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RESUMO

O gastropode Biomphalaria glabrata presente em grande parte do territério nacional, atua
como principal hospedeiro intermediario do trematodeo, Schistosoma mansoni, causador
da esquistossomose no Brasil. O nematoide entomopatogénico (NEP) Heterorhabditis
associado com a bactéria, Photorhabdus luminescens, é usado mundialmente no controle
biologico de diversos organismos. Porém, nada se conhece sobre a susceptibilidade de B.
glabrata a NEPs. Nesse estudo, aléem de demonstrar a susceptibilidade do molusco ao
nematoide, tambem avaliamos as alteragdes induzidas por Heterorhabditis bacteriophora
em seu metabolismo glicémico. Pra tanto, seis grupos foram formados: trés grupos
controle, constituido por organismos nao expostos ao nematoide, e trés grupos infectados,
que foram expostos as formas infectantes do NEP. O experimento foi realizado em
duplicata, utilizando um total de 240 molucos. Significativas alteracdes no metabolismo
de carboidratos de B. glabrata foram observadas apds 3 semanas de infeccdo. Os
resultados indicam diminuicdo dos niveis de glicose hemolinfatica, bem como nos
contetdos de glicogénio estocados na glandula digestiva e glandula de albdmen do
caramujo. Em paralelo, os grupos infectados também apresentaram aumento na atividade
da enzima lactato desidrogenase (LDH), indicando que a infeccdo induz a ativacao de
vias fermentativas do molusco. Apesar da auséncia de letalidade dos grupos expostos, a
infeccdo gerou comprometimento no metabolismo glicidico de B. glabrata, sobretudo,
nas reservas de galactogénio, sugerindo potencial aplicabilidade em programas de
controle biolégico do gastropode.

Palavras-chave: Nematoide entomapatogénico, gastropode, infeccdo experimental,
controle bioldgico.

ABSTRACT

The gastropod Biomphalaria glabrata, present in a large part of Brazilian territory, is the
main intermediate host of Schistosoma mansoni, which causes schistosomiasis in Brazil.
The entomopathogenic nematode (NEP) Heterorhabditis bacteriophora associated with
the bacterium Photorhabdus luminescens is used worldwide for the biological control of
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several organisms, but nothing is known about the susceptibility of the snail B. glabrata
to NEPs. Due to the endemicity of the disease, alternatives for its control are important.
Thus, the present study evaluated the changes induced by Heterorhabditis bacteriophora
in B. glabrata after experimental infection under laboratory conditions. Six groups were
formed: three control groups and three infected groups, exposed to variable nematode
loads for 21 days. The experiment was carried out in duplicate, using a total of 240 snails.
Significant changes in B. glabrata were observed in response to NEP infection, including
a decrease in hemolymphatic glucose levels and reduction of the glycogen content stored
in the host’s digestive gland. In contrast, the infected groups showed an increase in the
activity of the enzyme lactate dehydrogenase, indicating that the infection induced a
breakdown in the snails’ carbohydrate homeostasis. Despite the absence of lethality in
the exposed groups, the infection impaired the glucose metabolism of B. glabrata,
suggesting the potential application of H. bacteriophora in biological control programs
of the gastropod.

Keywords: Entomopathogenic nematode, gastropod, experimental infection, biological
control.

1 INTRODUCAO

A esquistossomose € considerada uma doencga endémica e tem grande relevancia
no Brasil devido a alta incidéncia, acometendo principalmente regibes mais precarias
(CARVALHO, 2003). Na America Latina é transmitida pelo trematdédeo digenético
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), assumindo o segundo lugar entre as endemias
parasitarias no mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Vulgarmente conhecida como
“barriga d’agua” e/ou “doenca do caramujo”, pode cursar com quadros agudos a cronicos,
com potencialidade de evoluir para 6bito do paciente (ROCHA, 2016). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que no mundo todo cerca de 200 milhdes de
pessoas estejam infectadas, e aproximadamente 779 milhdes vivam em areas de risco de
infeccdo (WHO, 2011).

O carater endémico da esquistossomose no Brasil prevalece devido a varios
fatores, incluindo: clima tropical, presenca de hospedeiros intermediarios do parasito,
além da auséncia de politicas publicas relacionadas ao saneamento basico. De acordo com
Costa-Neto et al. (2013), a existéncia de reservatorios silvestres como Nectomys
squamipes, roedores de comportamento semi-aquatico, também aumentam a dispersao de
ovos em cole¢des hidricas, contribuindo para o cenario atual da doenca no Brasil. Como
alternativa na erradicacdo da doenca, a Organizacdo Mundial da Saude preconiza o
desenvolvimento de metodologias pautadas no controle da populacdo de moluscos
hospedeiros intermediarios (WHO, 1983). Cabe lembrar que, para atingir a fase adulta, o

parasito necessita obrigatoriamente passar por etapa de desenvolvimento intra-molusco,
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até a formacdo das cercarias, que configura a unidade infectante ao hospedeiro definitivo.
Assim, o controle desses organismos configura ponto chave na erradicagdo de algumas
parasitoses.

Durante décadas, o controle de moluscos tem sido baseado na utilizacdo de
moluscicidas quimicos (Machado, 1982). Contudo, seu alto custo, baixa seletividade, e
os indicios do aumento de resisténcia (Sarquis, et al, 1998), levaram ao seu insucesso nos
programas de controle de moluscos. Em decorréncia dessa dificuldade, estudos foram
desenvolvidos visando a utilizacdo de agentes patogénicos como biocontroladores de
diversos organismos, inclusive, caramujos (Wilson et al., 1993; Duarte et al., 2015).
Recentemente, Tunholi et al (2017) demonstraram a susceptibilidade de Lymnaea
columela a infecgdo por Heterorhabditis baujardi, LPP7. Os resultados extraidos desse
estudo indicam alta taxa de mortalidade nos grupos expostos, além de significativas
alteracfes na biologia reprodutiva, com decréscimo no numero total de ovos, massas
ovigeras e taxa de eclodibilidade embrionaria.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil glicidico de B. glabrata
apos infeccdo experimental por Heterorhabditis bacteriophora, determinando o0s
conteddos de glicose hemolinfatica, reservas polissacaridicas em tecidos especializados,
além de averiguar a atividade da LDH. A partir desses resultados pretende-se entender
melhor a relagdo B. glabrata/Heterorhabditis, como alternativa ao controle biolégico do

caramujo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DA BIOMPHALARIA GLABRATA

Os moluscos utilizados nesse estudo foram obtidos do Laboratorio de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres e Reservatérios do Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), localizado na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.

2.2 OBTENCAO DO NEMATODA HETERORHABDITIS BACTERIOPHORA

Os nematodas foram doados pela equipe do Laboratorio de controle Microbioano
localizado na Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W.O. Neitz da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, sendo mantidos e multiplicados de acordo com o método
proposto por Kaya e Stock (1997) e Lindegren et al. (1993). Os nematodas coletados
foram mantidos em recipientes contendo solucdo de agua destilada e colocados em

camara climatizada a 25+ 1°
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2.3 EXPOSICAO EXPERIMENTAL AOS NEMATOIDES, FORMACAO DE
GRUPOS EXPERIMENTAIS E MANUTENQAO DOS MOLUSCOS

Moluscos maduros sexualmente, com concha medindo 8-10 mm de diametro,
foram separados por grupos em aquarios de vidro. A infeccdo foi induzida a partir da
exposicao dos moluscos a uma solu¢do aquosa contendo 300 juvenis infectantes/203 pL.
Aliquotas de 203uL dessa solu¢do foram colocadas em placas de 12 furos, depois foram
adicionados 1797 pL de agua destilada. Posteriormente, foram escolhidos aleatoriamente
moluscos para serem colocados em cada furo. Pds 24 horas de exposi¢do, 0s moluscos
foram retirados e transferidos para um aquério.

Os moluscos foram separados em grupos controles, com moluscos ndo expostos a
nematodas e grupos tratados que foram expostos. Ambos grupos foram divididos em 2
subgrupos, contendo 10 moluscos cada. Todo o experimento foi conduzido em duplicata,
utilizando um total de 120 moluscos. Os moluscos foram alimentados com alface
(Lactuca sativa L.) ad libitum e os aquarios foram limpos a cada dois dias, trocando o
alimento para evitar fermentagdo. A mortalidade foi monitorada dia apds dia até o final
das 3 semanas apos a infeccdo. O periodo de 3 semanas foi baseado em resultados
relatados por Wilson et al. (1994) quanto a mortalidade foi observada durante a infec¢éo

de Derocerasreticulatum por Heterorhabditis sp.

2.4 DISSECCAO E COLETA DA HEMOLINFA

Semanalmente e ao longo das trés semanas de estudo, os moluscos dos grupos
controle e exposto foram dissecados e a hemolinfa foi coletada por puncéo cardiaca,
sendo mantida a —10°C até as analises bioquimicas. Todas as amostras foram mantidas

em um banho de gelo durante a disseccao.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE E DA ATIVIDADE DE
LDH

O espectofotdmetroBiosystems A15® foi utilizado na leitura dos testes, sendo
todas as leituras feitas em duplicata. O protocolo para determinar a concentracdo de
glicose e da atividade enzimatica foi obtido a partir do documento técnico do fabricante
Biosystems ®, seguindo o método descrito sem alteracdes.

Foram utilizados 10 pl de amostra e adicionados a 1 mL de reagente colorimétrico
(solucéo tampéo de fosfato 0,05 M, pH 7,45 £ 0,1; aminoantipirina 0,03 mM e 15 mM de

p-hidroxibenzoato de sodio; 12 kU de glicose oxidase e 0,8 kU de peroxidase por litro).
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O produto formado pela oxidacdo da 4-aminoantipirina foi determinado por
espectrofotometria com absor¢cdo maxima em 510 nm, utilizando uma solugéo padréo de
glicose na concentragdo de 100 mg / dL (Mello-Silva et al., 2010). As leituras foram
expressas em mg / dL.

Para a determinacdo da atividade de LDH, foram preparadas misturas de 1mL de
solugéo contendo substrato (solugéo de lactato 0,1 M, o-fenantrolina 0,005 M em Tris 0,2
M, pH 8,8), uma gota (0,012M) de sulfato férrico de amonio e 25ul de amostra, sendo
incubados a 37°C por 2 minutos. Em seguida, foram adicionadas uma gota de solucéo
contendo 15.82 mM de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e 3,73 mM de
fenazinametassulfato, sendo incubado a 37° por 5 minutos. A reacéo final foi estabilizada
pela adi¢do de 1ml de &cido cloridrico 0,5M. Apds a homogeneizacao foi feita a leitura
em espetofotdmetro a 505nm e os resultados expressos em Ul.

2.6 DETERMINACAO DO GLICOGENIO
O glicogénio contido na glandula digestiva e massa cefalopodal foram
determinadas de acordo com o metodo 3,.5 DMS (Sumner, 1924; Pinheiro e Gomes,

1994) e expresso em mg de glicose/ g de tecido.

2.7 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados numéricos obtidos foram expressos através de média + desvio-

padrédo e submetidos ao teste ANOVA e de Tukey-Kramer para comparacao de médias.

3 RESULTADOS

A exposicdo a H. bacteriophora causou alteracbes no metabolismo oxidativo da
B. glabrata. Em relacdo as concentracfes de glicose na hemolinfa os valores médios
observados nos grupos infectados foram significantemente inferiores aos grupos nédo
expostos, com diminuicdes de 49,29% na primeira semana (35,75 5,9 mg / dl), 56,22%
na segunda semana (27,25 £ 6,5) e 51,70% na terceira semana (28,5 * 2,65) (Figura 1a).
Uma variacdo oposta foi observada na atividade da lactato desidrogenase. Na primeira
semana a infeccdo induziu um aumento significativo na atividade (16 + 0,81 Ul),
correspondendo a uma variacdo de 82% em comparacdo com o grupo controle (8,75 %
1,6 Ul). No entanto, foi na segunda semana que ocorreu a maior diferenca entre os grupos
controle e infectados (5 = 1,63 IU e 15,25 + 3,25 IU, respectivamente), um aumento de
205% (Figura 1b).
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A exposicdo também resultou em variagBes substanciais nas concentracdes de
glicogénio. Em relacdo aos niveis de glicogénio estocados na glandula digestiva, a
infeccdo causou diminuicdo da reserva, com 0os menores valores registrados na segunda
semana de exposicdo (3,8 + 1,03 mg de glicose / g de tecido) (Figura 2a). Mesma
tendéncia foi observada na glandula de albimen (Figura 2b).

Figura 1- Relacdo estabelecida entre as concentracdes de glicose (A) e a atividade da lactato desidrogenase
(B) na hemolinfa de Biomphalaria glabrata infectada experimentalmente por Heterorhabditis
bacteriophora. (***) indica que as médias diferem significativamente entre eles. p <0,0001
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Figura 2- Relacdo estabelecida entre as concentracdes de glicogénio da glandula digestiva (A) e na glandula
de albumen (B) de Biomphalaria glabrata infectada experimentalmente por Heterorhabditis
bacteriophora. (***) indica que as médias diferem significativamente entre eles. p <0,0001
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4 DISCUSSAO

Em condigdes fisioldgicas, 0 metabolismo oxidativo de gastropodes é dependente
de vias aerdbias. No entanto, quando submetidos a condi¢des de estresse, como aquelas
determinada pelo parasitismo, esses organismos podem redirecionar seu fluxo
metabdlico, resultando na ativagdo outras vias bioquimicas, inclusive, vias fermentativas.
Essa readaptacdo cursa com alteragbes importantes na composi¢cdo da hemolinfa,
resultando frequentemente na deplecdo de reservas energéticas e aumento nas
concentracdes de acido Urico e ureia, em resposta a intensa desaminacdo de aminoéacidos.
Este fato, tem sido apresentado por Tunholi et al. (2014) ao estudar as alteracGes
fisiolégicas de Bradybaena similares induzidas pelo nematoide entomopatogénico H.
indica LPP1. No presente estudo, reducdo significativa nos contetdos de glicose foi
observado apds infeccdo por H. bacteriophora em B. glabrata. Tais achados resultam da
competicdo direta de nutrientes por parte do nematoide, bem como, da habilidade da
bactéria endossimbidtica, P. luminescens, em usar glicose como substrato energético,
favorecendo o estado de hipoglicemia (Gil et al., 2002).

Em resposta a reducdo nos conteddos de glicose, intensa mobilizacdo de
glicogénio na glandula digestiva é verificado, como tentativa em normalizar as
concentracdes desse acucar na hemolinfa dos moluscos parasitados. Este fato elucida o
estabelecimento de mecanismos reguladores, entre tecido e hemolinfa, que séo acionados,
toda vez que o hospedeiro apresenta balanco energético negativo. Condicbes similares
foram constatados por outros autores, onde correlacionam o esgotamento dessas reservas
(glicogendlise), como resposta fisiolégica do caramujo frente as condi¢Ges adversas
causadas durante infeccdo (Baudoin, 1975), jejum prolongado (Lira et al., 2000), e
exposi¢cdo a moluscicidas a base de plantas (Silva et al., 2012). Porém, em nosso estudo,
a mobilizacao de glicogénio ndo foi suficiente para restabelecer os niveis glicémicos de
B. glabrata, confirmando que a infeccdo por H. bacteriophora, induz ‘quebra’ no
metabolismo de carboidratos do molusco.

Esse cenario, foi acompanhado também por profunda reducdo nas concentracdes
de galactogénio. O galactogénio € um polissacarideo encontrado apenas nas células da
glandula albumen de gastropodes, sendo considerado o principal constituinte do fluido
perivitelinico (Faro et al., 2013). Este fluido € utilizado pelos embrides, assegurando todo
aporte energético/nuticional requerido durante etapa de desenvolvimento e divisao
mitotica. Portanto, em resposta ao esgotamento das reservas desse polissacarideo, espera-

se comprometimento na performace reprodutiva dos molusco, caracterizado ndo apenas
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por uma reducdo no nimero total de ovos, mas também, por um decréscimo na
eclobilidade embrionaria. Condicdo semelhante foi relatada por Tunholi et al. (2017)
estudando a interface L. columella / H. baujardi LPP7.

Outro dado interessante obtido nesse estudo foi 0 aumento na atividade da lactato
desidrogenase nos grupos expostos. Esta ativacdo pode ser considerada uma resposta
fisioldgica do hospedeiro, em que vias fermentativas sdo ativadas para garantir ndo apenas
a geracdo de ATP, mas também, a reoxidacdo do NADH. Este fato tém sido observado

em outros estudos envolvendo diferentes modelos de infecgéo (Angelo et al., 2015).

5 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro relato a considerar a susceptibilidade de B. glabrata a
infeccdo por H. bacteriophora. Embora os resultados ndo demonstrem letalidade na
populacdo de moluscos expostos, houve um comprometimento do status energético do
hospedeiro, pois a exposicdo por H. bacteriophora induziu expressiva reducdo nos
conteddos de glicose quando comparado a moluscos ndo expostos. Tal condicdo
fisiolégica pode ser justificada pela competicdo de nutrientes estabelecida entre
nematoide e molusco e pela capacidade de P. luminescens em utilizar glicose como
substrato energético, aumentando a taxa de bioconversdo necessaria a nutricdo do
nematoide. Além disso, por conta das condicGes de balango energético negativo, ocorreu
um aumento na intensidade de reacdes fermentativas, como aquelas catalisadas pela
LDH, denotando a transicdo do metabolismo aerObio para anaerdbio. Portanto, faz
necessario a realizacdo de mais estudos a fim de melhor compreender cada sistema de
relacdo (molusco/NEPSs). Os resultados apresentados poderdo ser utilizados para subsidiar

trabalhos futuros que visam o controle da esquistossomose.
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