a expressdo do FREP 3 em B. straminea, uma espécie mais
resistente a infeccdo quando comparada a B. glabrata, estando ndo sensibilizado. Neste grupo
percebemos que a expressdo do FREP 3 ndo é alterada no periodo de duas horas ap0s a
infeccdo com S. mansoni. Ap6s 24 horas de infeccdo o FREP 3 tem um aumento na sua
expressao que ndo se mostra estatisticamente significante, uma vez que o RQ minimo e
méaximo sdo bastante grandes. Esse perfil se difere da dindmica da expressdao do FREP 3 em

B. glabrata quando a expressédo deste gene cai apds 24h.

Gréfico 10 — Variacdo da expressdo do FREP 3 em Biomphalaria straminea ndo

sensibilizado.
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No grupo sensibilizado (gréfico 11) ndo houve qualquer diferenca de expressdao em
nenhum dos tratamentos. Resultado este, semelhante ao grupo ndo sensibilizado com
particulas de S. mansoni. Indicando que o FREP 3 parece néo ter sua dindmica de expressao

influenciada pela sensibilizacéo.
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Gréfico 11 — Expressdo do FREP 3 em Biomphalaria straminea sensibilizado.
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Quando sdo comparados 0s grupos ndo sensibilizados e sensibilizados (grafico 12),
percebe-se que o processo de sensibilizacdo interfere na expressdo do FREP 3 em B.
straminea. Nesta comparacdo houve uma reducdo brusca dos niveis basais da expressdo do
FREP 3 em mais de 60% no grupo sadio sensibilizado quando comparado com o grupo sadio
que nunca entrou em contato com antigenos do parasito. Indicando que o contato com o

parasito provoca um estimulo tardio para alteracdo da expresséo deste FREP.

Grafico 12 — Efeito da sensibilizagcdo a Schistosoma mansoni na expressao
do FREP 3 em Biomphalaria straminea sadio.
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Essa reducdo fica clara quando se comparam todos os tratamentos dos dois grupos

(gréfico 13) , onde a reducdo da expressdo também ocorre nos grupos infectados.



55

Graéfico 13 — Expressdo do FREP 3 em Biomphalaria straminea infectado sensibilizado e ndo sensibilizado.
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Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Calibrador da reacdo: grupo sadio

Entretanto, apesar da sensibilizacdo reduzir os niveis basais do FREP 3 em B.
straminea, ela ndo altera o padrdo de reposta imune em relacdo ao FREP 3, uma vez que nao
h& nenhuma diferenca na expressao entre os tratamentos: sadio, infectados 2h e infectados

24h, dentro dos grupos sensibilizados e ndo sensibilizados.

Quando comparamos as duas espécies percebemos que o FREP 3 em B. straminea nédo
tem sua expressdo reduzida nos primeiros instantes da infecgdo como ocorre em B. glabrata,
porém tem uma queda de expressdo de mais de 50% ap0s 4 dias de contato com o antigeno de
S. mansoni, ndo caindo novamente ap6s um novo contato com esse antigeno. Ja em B.
glabrata apds 4 dias de contato com o antigeno ndo ha mais queda da expressao deste gene,
contudo apds uma segunda exposi¢cdo ao patdgeno, 0s niveis de expressdo deste gene

comecam a cair.

E possivel que a queda do FREP 3 nos primeiros instantes da infeccdo seja causada pelo
parasito a partir de seus componentes excretorios/secretorios, propiciando-lhe um ambiente
onde seu desenvolvimento seja mais facil, isso acontece na espécie mais susceptivel (B.
glabrata), ja na espécie mais resistente, B. straminea, 0 verme é incapaz de modular uma
queda da expressdo do FREP 3 logo nos primeiros instantes, isso faria com que o ambiente

ficasse mais hostil para o verme, explicando porque o B. straminea é mais resistente. E



56

possivel que essa permanéncia nos niveis de expressdo do FREP 3 em B. straminea esteja
ligada também a uma maior ativacdo dos hemdcitos, que migram em maior nimero para o

sitio de infeccdo do patogeno.

A queda da expressdo do FREP 3 apds 4 dias do primeiro contato de B. straminea com
S. mansoni pode ser resultante de uma segunda secrecdo dos produtos do esporocisto, uma
vez que este estd se multiplicando a fim de gerar esporocistos secundarios. Neste cenario a
queda da expressdo deste gene favoreceria o esporocisto, fazendo com que os sobreviventes a
um primeiro momento p6s infec¢do, possam agora se desenvolver completamente dentro do
caramujo. Isso explicaria porque alguns deste caramujos B. straminea séo capazes de manter a

infeccéo.

7.6 Analise da expressdo do FREP 4

O perfil de expressdo do FREP 4 se apresentou de modo diferente ao perfil de expressado

do FREP 3 para Biomphalaria glabrata.

Neste trabalho ndo foi possivel localizar o FREP 4 de B. straminea, foram testados
alguns pares de iniciadores para amplificacdo do FREP 4, porém, nenhum deles foi capaz de
amplificar o FREP 4 desta espécie. Ja é relatado que os genes dos FREPs possuem alto
polimorfismo sendo dividido em 14 familias, das quais algumas possuem dezenas de
subfamilias geradas a partir de mutacGes pontuais na estrutura principal de cada familia de
FREP. Uma vez que nossos iniciadores para este gene conseguiram amplificar o FREP 4 em
B. glabrata mas ndo na espécie B. straminea, podemos sugerir que hd grandes diferencas
entre as subfamilias que compde o FREP 4 entre estas duas espécies, alteracdes essas que

podem resultar num padréo diferente de susceptibilidade entre estas duas espécies.

7.6.1 Expressao do FREP 4 em Biomphalaria glabrata

O grafico 14 mostra a expressao do FREP 4 em caramujos ndo sensibilizados
submetidos a diferentes condigGes (sadios e infectados). Nota-se um discreto aumento da
expressao no grupo infectado 2h que nao se mostrou significante. No periodo de 24 horas pos
infeccdo houve entdo uma queda de cerca de 50% na expressdao do FREP 4, mostrando um
padrdo semelhante ao FREP 3 em B. glabrata quando a expressdo do gene ndo muda com

duas horas p6s infeccao, caindo em seguida no periodo de 24 horas pés infecgéo.
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Grafico 14 — Variacdo da expressdo do FREP 4 em Biomphalaria glabrata nédo
sensibilizados.

1,4

1,2

1

0,8

& B Sadio

0,6
I B |nfectado 2h
0,4 -
Infectado 24h

0,2

o -

Tratamentos

Fonte: Elaborado pelo autor

No grupo dos caramujos que foram previamente sensibilizados com o parasita
particulado (grafico 15), houve uma leve reducdo da expressdo do FREP 4 logo 2 horas pds
infeccdo com S. mansoni. Com 24h houve um aumento da expressdo do FREP 4 quando
comparado ao periodo de 2h pos infec¢do, ndo havendo queda significante em relagdo ao
caramujo sadio. Esta queda precoce no perfil apds duas horas, assim como a normalizacdo
com 24 horas quando comparado ao perfil do ndo sensibilizado indica que a pré-exposicdo a

antigenos de Schistosoma mansoni interfere na dindmica da expressdo do FREP 4.

Grafico 15 — Variacdo da expressdo do FREP 3 em Biomphalaria glabrata
sensibilizados.
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Quando sdo comparados 0s grupos ndo sensibilizados e sensibilizados (grafico 16)
percebe-se que o processo de sensibilizacdo interfere na expressao do FREP 4. Isso se torna
claro quando a sensibilizacdo eleva os niveis basais do expressdo FREP 4, uma vez que 0
caramujo sadio sensibilizado tem um aumento em mais de 100% de expressdo deste gene

apos 4 dias de exposicao ao antigeno.

Gréfico 16 — Efeito da sensibilizagdo ao Schistosoma mansoni na expresséo do
FREP 3 em Biomphalaria glabrata sadios.
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Essa elevacdo do FREP 4 no grupo sensibilizado estd presente também nos grupos
infectados assegurando que a sensibilizacdo resulta numa resposta secundaria por elevagédo

dos niveis basais da expressdo do gene do FREP 4 (grafico 17).

Grafico 17 — Expressdo do FREP 4 em Biomphalaria glabrata infectado sensibilizado e ndo sensibilizado.
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Ao compararmos a expressdo do FREP 3 e 4 em B. glabrata, percebemos que estes dois
genes tem sua expressao reduzida 24 horas ap0s a infeccdo por S. mansoni em caramujos ndo
sensibilizados, ja em caramujos sensibilizados essa queda ocorre logo no primeiro momento
da infeccdo. Se compararmos o resultado da sensibilizacdo na expressdo destes genes
percebemos que apos 4 dias de contato com o antigeno o FREP 3 volta a ter seus niveis de
expressdo normalizados, ja o FREP 4 apresenta uma maior expressdo apos a sensibilizacéo
mesmo nesta espécie altamente susceptivel, concordando com o fato de o FREP 4 ser um

marcador da infecgdo pelo S. mansoni.
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8 DISCUSSAO

N&do sdo muitos os estudos envolvendo resposta secundaria em invertebrados. Esse
guestionamento surgiu ha mais de duas décadas quando ja se tinha bastante conhecimento
sobre a resposta imune de vertebrados, entretanto a resposta de invertebrados ainda era pouco
estudada, em 1993 foram publicados menos de 100 artigos sobre a resposta imune de desses
(KURTZ, 2004). A falta de conhecimento sobre os mecanismos moleculares do sistema
interno de defesa dos invertebrados levou muitos pesquisadores a classificarem sua resposta
como apenas uma resposta inata, gerando controvérsias até os dias atuais, quando o0s
mecanismos do sistema imune dos invertebrados passaram a ser melhor caracterizados. Em
2003 num artigo publicado na revista Nature, Kurtz e Franz (2003) mostraram, ao estudar o
copépoda Macrocyclops albidus, que o sistema interno de defesa dos copépodas poderia
reagir de maneira mais eficiente ao segundo contato com o parasito e que esse contato prévio

diminuia as taxas de reinfec¢do com cestodas.

Esses estudos nos levaram a questionar o comportamento do sistema imune de
Biomphalaria sp. frente a um segundo contato com o antigeno do parasito Schistosoma
mansoni. Para esclarecer o papel da imunidade celular nesta relacdo parasita/hospedeiro e
também frente a um segundo contato com o antigeno do parasito, nés realizamos uma
contagem total de hemdcitos, quando foi observada que a quantidade de hemdcitos em
caramujos ndo varia significativamente entre caramujos da espécie Biomphalaria glabrata
apos duas horas de infeccdo com S. mansoni, esse resultado difere de um estudo publicado por
Stumpf e Gilbertson (1978) no qual caramujos B. glabrata apresentavam um aumento no
nimero de hemacitos apds duas horas de infec¢do, e com um estudo publicado por Seta et al.
(1996) que também descreveram um aumento do numero de hemdcitos em B. glabrata,
aumento esse que se da ap0s trinta minutos de infeccdo até o periodo de duas horas apos a
infeccdo, a partir do qual o numero de hemaocitos comeca a cair gradativamente até se
normalizar com 24 horas pos infeccdo, ndo havendo mais alteracdo no nimero de hemdcitos
neste periodo. No nosso estudo o numero de hemdcitos também ndo varia com 24 horas
semelhantemente a este estudo de Seta et al. (1996). E possivel que a variacdo no ndimero de
células possa ter ocorrido mais tardiamente (apds 2 horas de infec¢cdo), como ocorre com B.
tenagophila e se normalizado antes do periodo de 24h, quando foi realizada nossa segunda
contagem. Uma outra possibilidade é que a elevacdo no nimero de hemdcitos pode ser muito
tardia assim como no trabalho de Santos e Rodrigues (2003) onde o pico de elevagédo

hemocitario ocorreu ap6s 48 horas de infec¢éo.
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Ao estudar B. tenagophila susceptivel e ndo susceptivel ao S. mansoni, Oliveira et al.
(2010) mostrou que em caramujos susceptiveis ndo ha variacdo hemocitaria no periodo 24h
pos infeccdo, existindo uma pequena variacdo de hemacitos nos periodos de 2h. Enquanto que
caramujos resistentes a quantidade de hemdcitos varia no periodo de 2h e 12h pés infeccéo,
quando ha uma queda no nimero de células. Considerando a espécie B. straminea como uma
espécie bem menos susceptivel ao S. mansoni, também houve no nosso estudo uma queda no

numero de hemdcitos no periodo de 2 e 24 horas pos infec¢do com S. mansoni.

E possivel que a variagdo da dindmica hemocitaria de B. straminea tenha apresentado
uma queda em seu nimero 2 horas pés infeccdo por ser uma espécie mais resistente ao
parasito S. mansoni em comparagdo ao B. glabrata. Neste contexto, os hemdcitos, que séo
bem mais ativos numa linhagem resistente, teriam migrado rapidamente para as areas de
penetracdo do patdgeno e que isso tenha diminuido a quantidade de hemdcitos circulantes na
hemolinfa. Esses resultados sdo embasados em um estudo feito por Araque et al. (2003)
quando ele mostrou a migragdo de hemdcitos para o sitio de penetracdo do parasito. Nosso
resultado também mostrou que com 24 horas po6s-infeccdo ainda ha uma queda no numero de
hemdcitos no grupo ndo sensibilizado, porém essa amplitude de queda é bem menor que
quando comparados caramujos sadios e infectados apds 2h, isso pode indicar que neste
periodo, enquanto alguns hemdcitos migram para o sitio de entrada do parasito, outros s&o
produzidos pelo hospedeiro, relacdo que também ocorre no grupo sensibilizado, indicando
gue a pre-exposicdo a antigenos do parasita nao altera a quantidade de células circulantes. O
estudo realizado por Santos e Rodrigues (2003) que analisaram a dindmica hemocitaria de B.
straminea, mostrou que o pico hemocitario se d& as 48 horas pos infeccdo, havendo uma
intensa producdo de hemdcitos entre as 24 e 48 horas. Em conjunto com nossos resultados,
esses dados nos levam a um cenario onde inicialmente os hemaocitos migrariam para o local de
penetracdo do parasito, havendo neste momento uma queda dos hemdcitos circulantes, logo
em seguida novas células seriam produzidas em resposta a infeccdo até 0 momento em que o
namero de hemdcitos produzidos superassem o numero de hemdcitos que migraram em

resposta a infec¢do, havendo assim um pico hemocitario em tempos posteriores.

Além de realizar a fagocitose, nodulacdo e encapsulacédo dos parasitos, os hemdcitos sdo
responsaveis por produzir uma gama de substancias efetoras do sistemas de defesa
(COUSTAU et al., 2015; GALINIER et al.,, 2013; MITTA et al., 2005), uma dessas
substancias € a enzima fenoloxidase (BAHGAT et al., 2002) que se apresenta relacionada a

imunidade em muitos invertebrados. Sendo uma enzima de grande importancia no sistema
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imune de insetos, responsdvel pelo processo de melanizagdo ao redor do patdgeno
(GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2012).

A fim de identificar os tipos celulares envolvidos com a producdo desta enzima, nds
realizamos a marcacdo dos hemaocitos como descrito por Ling e Yu (2005) e identificamos os
granuldcitos e hialinécitos como os tipos de hemacitos produtores da fenoloxidase. Esses dois
tipos de hemdcitos juntos sdo responsaveis por cerca de 55% dos tipos de hemdcitos
circulantes das espécies B. glabrata e B. straminea, sendo os outros 45% compostos por
“blast-like cells” (CAVALCANTI et al., 2012). Os hialindcitos sdo divididos em trés
categorias, contudo devido a limitagdes da técnica de visualizacdo da marcacéo dos hemacitos
para fenoloxidase, ndo foi possivel identificar se todos os trés tipos de hialindcitos sdo
capazes de produzir a fenoloxidase, entretanto observamos que o hialindcito tipo 1 em B.

glabrata € um dos tipos de hialindcitos responsaveis pela producéo desta enzima.

Mesmo que os hemdcitos identificados tenham sido do tipo granulécitos e hialindcitos,
nem todas essas células foram marcadas em 100% das ocorréncias, havendo tambem células
destes dois tipos sem marcacdo em ambas as espécies, sendo que na espécie B. straminea o
numero de células marcadas € bem menor em relacdo a B. glabrata. A producdo de
fenoloxidase por apenas algumas células dentro de um mesmo tipo de hemdcitos também foi
visto por Ling et al. (2005) que mostraram que apenas metade dos pro-hemacitos do bicho da
seda Bombyx mori eram ativos para fenoloxidase enquanto a outra metade ndo apresentou
marcacdo, fato que também ocorria com os granulécitos onde nem todos se apresentavam

marcados, e que hemacitos denominados plasmatdcitos eram 100% ativos para fenoloxidase.

A atividade dos granuldcitos para fenoloxidase também foi mostrada por Wang et al.
(2011) ao estudar os tipos de hemdcitos produtores da fenoloxidase na espécie Culex pipiens
quinguefasciatus, mostrando que esse tipo celular se encontrava marcado para fenoloxidase
em fémeas que se alimentaram de sangue, juntamente com outro tipo de hemacito
denominado oenocitéide, havendo uma variacdo do tipo de célula produtora da fenoloxidase

de acordo com a fase de desenvolvimento do mosquito.

Uma vez que os tipos de hemaocitos em caramujos do género Biomphalaria difere dos
tipos encontrados em artropodes (CAVALCANTI et al., 2012; MARTINS-SOUZA et al.,
2009; STRAND, 2008; WANG et al., 2011) ndo é possivel fazer uma extensa comparagédo

entre seus tipos celulares quanto a producdo da enzima fenoloxidase.



63

Quanto a variacdo de sua atividade, nosso trabalho mostrou que essa enzima nédo parece
ter a mesma funcdo chave em caramujos B. glabrata e B. straminea na defesa contra o
trematodeo S. mansoni logo apos a infecdo, uma vez que ndo houve variacdo da atividade
enzimatica dentre os tratamentos. Em outros moluscos como o bivalve Venerupis
philippinarum a atividade enzimatica da fenoloxidase na hemolinfa é capaz de aumentar
simplesmente com o aumento de temperatura do ambiente por um periodo de tempo
(RICHARD et al., 2015) aumento que varia quando analisados diferentes tecidos (LE BRIS,
et al., 2015), ja no bivalve Chlamys farreri a atividade desta enzima na hemolinfa aumenta
qguando em contato com LPS de Escherichia coli (ZHOU et al., 2012). Considerando-se
outros modelos, como insetos, a enzima tem um aumento da sua atividade quando um
organismo é infectado com algum parasito ou virus, assim como acorre com células de A.
albopictus infectadas com o arbovirus Semliki Forest virus (SFV) e a bactéria E. coli
(RODRIGUEZ-ANDRES et al., 2012), ou durante o processo de encapsulagdo como ocorre
em uma linhagem resistente de Drosophila melanogaster quando expostas a Leptopilina
boulardi (NAPPI et al., 1991). Entretanto ao estudar uma linhagem susceptivel de D.
melanogaster este mesmo autor mostrou que neste caso a atividade da fenoloxidase
permaneceu-se inalterada. O mesmo pode ter ocorrido com o caramujo B. glabrata no
presente estudo, que apresenta alta susceptibilidade ao S. mansoni, ndo apresentando assim
mudanca na atividade desta enzima mesmo ap0s a sensibilizagdo. A enzima fenoloxidase
também pode estar ligada a outros processos do organismo, Bai et al. (1996) mostram que a
enzima fenoloxidase estd presente na glandula de albumem de B. glabrata, podendo ter
importante papel na formagdo dos seus ovos. Entretanto quando se analisa a espécie B.
straminea percebe-se que, embora ndo haja diferencas significativas na atividade desta
enzima em caramujos sadios e infectados, um pequeno decréscimo da atividade da
fenoloxidase ocorre em caramujos que sofreram o processo de sensibilizacdo, indicando que a
cascata da fenoloxidase pode estar envolvida com a resposta imune do género Biomphalaria,

no entanto ndo € um dos seus pontos chave.

Quanto a variacdo da expressdo dos genes, em B. glabrata o FREP 3 apresentou uma
suave queda na sua expressao apos 24 horas de infeccdo com o parasita nos caramujos ndo
sensibilizados, ndo apresentando qualquer alteragdo no periodo de duas horas. Este resultado
se mostra diferente em parte do mostrado por Hertel et al. (2005), que mostraram que a
expressdo do FREP 3 ndo varia significantemente apos a infec¢cdo com S. mansoni nem em

linhagens resistentes nem em linhagens susceptiveis. HA no entanto uma variacdo de
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resultados na literatura quando outros autores mostraram que em uma linhagem susceptivel de
B. glabrata o FREP 3 tem sua expressao aumentada ap0s 24 e 48 horas da infec¢cdo por S.
mansoni (HANINGTON; LUN; et al., 2010), nos levando a considerar que o perfil de
expressdo desse gene varia dependendo das linhagens de parasita/hospedeiro utilizadas, nos
levando assim ao modelo de polimorfismo de compatibilidade sugerido por Mitta et al.
(2012). Ao se trocar a espécie do parasito a expressdao do FREP também muda, ao utilizar
outro trematddeo (Echinostoma paraensei) como modelo, percebeu-se que a expressdo do
FREP 3 cai nos periodos de 2, 4 e 8 dias pés infeccdo, havendo uma queda maior da
expressdao com 4 dias (HANINGTON; LUN; et al., 2010), sendo esses resultados mais
semelhantes aos nossos onde ndo h& variagdo inicial da expressdo seguida por uma
decréscimo da expressdo apOs 24h. ApoOs a sensibilizacdo essa queda aconteceu mais
precocemente, logo apds as 2 horas de infec¢do, indicando que a sensibilizacao interferiu na
dindmica da expressdo do FREP 3 em B. glabrata. Além de variar de acordo com o patdgeno
a expressdo do FREP 3 também varia dentre os hemdcitos, estudos mostraram que o FREP 3
ndo é expresso em todos hemacitos e que a propor¢cdo de hemacitos que produzem FREP 3

sdo aumentadas ap6s uma infeccdo (GORDY et al., 2015).

Em B. straminea, uma espécie bem menos susceptivel, a expressdo do FREP 3 néo se
altera nem nos caramujos néo sensibilizados nem nos sensibilizados, semelhantemente ao que
ocorre com caramujos B. glabrata resistentes como mostrado por Hertel et al. (2005).
Bouchut et al. (2006) mostraram que o FREP 3 € menos expresso cerca de 4,5 vezes quando
comparada a uma linhagem mais resistente (indice de susceptibilidade de 1%) com uma
susceptivel de Biomphalaria glabrata frente a uma infec¢do com Echinostoma caproni, a
partir do RNA extraido do corpo inteiro. Ao estudar hemdcitos de outras linhagens Lockyer et
al. (2012) mostraram que o FREP 3 tem um aumento da expressdo em uma linhagem

resistente em comparagdo com uma susceptivel 2 horas pos infecgdo com S. mansoni.

Ao compararmos o comportamento da expressdo do FREP 3 nas duas espécies
estudadas percebemos que em B. straminea a expressdo do FREP 3 ndo cai apds a infeccdo, j&
em B. glabrata ha uma queda na expressdo deste gene, isso esta ligado ao fato do parasito
conseguir modular a expressdo de alguns genes no hospedeiro. Em linhagens resistentes
alguns genes sdo super-expressos como resultado da infecgéo, ja em linhagens susceptiveis 0s
produtos produzidos pelo parasita sdo capazes de reduzir a expressao de genes relacionados a
imunidade, a fim de propiciar um ambiente menos hostil (Hanington el al. 2010b).
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Os resultados de expressdo do FREP 4 em hemdcitos de B. glabrata mostraram uma
reducdo de sua expressdo apés 24 horas nos grupo nao sensibilizado e quase nenhuma
alteracdo na sua expressao quando comparados sadios e infectados do grupo sensibilizado.
Este resultado é muito semelhante aos resultados publicados por Hertel et al. (2005), onde em
um caramujo susceptivel praticamente ndo ha variacdo da expressdo do FREP 4. Havendo
discordancia quanto a expressdo apos 24 horas de infeccdo em linhagens susceptiveis, uma
vez que Hanington el al. (2010) mostraram que a expressao deste gene é aumentada 24 horas
apos infeccdo ao S. mansoni e também 24h ap6s o E. caproni. Ja em linhagens resistentes ha
uma super-expressdo do FREP 4 24h p6s infeccdo, ndo havendo alteracdo da expressdo antes
desse periodo. De acordo com Zhang et al. (2008) a subfamilia do FREP 4 é a que mais

responde a infeccdo com trematodeos.

O fato de nossos iniciadores ndo terem localizado o FREP 4 em B. straminea, pode
indicar que esta espécie ndo possui as mesmas subfamilias desse FREP que ocorrem na
espécie B. glabrata, uma vez que os FREPs sdo moléculas altamente diversificadas (ZHANG
et al., 2004), sendo possivel também que a espécie B. straminea possua uma gama de
subfamilias de FREP 4 completamente diferentes de B. glabrata uma vez que, dentro da
espécie B. glabrata de diferentes continentes, ja ha alteracbes na estrutura de algumas
subfamilias dos FREPs e algumas linhagens possuem subfamilias que outras ndo possuem
(DHEILLY et al., 2015), o que estaria ligado ao fendtipo de susceptibilidade ou resisténcia de
uma linhagem ou espécie. Entretanto ndo conseguimos afirmar com certeza que a familia
inteira do FREP 4 inexiste em B. straminea, uma vez que as familias de FREPs admitem até
15% de diferencas na sua sequéncia de nucleotideos (ZHANG; LOKER, 2003).

Ao se comparar 0s grupos sensibilizados e ndo sensibilizados de B. straminea percebe-
se uma forte queda dos niveis basais da expressdo no grupo sensibilizado, o que pode
proporcionar um ambiente no qual o parasito pode se desenvolver com menos barreiras.
Hanington et al. (2012) mostraram que 0 processo de sensibilizagdo com o parasito E.
paraensei altera os niveis de expressdo de gene relacionados a imunidade e que os niveis de
expressao desse gene passaram a variar de acordo com cada individuo. Eles mostraram que o
processo de sensibilizacdo com E. paraensei ndo deixa 0s caramujos mais resistentes a uma
segunda infeccdo com trematodeo (neste caso o S. mansoni), ao inves disso parte dos
caramujos que antes era resistentes passaram a se tornar susceptiveis, e nesses o FREP 3 era
menos expresso apos a sensibilizacdo com E. paraensei seguida de infeccdo com S. mansoni.

Eles atribuiram essa reducdo na expressao a influéncia que o parasito tem sobre linhagens que
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ndo sdo resistentes. O que também pode ser atribuido a nossa espécie B. glabrata, que teve
uma queda na expressdo do FREP 3 ocorrendo logo apds 2h da infeccdo em caramujos

sensibilizados.

Quando comparamos B. glabrata sensibilizados e ndo sensibilizados quanto a expressao
do FREP 4, ficou claro que a sensibilizacdo aumentou apds 4 dias os niveis basais de
expressdo deste gene, esse resultado pode ter relagdo com a super expressdo do FREP 4 no
quarto dia de exposicao ao patdgeno, que ja foi mostrada por Hanington et al. (2010). Apenas
estes resultados n&o nos permite inferir uma resposta secundaria, mas é possivel indagar um
cenario onde em uma segunda exposicao os niveis de expressao génica poderiam ser alterados
gerando um novo ambiente de reconhecimento do parasita, 0 que poderia levar a um dos dois
estados de resposta secundaria levantados por Hanington el al. (2010) onde um organismo
poderia ter ap6s o primeiro contato com um parasita um estado imunolégico ativado fazendo
com que a infeccdo por qualquer patégeno fique mais dificil ou mais facil (HANINGTON et
al., 2012), ou até mesmo a um segundo estado de especificidade. Entretanto de acordo com
nossos experimentos esse novo ambiente ndo contemplaria uma diferenca no nimero de
hemdcitos dessas espécies pds sensibilizacdo, tendo contudo um aumento na velocidade de

producéo dessas celulas.

Os mecanismos de resisténcia/susceptibilidade dos hospedeiros do género Biomphalaria
que determinam a infeccdo pelo parasito se mostram determinados por familias multigénicas e
variam entre diferentes linhagens e até mesmo dentro de uma linhagem (COUSTAU et al.,
2015). Isso serve de base para explicar algumas diferencas dos nossos resultados em
comparacdo com estudos anteriores, uma vez que a resposta imunoldgica deste hospedeiros

varia entre linhagens, espécies e tipos de organismos parasitas.
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9 CONCLUSAO

A dindmica hemocitaria na espécie Biomphalaria glabrata ndo apresentou variagcdo
significativa do nimero de hemacitos entre sadios e infectados, concordando com o fato dos
hemdcitos dessa espécie falharem no bom reconhecimento dos parasitas. Para a espécie B.
straminea o nimero de hemdcitos foi menor nos grupos infectados em relacdo aos individuos
sadios, apesar de ndao ocorrer variacao significativa na dindmica hemocitaria entre caramujos
sensibilizados e ndo sensibilizados, o que indica que o processo de sensibilizagdo nao

interfere na quantidade dos hemdcitos circulantes.

A dosagem da enzima fenoloxidase mostrou que ndo ha variacdo da atividade
enzimatica entre sadios e infectados da espécie B. glabrata e que o processo de sensibilizacao
ndo acarreta nenhuma variagdo nesta espécie. Em B. straminea se percebeu que caramujos
ndo sensibilizados possuem a atividade da fenoloxidase diferente dos sensibilizados,

entretanto, a atividade desta enzima néo variou entre sadios e infectados do mesmo grupo.

A identificacdo dos tipos celulares produtores de fenoloxidase mostrou que o0s
hemacitos responsaveis pela producdo desta enzima nas espécies de Biomphalaria estudadas

sdo os granuldcitos e hialindcitos.

Quanto a expressao do FREP 3, esse gene tem sua expressao reduzida em B. glabrata
infectado em ambos os grupos sensibilizados e nédo sensibilizados, ja em B. straminea ndo ha
diferenca de expressdo entre sadio e infectado. Entretanto, apds a sensibilizacdo os niveis
basais de expressdo do FREP 3 caem mais de 80%. Em B. glabrata o FREP 4 é super
expresso em caramujos previamente sensibilizados, e cai quando o caramujo € infectado com

S. mansoni.

O ndmero de estudos envolvendo a resposta imune desses hospedeiros vem aumentando
desde a ultima década, porém poucos abordam a questdo de resposta imune secundaria. Este
estudo mostrou que a atividade da fenoloxidase varia apds a sensibilizacdo numa espécie
menos susceptivel e que o FREP 3 e 4 sdo capazes de ter seus niveis basais e expressdo
alterados ap0s a sensibilizacdo, porém muitos estudos ainda sdo necessarios para poder
elucidar varias questBes sobre resposta secundaria, principalmente se é possivel existir uma

certa resposta de memoria nestes e em outros invertebrados.
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